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NOMENCLATURA DE
LOS ACIDOS GRASOS

ai = anteiso

aiMa = anteiso-margarico
aiPd = anteiso-pentadecanoico
br = ramificado

Bu = Butirico

Ca = Caprico

Cl = Caprilico

Co = Caproico
i=iso

iMa = jso-margarico
L = Linoleico

La = Laurico

Ln = Linolénico

M = Miristico

Ma = Margarico

Mi = Miristoleico

0 = Oleico

P = Palmitico

Pa = Palmitoleico
Pd = Pentadecanoico
S = Estearico

V = {rans-vacceénico

ABREVIATURAS

ai-17:0
ai-15:0

4:0
10:0
8:0
6:0

i-17:0
9¢,12¢-18:2
12:0
9¢,12¢,15¢-18:3
14:0

17:0
9¢-14:1
9¢-18:1
16.0
9c-16:1
15:0

18:0
11+-18:1



OTROS TERMINOS

C-RMN = Resonancia magnética nuclear del *C
DDG = Destilado de la desodorizacién de aceite de girasol
DDO = Destilado de la desodorizacién de aceite de oliva
FAME = Ester metilico de los 4cidos grasos

FC = Fuerzas de cizallamiento

GC = Cromatografia de gases

HPLC = Cromatografia liquida de alta eficacia

MUFA = Acido graso monoinsaturado

MS = Espectrometria de masas

NC = Niumero de carbonos

ND = Numero de dobles enlaces

NEC = Nimero equivalente de carbonos

NP = Numero de particidn

PUFA = Acidos grasos poliinsaturado

SC = Tratamiento con CO, supercritico

TCN = Numero tedrico de carbonos

TG = Triglicérido

TIC = Corriente total de iones

UFA = Acidos graso insaturado
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Capltulo 1. Introduccion, Extraccion con fluldos supererlticos.

1.1- FLUIDOS SUPERCRITICOS
1.1.1- Definicion de fluido supercritico

Se puede definir fluido supercritico como aquel que estid sometido a condiciones de
presién y temperatura por encima del punto critico, siendo éste el punto designado por
una temperatura critica (T.) y una presion critica (P;), por encina del cual no puede haber
una liquefaccién al elevar la presion o vaporizacién al aumentar la temperatura. La figura
1.1.1 respresenta un diagrama de fases donde se destaca la existencia de la region

supercritica sobre el punto critico.

El punto critico es caracteristico de cada sustancia. La tabla 1.1.1 recoge la temperatura y

presion criticas de varios de los solventes més utilizados. La densidad en el punto critico

se denomina densidad critica (p).

Tabla 1.1.1. Condiciones criticas de varios solventes

Compuesto | CCIF; CO, SF; CsH;; H0O
T. (°C) 28,8 31,1 455 196 3472
P.(MPa) | 21,48 720 3,80 329 2148
p. (g/mL) 0,58 047 - 0,23 0,32

Las propiedades de los fluidos supercriticos son expresadas frecuentemente en términos
reducidos més que en absolutos. Un valor reducido se define como ¢l cociente entre el
valor absoluto considerado y el valor correspondiente al punto critico. Por tanto, si la
presién y temperatura reducidas (P y T;) son superiores a la unidad, la sustancia en

cuestion se haya sometida a condiciones supercriticas.
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1.1.2- Propiedades de los fluidos supercriticos

La figura 1.1.2a resume las propiedades basicas y de mayor utilidad de los fluidos
supercriticos. Los fluidos supercriticos poseen unas propiedades fisico-quimicas

intermedias entre las de los liquidos y los gases (tabla 1.1.2).

Tabla 1.1.2. Propiedades fisico-quimicas de los gases y los liquidos en

comparacién con las del didxido de carbono superctitico.

Densidad Viscosidad Coeficiente de Difusion

(g/mlL) (g/cm-s) (cm?/s)
Gases (0,1-2) 10 (1-3) 10™ 0,1-0,4
CO; supercritico T, P 0,47 3 x 10™ 7 % 10™
Te, 6P, 1,0 1 %103 2x 10"

Liquidos 0,6-1,6  (0,2-3) 107 (0,2-2) 107

La densidad del fluido supercritico es de 100 a 1000 veces mayor que la de un gas, y
comparable a la de un liquido. En consecuencia, las interacciones moleculares pueden ser
fuertes permitiendo acortar las distancias intermoleculares (Knowles y col., 1988). Como
resultado, las propiedades de solvatacidn son similares a las de los liquidos, pero con

viscosidades significativamente mas bajas y coeficientes de difusién mas altos.

Al ser de 10 a 100 veces mas bajos los valores de viscosidad y de 10 a 100 veces mas
altos los coeficientes de difusion respecto a fos de los liquidos hacen que la transferencia
de masa de solutos en extracciones con fluidos supercriticos sea significativamente mas

alta que la de extracciones con liquidos (Schneider, 1978).

Hay que resaltar que la variacién de la densidad no es lineal respecto a la variacién de
temperaturas y presiones sobre el punto critico. La figura 1.1.2b desctibe un diagrama de

fases con las variables reducidas. En puntos cercanos al critico pequedias variaciones de la
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poder solvente
variable

densidad buenas caracteristicas
variable

caracteristicas generales de
los fluidos supercriticos

alta
difusividad
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propiedades de

transporte penetrabilidad

Figura 1.1.2a. Caracterfsticas principales de los fluidos supercriticos.
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presién a temperatura constante proporcionan grandes variaciones de la densidad. A

presiones distantes de la critica el aumento de la densidad no es tan acusado.

1.1.3- Principios de la extraccion supercritica

La extraccion con fluidos supercriticos es una técnica que estudia las propiedades

solvatantes de un fluido por encima de su punto critico.

La habilidad de un fluido supercritico para la solubilizacion de sdlidos fue ya sefialada
por Hannay y Hogarth en 1879 al solubilizar sales metalicas en etanol en condiones
supercriticas. Sin embargo, hasta los afios cincuenta no aparecen estudios sobre
aplicaciones industriales, concretamente para eliminar las fracciones ligeras del residuo
de la destilacion del crudo. A partir de los 70, La aplicacidn de los fluidos supercriticos a
la industria agroalimentaria es uno de los mas importantes centros de atencién por parte

de las investigaciones.

En comparacion con otros tipos de extraccion, las principales ventajas de la que utiliza

fluidos supercriticos son;
1. menores tiempos de extraccion,
2. uso, generalmente, de un fluido no téxico, no inflamable o no corrosivo.
3. extraccion a temperaturas sin afectacidn de compuestos termolabiles,

4. facil separacién de los solutos del fluido supercritico. Esto no es posible en las

extracciones convencionales en muchos casos, lo que crea contaminaciones

indeseables del producto,
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5. alta pureza del solvente,
6. posibilidad de realizar fraccionamientos,

7. posibilidad de seleccionar el tipo de extaccion eligiendo la polaridad del fluido,

su densidad y la utilizacién o no de modificadores,
8. bajo coste del solvente.

Las ventajas de la extraccién con fluidos supercriticos provienen de las propiedades antes
comentadas y de la compresibilidad. Segiin McHugh y Krukonis (1986) los grandes
cambios de densidad del fluido y, en consecuencia, el poder de solvatacién, pueden ser
realizados mediante pequefios cambios en la presion a temperatura constante al haber una

gran compresibilidad si se trabaja a temperaturas proximas a la critica,

Al depender la fuerza solvatante de un fluido supercritico de su densidad, la posibilidad
de solvatacién de un fluido supercritico hacia una sustancia en particular puede ser
modificada facilmente cambiando la presién de extraccidon y, en menor medida, la

temperatura. Esto hace que la extraccion con fluidos supercriticos sea selectiva.

Ademas, con la propiedad de que la transferencia de masa esta mejorada, el uso de la
extraccién con fluidos supercriticos proporciona tiempos de extraccion mas breves y una

eficiencia de extraccion mejorada por una mejor penetracion en la matriz (Wright y col.,

1987).

Schneider (1978) descubrid que el poder solvente de un fluido supercritico no podia ser

explicado exclusivamente desde el aumento de densidad. El poder solvente de estos

fluidos depende de dos efectos:
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- efecto de estado, que depende el estado fisico del fluido supercritico y su

principal variable es la densidad,

- efecto quimico, que define la interrelacién entre el fluido supercritico y el soluto.
Es diferente para cada soluto y depende de su polaridad, propiedades acido-basicas

y de la fomacion de puentes de hidrogeno.

En general, un incremento de la presién a temperatura constante produce un incremento
en la solubilidad del compuesto pero disminuye la selectividad (Zadow, 1988). El efecto
de la temperatura sobre la solubilidad es mas complejo, ya que ésta puede aumentar,
disminuir o permanecer invariable con el aumento de temperatura a presién constante,
Este comportamiento viene dado por un factor predominante, que puede ser la presién de
vapor del soluto o la densidad del solvente. A bajas presiones, la solubilidad disminuye
levemente con €l aumento de temperatura; a altas presiones, aumenta marcadamente. El
primer efecto se debe a la disminucion de la densidad, el segundo se debe a que hay un
importante aumento de la presiéon de vapor del soluto frente a la pequefia variacion de la
densidad del solvente en esta zona de altas presiones. Con una densidad determinada, la

solubilidad aumenta con la temperatura (Luque de Castro y col., 1994).

La estructura quimica del soluto también es un factor a tener en cuenta a la hora de
mejorar su selectividad, De modo esquematico se pueden citar los siguientes grupos

funcionales de los solutos y su efecto beneficioso o adverso sobre su solubilidad en CO,

supercritico:

aumentan la sofubilidad.
- insaturaciones,
- ramificaciones,
- esterificaciones,

- eterificaciones,
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disminuyen la solubilidad.
- el aumento del peso molecular,
- aromattcidad,
- hidroxilos,
- carboxilos,
- haldgenos,
- aminas,

- nitroderivados.
Se puede concluir que la eleccidon de un fluido supercritico depende de:
a.- la polaridad del soluto,
b.- poder solvente y selectividad requeridos,

¢.- estabilidad térmica del compuesto a extraer a la temperatura de operacion,

d.- limitaciones instrumentales, que se asocian a la presidn critica de algunos

fluidos,

e.- toxicidad del fluido supercritico.

Normalmente, el fluido supercritico es utilizado a una temperatura poco mayor a su
temperatura critica y a una presion significativamente mayor a su presion critica

(Brignole y col., 1987).

Se ha estudiado una gran variedad de fluidos supercriticos para la extraccion que cubre

un amplio rango de temperatura y presion criticas, pesos moleculares y polaridad (Hoyer,

10
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1985). El didxido de carbono es el mas usado por tener una presién critica moderada (7,2
MPa) y baja temperatura critica (31 °C), siendo de eleccion para la extraccién de
compuestos termolabiles. Sin embargo, el CO, también tiene sus limitaciones, sobre todo
para la extraccién de compuestos polares. La tabla 1.1.3 lista una serie de fluidos
supercriticos usuales con sus ventajas e inconvenientes. El agua no es usada por las

dificultades técnicas que supone trabajar a presiones por encima de su punto critico.

Actualmente, un tema de gran interés es la correlacién y prediccién de equilibrios de
fases a alta presion. Ya se han descrito un gran nimero de diagramas de fases para
mezclas binarias (fluido supercritico y compuesto sélido o liquido) (Schneider, 1978),
aunque la prediccién de los equilibrios no est4 todavia satisfactoriamente resuelta. Y, por
supuesto, mucho mas complejos son aquellos sistemas para mezclas ternarias. Aunque de
la misma forma que para los equilibrios liquido-liquido y liquido-sélido, para los sistemas
ternarios 0 mas complejos se comprueba que los fluidos supercriticos son disolventes

especificos que permiten realizar una extraccion selectiva o un fraccionamiento.

Sin embargo, en 1982, Chrastil desarrollé una ecuacion para predecir, en un sistema
binario, la solubilidad de un compuesto en un fluido supercritico. Esta correlacién
empirica es a la vez de simple, relativamente fiable. Chrastil compar6, asimismo, los
datos con los obtenidos experimentalmente en su laboratorio y con datos de la
bibliografia en una amplia variedad de compuestos y en un gran rango de presiones y

temperaturas, resultando haber acuerdo entre los resultados. La ecuacion es la que se

expone a continuacion:
C= pke(a,"T-o-b) (1' 1)

donde C = concentracion de un soluto en el fluido supercritico (g/L),
p = densidad del fluido (g/L.),

k = constante,

11
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Tabla 1.1.3. Ventajas y desventajas de los fluidos supercriticos mas cominmente utilizados.

Propiedades Inorganicos Organicos
CO, NH; H,0' N,O CFCs HC Alcoholes
Toxicidad A% D A% A" V D
Inflamabilidad \Y% D Vv Vv D D
Coste A% D A" Vv V D
Reactividad A\ D D D Vv A% D
Facilidad de alcanzar condiciones supercriticas Vv D D Vv AV Vv D
Agresividad medioambiental Vv Vv D
Gas en condiciones ambientales vV D Vv A% A D
Compatibilidad con detectores A\ D
Polaridad D \'% \'% \4 \

* En la practica no se usa como fluido supercritico.
CFCs = clorofluorocarbonos; HC = hidrocarburos.

V = ventaja; D = desventaja.
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a= AH/R, siendo AH el calor de reaccion total y R la constante de los gases,
b =In(M, + kMy) + g-kIn(M,), siendo M, y M, los pesos moleculares del soluto y

del gas y ¢ otra constante.

Otros autores han utilizado la ecuacién de estado de Peng-Robinson para predecir

equilibrios de fases de sistemas binarios con resultados satisfactorios (Sigmund y

Trebble, 1992).

1.2- APLICACION A LOS ALIMENTOS DEL DIOXIDO DE CARBONO
SUPERCRITICO

1.2.1- Aplicacion de la extraccién con CO, supercritico

A continuacién se detallan los procedimientos de extraccién supercritica aplicada en el
campo de los alimentos. Algunos investigadores realizan experiencias utilizando patrones
de compuestos o mezclas de éstos, sin embargo, Nilsson y Hudson (1993) resaltan que
los datos obtenidos de esta manera poseen un bajo valor predictivo para un posterior
estudio con mezclas complejas, siendo entonces muy necesario realizar las experiencias

con muestras reales desde un principio.

Extraccién complela
Requiere condiciones de presion y temperatura maximas. La temperatura maxima de
operacién generalmente dependerd de las propiedades fisicoquimicas del sustrato a

extraer, mientras la presion maxima de operacién vendrd limitada por el disefio del

equipo extractor.

13
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Fraccionamienio
Se lleva a cabo mediante una serie de pasos bajo diferentes condiciones de presion y

temperatura.

Desodorizacion
Las condiciones para la desodorizacion son menos fuertes que las utilizadas para la
extraccion completa o el fraccionamiento ya que el objetivo es la extraccion de aquellos

compuestos mas solubles.

Muchos ejemplos de este tipo de aplicacién estin incrementindose en el campo de los
productos naturales, especialmente en el de la industria alimentaria. Aqui, el CO; tiene
mas veniajas sobre otros solventes gaseosos o liquidos por las causas citadas

anteriormente.

El CO, supercritico es preferible al liquido ya que las sustancias a ser extraidas son
mucho mas solubles, la relacién de extraccién seria de 2,5 veces més alta dada la mayor
difusividad en las condiciones supercriticas, y hay un mayor rango de posibles

temperaturas para operar.

1.2.1.1- Grasas vegetales y animales

El area ms investigada a nivel de planta piloto y escala semipreparativa es la extraccion
de aceites de origen vegetal (Hubert y Vitzthum, 1978; Stahl y col., 1980; Bulley y col.,
1984: Christianson y col., 1984; List y col., 1984, Taniguchi y col., 1985; Dakovic y col.,

1989; Polak y col., 1989).

Friedrich y List (1982) y Zhao y col. (1987) pusieron de manifiesto que el aceite obtenido
con CO, supercritico a partir de la soja y del salvado de arroz tenia una serie de ventajas

en relacion al obtenido con un solvente organico como el hexano. Asi, observaron que el

14
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contenido en hierro y fosforo era mas bajo, fundamentalmente debido a la baja
solubilidad de los fosfolipidos en el CO, supercritico frente a los triglicéridos. Por otra
parte, el aceite era menos coloreado, lo que conlleva la no necesidad de refinamiento.
Esto también era debido a la baja solubilidad de los carotenos y otros pigmentos, Otros
estudios se encaminan a la purificacion de lipidos polares, como el de Weidner y col.
(1993), que consiguen optimizar las condiciones en un sistema continuo en
contracorriente para el desengrasado de soja, de esta forma obtienen un extracto oleoso
que no contiene lecitina, mientras que el residuo del aceite original estd compuesto
précticamente por éste fosfolipido. Compuestos antioxidantes, como los tocoferoles
también son objeto de estudio para la extraccién con fluidos supercriticos (Lee y col,
1991, a partir de aceites de semillas) y pigmentos, como los caroteniodes a partir de
zanahorias (Barth y col., 1995; Vega y col., 1995). Estos tiltimos realizaron extracciones
utilizando etanol como modificador para facilitar la extraccion de los carotenos, partiendo

de subproductos de industrias productoras de zumo de zanahoria.

En los ultimos afios, el desarrollo de nuevas tecnologias para intentar extraer el colesterol
de la grasa se justifica dado el papel que éste desempefia en la aparicion de trastornos
cardiovasculares. Estos estudios se han realizado principalmente en huevo (Froning y
col., 1990; Hung y Unger, 1995), estudiando también la afectacién de las proteinas
(Arntfield y col., 1992) y grasa lactea, pero también en otros alimentes, como en polio
(Froning y col., 1994). Otros estudios se han encaminado hacia la obtencion de grasa
modificada de origen lacteo o marino para conseguir exiractos y fracciones de diferente
composicién y caracteristicas fisicas (Kaufmann y col., 1982, Shishikura y col., 1986,
Yamaguchi y col., 1986; Hardardottir y Kinsella, 1988). Algunos de los trabajos estudian
la obtencién de grasa lactea modificada a partir grasa anhidra realizando diferentes tipos
de fraccionamiento, obteniendo resultados bastante similares, en los que las fracciones
obtenidas a bajas densidades estaban enriquecidas en triglicéridos de cadena corta y,
amenudo, media, mientras que las fracciones obtenidas a altas densidades eran ricas en
triglicéridos de cadena larga por estar agotado el resto de triglicéridos en el residuo. La

extraccion de colesterol alcanza su maximo rendimiento en las primeras fracciones (Arul

15
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y col., 1987 y 1988, Bradley, 1989; Kankare y col., 1989; Hammam y col., 1991; Chen y
col., 1992a).

La obtencién de extractos ricos en acidos grasos poliinsaturados esenciales es otros de los
objetivos de los investigadores, Muchos de los trabajos realizados en este campo estudian
la extraccion selectiva de acidos docosahexanoico y eicosapentanoico a partir de aceites

de pescado (Byeung, 1993; Jungro, 1993; Mishra y col., 1993; Temelli y col., 1995).

Otros nuevos estudios sobre la utilidad de la extracciéon con fluidos supercriticos se
encamina hacia el aprovechamientos de subproductos que sean ricos en compuestos de
interés, como lo es el escualeno en la industria de los cosméticos y los esteroles como
metabolitos relacionados en la biosintesis de hormonas esteroideas. Bondioli y col., 1992,
1993) estudiaron el destilado de la desodorizacién de aceite de oliva (subproducto con
una fracciéon mayor de material insaponificable que el aceite virgen) como posible fuente
de estos compuestos tras la realizacién de ensayos de extraccion con didxido de carbono

supercritico,

1.2.1.2- Procesado de citricos
Eliminacion de amargos

Kimball (1987) utilizé el diéxido de carbono supercritico para la extraccion de triterpenos
amargos, principalmente la limonina de zumo de naranja. Utilizé temperaturas de 30 a 60
°C y presiones de 21,4 a 42,8 MPa. Los resultados concluyeron que la temperatura no
tenia un efecto significativo en la extraccion de limonina, pero si era efectivo el aumento

de la presién. También se extraia limoneno en bajas cantidades, pero no habia cambios de

pH, acido ascorbico, contenido en pulpa, aminoacidos y porcentaje de acidos.
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Extraccién o concentracion de aceites esenciales de citricos

Los aceites esenciales de citricos son mezclas de mono y sequiterpenos, compuestos
oxigenados y un residuo no volatil (Temelli y col., 1988). Los aromas de limén fueron
extraidos por Kalra y col. en 1987, utilizaron presiones entre 9,31 y 10,69 MPa y
temperaturas de 50, 60 y 80 °C. Observaron que un aumento de temperatura hizo
aumentar la extraccion de limoneno y citral selectivamente segin las condiciones, asi, es

posible extraer selectivamente los componentes del limén y fraccionar los extractos.

Temelli en 1987 observé que, en general, los compuestos terpénicos eran mas solubles en
diéxido de carbono que los compuestos oxigenados. Esta conclusién es razonable, ya que
los terpenos son compuestos apolares, tienen bajo peso molecular y alta presién de vapor,
siendo mas solubles en diéxido de carbono supercritico; por tanto, la mayor parte del
extracto es limoneno. Las condiciones pueden ajustarse a 70 °C y 8,3 MPa para

minimizar los compuestos del aroma perdidos por la extraccion.

Favati y col. en 1988 extrajeron carotenos y luteina de concentrados de proteinas de hojas
por CO;, supercritico. Se piensa que estos métodos se pueden usar para la extraccion de
carotenoides de subproductos de naranjas.

1.2.2- Aplicaciones de la extraccion a nivel industrial

1.2.2.1- Descafeinizacion del café

Este proceso se esta utilizando de forma comercial en Alemania desde 1978, El proceso,
segim Zosel (1978), consiste en una extraccién a partir de café verde en remojo con CO,
a 16-22 MPa y 90 °C que se recicla continuamente. En una torre de agua se produce la
despresurizacién, donde se acumula la cafeina en una operacién que dura 10 h. La
cafeina se recupera por destilacion. El contenido de cafeina de los granos desciende

desde un 0,7-3% hasta un 0,02%. La cafeina se extrae selectivamente, no se extraen
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sustancias que contribuyen al aroma del café. También se puede conseguir la

recuperacion del soluto por adsorcién sobre carbon activo.

1.2.2.2- Extraccidon del lopulo

El lipulo es el ingrediente responsable de las caracteristicas aromaticas y el sabor amargo
de 1a cerveza. Sus constituyentes principales son las humulonas y lupulonas. Ambos son
acidos grasos insaturados con alrededor de 25 4tomos de carbono y grupos carbonilo ¢
hidroxilo, se extraen bien con CO, supercritico. Para la extraccion las bolitas de Tapulo
comercial no se someten a ningfin tipo de preparacion a parte de la pulverizacién. En
1983 se finalizd la construccién de una planta de extraccién supercritica con una

capacidad de 5000 toneladas en Alemania.

1.2.2.3- Extraccidn de esgecias

El uso de CO, supercritico se prefiere al de diclorometano, usado tradicionalmente,
Actualimente se llevan a cabo extracciones de pimienta negra, chillies y nuez moscada

para conseguir extractos que posean el aroma y las caracteristicas ardientes de las

especias (Hubert y Vitzthum, 1978),

La piperina es el constituyente principal de la pimienta negra (98%) y responsable del
ardor de ésta. Las extracciones de pimienta negra, seguidas de la transferencia de la fase
supercritica a una celda de separacion en condiciones de presién y temperatura por

debajo del punto critico producian un extracto que contenia casi el 98% de la piperina.
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1.2.3. Aplicaciones no convencionales del didxido de carbono supercritico al

procesado de citricos

Una solucion de dioxido de carbono en agua causa la reduccion del pH, afectando los
enzimas y microorganismos. Entre los enzimas investigados pueden nombrase la o-
amilasa, glucosa oxidasa, lipasa, catalasa (Taniguchi y col., 1987), polifenoloxidasa y
pectienesterasa (Zemel, 1989; Arreola, 1990). La turbidez es un importante atributo de
calidad del zumo de naranja y otros citricos y se estabiliza al protegerla de la accion de la

pectinesterasa.

El tratamiento con dioxido de carbono supercritico se basa en la hipdtesis de que éste
junto con el agua del zumo dan lugar a écido carbonico, bajando el pH temporalmente e
inactivando el enzima. Cuando la presion vuelve a ser la atmosférica, el didxido de
carbono se separa del zumo, restaurdndose el pH original (Balabon y Arreola, 1991). De

esta forma podrian evitarse temperaturas tan altas como en el tratamiento térmico

convencional.

La calidad de un zumo también depende de los cambios de flavor causados por
microorganismos que pueden desarrollarse a pH bajos (Mertens y Knorr, 1992). Sin
embargo, al conseguir pH menores debido a la formacion de acido carbénico puede
limitarse de desarrollo de estas bacterias y hongos, pudiendo ser beneficioso su uso.
Kamihira y col. en 1987 encontraron un efecto esterilizante del dioxido de carbono
supercritico en Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus 'y
Aspergillus niger a 20,3 MPay 35 °C cuando el contenido de agna fue de 70 al 90%. Los
Microorganismos €n $eco no eran esterilizados cuando se trataban en las mismas
condiciones. Molin (1983) estudi6 el efecto inhibitorio de CO, al 100% de varios

microorganismos incluyendo el género Lactobacillus y enconiré que se enlentecia la

velocidad de crecimiento.
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La calidad de un zumo también depende de otros atributos como el pH, estabilidad al
almacenamiento, solidos solubles totales (°Brix), acidez total, color, contenido de acido
ascorbico, flavor, aroma y apariencia. Estos atributos de calidad de un zumo pueden verse

afectados por el tratamiento por didxido de carbono supercritico.

s r. %

1.2.4- Otras aplicaciones del dioxido de carbono supercritico

Por Giltimo, algunas aplicaciones van encaminadas a la inactivacion de polifenoloxidasa
en crusticeos (langosta y gamba) y patata, para evitar el cambio hacia colores

desagradables durante la conservacién (Chen y col., 1992b; 1993).

El desengrasado de alimentos para la obtencion de derivados ricos en proteinas es otra de
las aplicaciones de la extraccién con CO, supercritico. Maheshwari y col. (1995)
estudiaron varios métodos para la eliminacién de compuestos que provocan olores
desagradables en concentrados de proteinas de soja, siendo el supercritico el que
proporciona mejores resultados, Wu y col. (1990, 1994) lo realizan en proteinas y fibra
alimentaria de maiz, y Temelli y col. (1995) utilizan el diéxido de carbono supercritico
para desengrasar las proteinas de musculo de caballa. El desengrasado también se ha
aplicado a alimentos transformados como patatas fritas, salchichas, manteca de cacahute,

queso, galletas y hamburgesas (Sutter y col., 1994; Hopper y col., 1995; Webster, 1995).
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IBJETIVOS

in el area de la Tecnologia de los Alimentos, las novedosas técnicas de extraccion que se
iasan en el empleo de didxido de carbono supercritico poseen claras ventajas sobre
quellas consideradas como convencionales, tanto por su inocuidad debida a las
iropiedades del fluido como por las amplias posibilidades de realizacion de extracciones
electivas de unos compuestos respecto a otros en matrices complejas. Con el fin de
;ontribuir al avance sobre la aplicacién de esta técnica junto con el desarrollo de nuevos
sroductos de mayor calidad y el aprovechamiento de subproductos, se plantearon los

iignientes objetivos:

- disminucién del contenido en colesterol de la grasa de la nata mediante la

extraccion con CO, en condiciones supercriticas,

- fraccionamiento de la grasa lactea de la nata, mediante la extraccion con CO;
supercritico, para la obtencion de extractos lipidicos de diferente composicion

triglicérica que pueden ser utilizados en la elaboracién de distintos alimentos,

- aprovechamiento de los destilados de la desodorizacion de aceites de oliva y
girasol, subproductos del refinado de éstos, para la obtencion, de modo selectivo

mediante la extraccion con CO, supercritico, de escualeno, producto de gran uso

a nivel industrial,

- mejora de la calidad de fos zumos de naranja comerciales por inactivacion de la

pectinesterasa mediante el tratamiento con CO; supercritico.
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PLAN DE TRABAJO
El desarrollo del trabajo ha incluido las siguientes etapas:

- estimacion de la composicion en triglicéridos de la grasa de leche de oveja, cabra
y vaca mediante cromatografia liquida de alta eficacia en combinacién con la

aplicacién de modelos matematicos y cromatografia de gases,

- aplicacion de la extraccion con CO, en condiciones supercriticas a la extraccion

de colesterol y modificacién de la grasa presente en la nata,

- estimacion de las distintas familias de compuestos lip{dicos por espectroscopia de

resonancia magnética nuclear del 1*C.

- desarrollo y optimizaciéon de métodos andliticos, cromatografia liquida de alta
eficacia, para la determinacién de los esteroles y escualeno, y su aplicacion al

analisis de los destilados de la desodorizacion de aceites de oliva y girasol,

- aplicacion de la extraccion con CO, en condiciones supercriticas a la extraccion

de escualeno de los destilados de la desodorizacion de aceites de oliva y girasol,

- tratamiento con CO, en condiciones supercriticas del zumo de naranja para la

inactivacion de la pectinesterasa y estudio de la modificacion de la turbidez y el

color,
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Capitulo 2. Aplicacion a la extraccidn de grasa ldctea de nata.

2.1- INTRODUCCION
2.1.1- Lipidos

No existe una definicién satisfactoria universalmente aceptada sobre la palabra “lipido”.
En general se describen los lipidos como aquellos compuestos que son solubles en
disolventes organicos como cloroformo, éteres y alcoholes, lo que incluye a los
esteroides, carotenoides, terpenos y é4cidos biliares junto a los 4cidos grasos y los
acilgliceroles. Ultimamente se considera que este criterio de clasificacién es bastante
vago y sirve mejor para distinguir entre tipicos lipidos y los tipicos glicidos y proteinas,

dejando bastantes casos de clasificacién dudosa.

Hay autores que definen los lipidos como los 4cidos grasos y sus derivados o sustancias
relacionadas biosintética o funcionalmente (Christie, 1989, Gunstone y Hersl6f, 1992).
Esta definicién incluye la mayoria de los compuestos conocidos tradicionalmente como
lipidos, se incluyen los ésteres de esteroles, pero no los esteroles libres. Si tenemos en

cuenta esta segunda definicién podemos dividir los lipidos en dos grupos:

lipidos simples aquellos que tras la saponificacién dan como productos dos compuestos
por mol como mucho (4cidos grasos, glicerol, etc), como son los triglicéridos o los

ésteres de colesterol,

lipidos complejos si producen tres o mas compuestos por mol inicial tras la
saponificacién, como los fosfolipidos y glicolipidos. Fosfolipidos y glicolipidos pueden

dividirse también en glicero- y esfingolipidos.

2.1.1.1- Acidos grasos

Los 4cidos grasos son lipidos presentes en plantas, animales y microorganismos que

contienen cadenas de atomos de carbono unidas a un grupo carboxilico en un extremo.
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Pueden contener dobles enlaces (cis o trans), ramificaciones, otros grupos funcionales y
generalmente son de cadena par. Segin el nimero de insaturaciones se clasifican en

saturados, mono y poliinsaturados.

2.1.1.1.1- Acidos grasos saturados

Existen en la naturaleza 4cidos grasos saturados de 2 a 36 atomos de carbono, siendo los

mas abundantes los de 14, 16 y 18 carbonos. Los 4cidos de cadena lineal siguen la

férmula:
CH;(CH,),COOH

Los 4cidos grasos saturados de 12 o mis atomos de carbono son s6lidos a temperatura

ambiente, con menos 4tomos se presentan en estado liquido.

2.1.1,1.2- Acidos grasos monoinsaturados

Estos acidos grasos contienen un dnico doble enlace en su estructura. Este doble enlace
puede estar en diferentes posiciones en la cadena carbonada y presentar las

configuraciones cis o /rans. La formula general se corresponde con la siguiente:
CH3(CH2);;CH=CH(CH2):JCOOH

Los acidos cis-monoenoicos con 18 carbonos o menos tienen puntos de fusién por debajo

de l1a temperatura ambiente, los isdmeros frans poseen puntos de fusién algo superiores.

La presencia de insaturaciones provoca una mayor susceptibilidad a Ia oxidacion que los

acidos saturados.
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Capitulo 2. Aplicacidn a la exiracclon de grasa ldctea de nata.

2.1.1.1.3- Acidos grasos poliinsaturados

Estos Acidos grasos poseen mas de un doble enlace en la cadena carbonada. Pueden
subdividirse en varias familias de acuerdo a su procedencia desde un precursor especifico
de su biosintesis. Cada una de estas familias contiene desde 2 hasta un maximo de 6
dobles enlaces separados por grupos metilénicos y una misma estructura terminal. Estas
familias son principalmente las de los acidos (n-9), (n-6) y (n-3), segiin la posicion de la
ultima insaturacion respecto al final de la cadena. De especial importancia son los acidos
de la familia (n-3), como el 4cido o-finolénico, por ser esenciales en la dieta animal y
humana. Por otra parte, se ha comprobado que los 4cidos de la familia (n-3) reducen el

desarrollo de tumoraciones como el cancer de mama (Coll Hellin, 1988).

/\_/\/\/\/\/\/\H/OH

0o

acido o-linolénico

En general, los acidos grasos poliinsaturados son de bajo punto de fusién y son de mas

facil deterioro por oxidacion o autooxidacion.

2.1.1.1.4- Acidos grasos ramificados

Los cidos grasos ramificados se encuentran ampliamente distrubuidos en la naturaleza,

pero como componentes minoritarios excepto en bacterias. Generalmente la ramificacion
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consiste en un solo grupo metilo en el pendltimo (iso) o antepeniltimo (anteiso) atomo de

carbono.

W/\WTOH

acido iso-pentadecanoico

OH
acido anteiso-margarico

2.1.1.1.5- Acidos grasos con otros grupos funcionales
De entre los hidroxidcidos es particularmente importante el acido araquidénico y el grupo

de los eicosanoides por ser intermedios en la sintesis de prostanoides. También existen

acidos grasos con grupos furanoides, ciclopropanos, ciclopentanos y ciclohexanos.

2.1.1.2-Tipidos simples

2.1.1.2.1- Trigilcéridos y compuestos relacionados

Los triglicéridos (o triacilgliceroles) son compuestos formados a partir de una molécula

de glicerol en la que cada grupo hidroxilo esta esterificado por un 4cido graso. En la
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naturaleza son biosintetizados por sistemas enziméticos, lo que determina que esté

presente uno de los isdmeros.

@-1)CH,00CR

oy

R'COO @""_2?""‘ H

« -3 CH200CR"

triacil-sn-glicerol

La mayoria de grasas y aceites de animales y plantas consisten casi exclusivamente en
triglicéridos. En aceites vegetales suele haber triglicéridos compuestos por 4cidos grasos
insaturados, en grasas animales como el tejido adiposo predominan 4cidos de cadena
larga (16 y 18 carbonos) y en la grasa lactea dcidos de cadena corta. Las grasas de
pescado y de mamiferos marinos contienen en su fraccion triglicérica altas proporciones

de 4cidos grasos poliinsaturados de 20 y 22 atomos de carbono.

Los mono vy diglicéridos contienen uno y dos moles de 4cidos grasos por mol de glicerol
respectivamente, y frente a los triglicéridos son minoritarios en la naturaleza. Aparecen

como intermedios en la biosintesis de triglicéridos y otros lipidos, y también en la

hidrélisis de éstos.
2.1.1.2.2- Esteres de esteroles

Los esteroles pueden esterificarse con los acidos grasos dando lugar a los ésteres de

esteroles. En las plantas se encuentran ésteres de [-sitosterol, ergosterol, estigmasterol,

etc., y en animales predominan los ésteres de colesterol.
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2.1.1.2.3- Otros lipidos simples

Entre otros lipidos simples de menos interés en nuestro estudio podemos citar los

alquildiacilgliceroles y plasmalégenos neutros, y los ésteres de ceras.

Los alquildiacilgliceroles estan formados por sustitucién de un acido graso de un
triglicérido por una cadena alquilica mediante un enlace éter, Los plasmalégenos neutros
contienen un enlace viniléter con la configuracién cis y se han detectado en algunos

tejidos de origen animal en bajas cantidades.

CH,0CH=—CHR'
R"cooélﬂ
CH,0H

plasmalégeno neutro

Entre los ésteres de ceras mas comunes se encuentran aquellos formados por la
esterificacion de un 4cido graso con alcoholes grasos de longitudes similares. Se
encuentran fanto en vegetales como en animales y microorganismos, y con diferentes

funciones.

2.1.1.3- Lipidos complejos
2.1.1.3.1- Glicerofosfolipidos

Son compuestos con la estructura de 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosfato o 4cido fosfatidico,

en los que al grupo fosfato se une un grupo polar. Se agrupan en familias dependiendo de

la base a la que esta unido el resto de acido fosférico. La fosfatidilcolina, comunmente
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llamada lecitina, es el lipido mas abundante en las membranas de tejidos animales,

también aparece en membranas de vegetales y, en algunos casos, de microorganismos.

;
CH,00cR >
R'COOCH ? /CH3
CH,—0—P—0—CH,—CH ,—N—CHj
. \
0 CH,

[ “ W ra
L]

diglicérido 4. fosférico

fosfatidilcolina

Entre otros glicerofosfolipidos pueden citarse el fosfatidilglicerol, encontrado en
cloroplastos, difosfatidilglicerol (o cardiolipina), en las mitocondrias del tejido muscular,
fosfatidiletanolamina (o cefalina), fosfatidilserina y fosfatidilinositol. Cada clase de las
nombradas anteriormente tiene una composicion distintiva en 4cidos grasos segin el

tejido al que pertenezcan, aunque generalmente los 4cidos saturados se encuentran en

posicién sn-1y los insaturados en sn-2.

2.1.1.3.2- Gliceroglicolipidos

Los tejidos vegetales son especialmente ricos en lipidos en los que los 1,2-diacil-s»-
gliceroles estan unidos a un gltcido en la posicion sn-3 mediante enlace glicosidico. Los
principales son el mono y digalactosildiacilglicerol, el primero de ellos también se

encuentra en pequefias cantidades en el tejido nervioso de algunas especies animales y

ambos son importantes en la composicion de los cloroplastos.
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?H;OCOR' H,08
R"COOTZH o0 H
CH,0 O H
OH
OH

digalactosildiacilglicerol

2.1.1.3.3- Esfingolipidos

La caracteristica fundamental de estos lipidos es que estdn formados por una base de
cadena larga (12 a 22 carbonos) hidroxilada, con un doble enlace trans en la posicién 4 y
unida a un 4cido graso, siendo la esfingosina la base mas abundante. Se encuentran en

animales, plantas y microorganismos,

Las ceramidas contienen un acido graso unido al grupo amino de la base mediante un
enlace amida y se encuentran en los tejidos como intermedios en la sintesis de
esfingolipidos complejos o de su degradacién. La esfingomielina es una ceramida que
incorpora fosforilcolina en su molécula y es uno de los lipidos mas importantes del tejido
nervioso de los animales. Los cerebrésidos son glicoesfingolipidos ya que incorporan a la
estructura de la ceramida glucosa o galactosa y se encuentran principalmente entre los
lipidos del cerebro. Los gangliésidos son oligoglicosilceramidas muy complejas,
conteniendo 4acido sialico, glucosa, galactosa y galactosamina y aparecen principalmente

en células ganglionares del sistema nervioso central.
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esfingosina

’ ¥ o »galactosa
OH 8

4. graso

galactosilceramida

2.1.1.4- Composicion de la fraccion insaponificable

En este grupo se incluye una serie de compuestos que no se consideran lipidos, pero que
se caracterizan por ser hidrocarburos o derivados oxigenados de éstos, son liposolubles y

presentan afinidades marcadas con los lipidos.

De una parte, aparecen hidrocarburos saturados aciclicos en pequefia proporcion en la
fraccién insaponificable; sin embargo, la mayor parte de los compuestos pertenecen, por
su forma de originarse, a una serie de productos naturales que alcanza una extraordinaria
diversificacién estructural y en la cual se encuentran representantes de destacada
significacion bioldgica. Es el grupo de los isoprenoides o poliprenos, que se pueden

considerar resultantes de la polimerizacion de un hidrocarburo basico de 5 atomos de

carbono, el isopreno.

SN

Isopreno
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La agregacidn de grupos isoprénicos origina sustancias que reciben nombres relacionados

con la denominacién terpenos.

2.1.1.4.1- Monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos

Son sustancias que abundan especialmente en vegetales, sobre todo en esencias, ya que
suelen ser de elevada volatilidad, y en resinas y balsamos. El fitol es un diterpeno que
forma parte de la estructura de la clorofila, es constituyente de las vitaminas liposolubles

E (tocoferoles) y K, y esta muy relacionado en su estructura con la de la vitamina A.

HO

o-tocoferol

2.1.1.4.2- Triterpenos

Estan constituidos por 6 unidades isoprenoides y se encuentran en aceites de pescado y

vegetales, resinas y saponinas,

Un triterpeno no ciclico muy importante es el escualeno, que se aisla fundamentalmente
del insaponificable de aceites de higado de peces 6seos o cartilaginosos. Su importancia

reside en su papel de producto intermedio en la sintesis de los restantes friterpenos

ciclicos y de los esteroides.
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escualeno

2.1.1.4.3- Carotenoides

Los carotenoides son compuestos profusamente repartidos entre los vegetales, también se
encuentran en animales y microorganismos. Los carotenos (¢, B y y) poseen uno o dos
ciclos en los extremos de la molécula y su escision por el doble enlace central da lugar a

la formacidn de vitamina A.

B-caroteno
Existen muchos derivados oxigenados de los carotenoides, como la xantofila y el

licoxanteno, también se han descrito derivados cetonicos, 4cidos, aldehidos y epoxidos.

2.1.1.4.4- Esteroides

El grupo de los esteroides comprende las sustancias naturales derivadas estructuralmente

del ciclopentanoperhidrofenantreno. Estas sustancias engloban a compuestos como los
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esteroles, acidos biliares, estrogenos, andrégenos, gestigenos, corticoides, vitaminas del

grupo D, etc.

Los esteroles poseen una cadena lateral en el carbono 17 y un hidroxilo en 3, y muy
frecuentemente se encuentran esterificados con dacidos grasos. Son compuestos
minoritarios pero se encuentran en casi todos los organismos. El colesterol se encuentra

en casi todas las grasas de origen animal.

HO

colesterol

Los esteroles presentes en organismos vegetales reciben el nombre genérico de

fitosteroles, como lo son el estigmasterol, campesterol, B-sitosterol, ete.

2.1.2- Composicion de la leche

La leche es un sistema coloidal constituido por una solucién acuosa de lactosa, sales y
otros muchos elementos en estado de disolucién, en donde se encuentran las proteinas en
estado de suspension y la materia grasa en estado de emulsion, En la tabla siguiente se
muestran los valores aproximados en que se encuentran los componentes de la leche de
vaca (Riel, 1991); la composicién exacta de una muestra de leche varia en funcion de

multiples factores y nicamente se puede conocer mediante su analisis,
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Componentes

mayoritarios:
Agua 86,9%
Materias grasas 3,9%
Proteinas y sustancias nitrogenadas no proteicas 3,2%
Glucidos 5,1%
Sales 0,9%

Componentes

minoritarios:
Enzimas
Vitaminas

Pigmentos (carotenos, xantofilas, riboflavina)

Células diversas (células epiteliales, leucocitos,
bacterias, levaduras, mohos)

Otros elementos (didxido de carbono, oxigeno,
nitrégeno y otros gases)

Sustancias extraiias

2.1.2.1- Composicién de la grasa lactea

La composicion de la grasa lactea es muy compleja y muy variable. Las variaciones en su
composicién se deben fundamentalmente a la especie de animal que se trate, raza,
individuo, alimentacién, estacién del afio, edad y periodo de lactacion.

La materia grasa se encuentra en la leche formando glébulos esféricos suspendidos en la

fase acuosa del suero. El didmetro de éstos varia entre 2 y 10 pm. Un globulo graso es

una masa de triglicéridos envuelta en una membrana lipoproteica, membrana que posee
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un espesor de cerca de 0,005 um en el caso de un gldbulo graso de 5 um (Veisseyre,
1980). Segln Veisseyre (1980) y Riel (1991) los triglicéridos mas insaturados y los que
tienen un peso molecular mas bajo, estan situados en el centro del globulo,
probablemente porque son liquidos y asi quedan retenidos por los glicéridos sélidos que
se localizan en la periferia. Los fosfolipidos, al ser anfifilos, estabilizan los glébulos y
estan en cantidad suficiente como para formar una capa mono-molecular en la superficie
de todos los globulos grasos. La parte polar se orienta hacia la fase acuosa y el segmento
apolar hacia la fase lipidica. Las globulinas que también existen en las membranas y la
carga total del globulo graso, que es negativa, contribuyen a mantener la estabilidad del
glébulo en emulsién. Ademas, la membrana contiene pequefias cantidades de mono y
diglicéridos, carotenoides, colesterol, metales (hierro, cobre, magnesio y zinc), agua
ligada y enzimas (fosfatasa alcalina y xantino oxidasa) La figura 2.1.2.1 representa, de

forma esquemética, la composicion del glébulo graso.
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Figura 2.1.2.1. Estructura de un glébulo graso
1: triglicéridos insaturados y de bajo peso molecular; 2: triglicéridos sélidos; 3:

fosfolipidos; 4; lipoproteinas, enzimas, aglutininas; 5: cargas electricas.
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Segin Gunstone y col, (1986), la composicién del globulo graso de la leche de vaca es la

siguiente:

Componente Lipidico  Lipidos de Membrana  Total en el Glébulo Graso

(%) )
Carotenoides 0,45 tr
Escualeno 0,61 tr
Esteres de Colesterol 0,79 tr
Triglicéridos 53,4 97.98
Acidos Grasos Libres 6,3 0,10-0,44
Colesterol 5,2 0,22-0,41
Diglicéridos 8,1 0,28-0,59
Monoglicéridos 4,7 0,016-0,038
Fosfolipidos 204 0,2-1,0

La composicién en 4cidos grasos de la grasa lictea (tanto los que constituyen los
triglicéridos, que son la mayoria, como los que se encuentran libres) es mas compleja que

la de los aceites vegetales. Este complejidad se debe a varios factores (Walstra y Jennes,

1984), que incluyen:

a) acidos grasos procedentes de la grasa de la dieta y que llegan a la glandula

mamaria a través de la sangre y la linfa. En su mayoria son de 16 o mas atomos de

carbono,

b) 4cidos grasos sintetizados en la glandula mamaria. Son acidos de cadena corta y
media, mirisitco y parte de palmitico. Adems, las células mamarias de rumiantes poseen

una alta actividad desaturasa que insatura los acidos estearico y palmitico.
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¢) microorganismos en el rumen, que hidrogenan total o parcialmente acidos
grasos de 18 carbonos de los alimentos consumidos, por lo que introducen isémeros
posicionales y geométricos de 4cidos grasos monoinsaturados y también acidos grasos

ramificados en el total de la composicidn de 4cidos grasos.

Segiin Gunstone y col. (1986) la grasa lactea es la mezcla grasa de origen natural mas
compleja debido a su composicién en 4cidos grasos y, por tanto, en triglicéridos. Se han
caracterizado alrededor de 500 4cidos grasos, siendo unos 15 mayoritarios y existen

numerosos isdmeros mono y poliinsaturados y ramificados.

Los estudios de Breckenbridge y col. (1969), Marai y col. (1969) y Parodi (1982), scbre
la distribucion posicional en los triglicéridos de los acidos grasos mayoritarios indican
que los 4cidos butirico y caproico se encuentran siempre en la posicion sn-3 del
triglicérido. Los 4cidos caprilico y cprico y los insaturados de 18 atomos de carbono se
unen preferentemente en la misma posicion que los anteriores, pero no exclusivamente.
Otros 4cidos grasos también tienen posiciones preferentes para la esterificacion, como los
acidos l4urico y mirfstico en la posicion sn-2 y palmitico y estedrico en la posicion sk-1.
Coincidiendo con los datos aportados con Anifantakis (1986), este tipo de distribucidn es

comiin a casi todas las leches de mamiferos, incluyendo las de oveja y cabra.

La grasa lactea también contiene lecitinas, cefalinas, esfingomielinas y trazas de
cerebrésidos. El contenido total de estos compuestos en la leche es de alrededor de un
0,03%, es decir, aproximadamente un 1% de los lipidos totales en leche. La contribucién
de las lecitinas es del 60%, la de las cefalinas del 30% y la de las esfingomielinas del

10%. El contenido de la leche en cerebrosidos no supera el 0,002% (Riel, 1991).

Los componentes insaponificables suponen un 0,4% de la masa de materia grasa.
Cuantitativamente, los esteroles son los compuestos mas importtantes, principalmente el

colesterol y sus precursores, €l ergosterol y el 7-dehidrocolesterol. La exposicion de estos
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altimos a los rayos ultravioleta los transforma en vitaminas del grupo D. También se

encuentra en la leche lanosterol y escualeno.

Ademés del colesterol de la fraccién lipidica, también hay colesterol en la fase acuosa de
la leche en forma de proteino-colesterol y formando complejos en la membrana de los
globulos grasos. Tiene papel emulsionante y se le atribuyen propiedades antilipoliticas de

la leche.

Los tocoferoles son sinénimos de vitamina E, siendo el mayoritario de la leche el o-
tocoferol, Desde el punto de vista tecnolégico, son antioxidantes naturales especialmente

itiles para prevenir la oxidacion de los fosfolipidos.

2.1.3- Composicion de las leches de vaca, oveja y cabra

La produccién de leche de oveja y cabra es de gran importancia en algunos paises donde
las condiciones climéticas no son favorables para el mantenimiento del ganado vacuno.
La produccién mundial de leche de estas especies se sitia en tercer y cuarto lugar tras la
leche de vaca y la de bufala. Sin embargo, en algunos paises del area mediterranea la
produccién de leche de estas especies ha revalorizado su importancia econdmica como
resultado de una mayor aceptacién a nivel mundial de los productos derivados de éstas.
Este creciente interés ha sido evidente si tenemos en cuenta que los estudios reahizados
sobre leche de oveja y cabra se han duplicado en la dltima década. Ailn asi, los datos
disponibles sobre la composicion de estas leches son pocos si los comparamos con los
que se poseen de leche de vaca, de mayor interés comercial y considerando también la

limitacién geogréfica de la produccién de leche de oveja y cabra y su contexto tradicional

al que se han asociado.

41



Capitulo 2. Aplicacion a la extraccion de grasa ldctea de nata.

A pesar de la baja produccién de leche de oveja y cabra a nivel mundial, son de gran
importancia en las regiones del Mediterrneo (Le Jaouen y Toussaint, 1993), Oriente
Préximo, India y Europa del Este. La produccién de leche de estas especies estd
encaminada fundamentalmente a la elaboracién de quesos, pero en algunos paises se
utiliza también para producir yogures, mantequilla y leche fermentada, y la leche de cabra
también se consume directamente como tal, Otros productos que van aquiriendo cada vez
mas importancia son aquellos encaminados a sustituir la leche de vaca por leche de cabra
en los casos de aparicion de alergias a sus proteinas o de malnutricién (Desjeux, 1993;

Hachelaf y col, 1993; Razafindrakoto y col, 1993).

Este aumento del estudio de la leche de oveja y cabra ha dado como fruto trabajos que
refinen los Giltimos datos aportados, como los de Ramos y Juarez (1981, 1982, 1986a y b,
y 1993), Jurez y Ramos (1984, 1986), Anifantakis (1986), Boyazoglu (1989), Yener
(1989) y Mann (1994). En ellos se compara la composicién de la leche de estas especies

con la de vaca y la aplicacién para la obtencion de productos derivados.

Tal como sefiala Haenlein (1995), la composicion de la leche de oveja y cabra varia
dentro de un rango muy amplio debido a las diferencias genéticas entre especies, entre
razas de una misma especie e incluso entre individuos de una misma raza, ademas de
otros factores ya citados anteriormente, como ocurre €n el caso de la leche de vaca.
Remeuf (1993) descubrié que variantes genéticas de cabra conducian también a diferente
cantidad de grasa en la leche. Sin embargo, se coincide en indicar el mayor valor nutritivo
de la leche de oveja por tener mayor cantidad de grasa, proteinas, minerales y sdlidos
totales que la leche de vaca y cabra, siendo el mismo el contenido de lactosa. La leche de
cabra tiene, por lo general, una composicion mas semejante a la de vaca. Segun la

bibliografia consultada por Juarez y Ramos (1984), la composicion de la leche de oveja y

cabra es la siguiente:
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Oveja Cabra
Sélidos totales  15,8-23,4  11,33-18,68
Lipidos 4,54-12,60  2,84-7,78
Proteinas 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

Segin los estudios de Anifantakis (1986) y Ramos y Juérez (1993), al comparar las
leches de vaca, oveja y cabra, se vio que destaca un mayor contenido de los acidos
caproico, caprilico, caprico y laurico en las de cabra y oveja (20-25% frente a 10-12% de

la leche de vaca) y de palmitico, estearico y oleico en la de vaca.

2.1.4. La grasa lictea y los trastornos cardiovasculares

2.1.4.1- Valor nutrutivo de la leche

La leche es un alimento nutricionalmente muy completo, sobre todo en la edad de
crecimiento, ya que aporta proteinas de alto valor biolégico y calcio, y también es rico en

vitaminas A y B. Se puede decir que es un alimento de muy alto valor nutricional y de un

bajo coste econémico (Juansolo, 1992).

Sin embargo, tras el estudio de Véazquez-Martinez (1992), respecto a la evolucién del
consumo de leche y derivados en Espaiia hay que decir que experimenté un espectacular
aumento entre 1964 y 1980, descendiendo a partir de entonces. En 1987 el consumo de
leche en Espafia fue de 125,5 kg/afio/persona y continud descendiendo hasta 109,3
kg/afio/persona en 1990. Una de las causas de este descenso en el consumo es que se

considera que la leche entera y sus derivados son alimentos con alto contenido en grasas
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saturadas y colesterol, tipo de grasas que se recomiendan limitar en su consumo por su

relacion con la aparicién de trastornos cardiovasculares (Cos Blanco, 1992).

2.1.4.2- La grasa lactea y los trastornos cardiovasculares

La leche de vaca es popularmente conocida como un alimento con una importante
cantidad de colesterol, si bien, no se tiene en cuenta que normalmente la leche de mujer
tiene una cantidad mayor (Paul y Southgate, 1978) y que esto ltimo se puede relacionar

con que el organismo del lactante pueda metabolizar €l colesterol de modo mas efectivo

(Mott, 1986).

Ademas de lo dicho anteriormente acerca del colesterol, la grasa lictea se considera
también una grasa saturada, lo que incurre en un uso abusivo de este término. El
porcentaje en que se encuentran los 4cidos grasos saturados en la grasa de vaca estd
alrededor de un 60% del total, lo que significa que més de un tercio de los 4cidos grasos
son insaturados. Se puede afiadir que es muy importante conocer la diversidad de acidos
grasos saturados que presenta la grasa lactea, encontrandose longitudes de cadena desde 2
a 20 carbonos. Los acidos grasos de cadena corta y media (2 a 12 4tomos de carbono) se
digieren més rapidamente que los de cadena larga y se absorben por un mecanismo
diferente, pasando directamente a la sangre, evitandose el paso por el higado y siendo

ademas fuente de energia de éste (Sickinger, 1975). Por tanto, no contribuyen al aumento

de la concentracion de lipidos en la sangre.

Los efectos adversos de los 4cidos grasos saturados se deben fundamentalmente a que
favorecen la elevacion de la concentracién de colesterol en la sangre. En esta
consideracion también se suele descuidar el hecho de que solamente dos de estos acidos
grasos producen este efecto de forma significativa (miristico y palmitico). Recientes

estudios han demostrado que el 4cido estedrico no produce estos efectos (Bonanome y
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Grundy, 1988). En resumen se puede concluir que solamente el 34% de los acidos grasos

de la grasa lactea tienen actividad hipercolesterolemiante.

Los 4cidos grasos monoinsaturados se encuentran aproximadamente en un 32% del total,
siendo el 4cido oleico el mayoritario. En un principio se pensé que estos acidos no
elevaban los niveles sanguineos de colesterol, pero que tampoco contribufan a hacerlos
disminuir. Recientes estudios han reevaluado el efecto sobre el colesterol en sangre de
ellos (Mattson y Grundy, 1985; Grundy, 1986, Mensink y Katan, 1987; Baggio y col,
1988; Grundy y col., 1988). Estos estudios han podido concluir que las dietas ricas en
4cidos grasos monoinsaturados inducen menores niveles plasmaticos de colesterol y LDL
que dietas altamente saturadas,y no producen variaciones en la trigliceridemia y en los
niveles de las HDL. En comparacién con dietas pobres en grasas y ricas en glucidos se
observé que producian menores valores de colesterolemia y mayores de HDL. En
conclusién, los beneficios que aportan dietas que contienen A4cidos grasos
monoinsaturados parecen ser: en primer lugar disminuyen los niveles plasmaticos de
colesterol y LDL, incluso cuando la dieta es altamente energética, No disminuyen los
niveles de HDL, lo que puede ser ventajoso, ni elevan los de triglicéridos totales, lo que

si ocurre con dietas ricas en glicidos. Finalmente, se oxidan con mas dificultad que los

acidos grasos poliinsaturados (Gurr, 1989).

En lo referido a los acidos grasos poliinsaturados, hay que decir que la grasa lactea es
algo pobre debido a la hidrogenacion que sufren en el ramen por los micrrorganismos. No
se puede decir que la leche sea una de las fuentes mas importantes de acidos grasos

esenciales. Sin embargo, no se puede por ello negar que la leche en si es uno de los

alimentos mas importantes de la dieta.

Se dice normalmente que la leche es un alimento con alta concentracién de colesterol,

aunque contribuye modestamente al colesterol total ingerido en la dieta (sélo 55 mg/dia
de un total de 500 a 1000 mg/dia). Junto a esto hay que considerar que el colesterol

ingerido con los alimentos e€s solamente uno de los factores que influyen en la
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concentracion de colesterol plasmatico (Beynen y col,, 1987). Sin embargo, esto estd en
entredicho y hay diversidad de opiniones sobre la incidencia del colesterol de la dieta

sobre los niveles plasmaticos.

2.1.5- Las posibilidades del uso de la grasa ldctea modificada

Histéricamente, la grasa lactea ha sido muy utilizada, ya como leche en si, nata o
mantequilla. Sin embargo, ha habido una gran disminucion en su consumo, sobre todo en
los paises occidentales, y es por esto que se estan tomando medidas para que los
consumidores no rechacen los productos lacteos que contengan toda su grasa, Todos los
productos de carcter graso que se ofrecen en el mercado estan siendo menos consumidos

y coincide, ademaés, que la mantequilla es el mas caro de ellos.

La causa fundamental por la que se rechaza la mantequilla y la grasa lactea en general es
por el contenido en éacidos grasos saturados considerados hipercolesterolemiantes y
también por su contenido en colesterol. Estos dos factores han hecho que este alimento

sea también apartado de las dietas que aconsejan los médicos.

E! flavor y la textura de la mantequilla son considerablemente mejores que los de otras
grasas, como las margarinas, que se usan como sustitutos; pero sus propiedades fisicas y
reoldgicas, especialmente la poca capacidad para untarse a la temperatura del frigorifico,

hacen, también, que la mantequilla sea poco atractiva para los consumidores.

Para aquellos que demandan productos de buena calidad, de origen natural y buen sabor,
la mantequilla seguiria siendo esencial en la dieta, pero otras veces el consumidor se
decanta por productos de mezcla de mantequilla con aceites vegetales parcialmente
hidrogenados para procurar una mayor untabilidad. Sin embargo, estas mezclas,
realizadas segiin la tecnologia de las margarinas, presentan algunos problemas en el

sentido tecnolégico y también cientifico. Los productos bajos en grasa presentan mas
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problemas y se relacionan con la inestabilidad de la emulsién y el consiguiente

favorecimiento del crecimiento de microorganismos.

Es muy dificil que un tnico mercado de grasa lactea pueda compensar el descesnso del
consumo de sus derivados. Al contrario, parece que la solucién se encuentra en aumentar
el espectro de productos, en la diversificacion. Para que esto se pueda {levar a cabo es
necesario conocer a fondo la estructura de la grasa lictea y establecer las propiedades de
los componentes que la forman. Este proceso ha sido ya llevado con éxito en la fraccion
proteica de la leche y seria deseable que se consiguiesen los mismos resultados con la

grasa lactea,

Unas de las propiedades mas valoradas de la grasa lactea son sus caracteristicas
organolépticas, mucho mas apreciadas que las de otras grasas y aceites comestibles para
1a elaboracion de productos de confiteria, bolleria y para untar. Sin embargo, en contra de
estas ventajas encontramos inconvenientes que hacen que se modifique esta grasa para su
consumo y se estudien nuevos métodos de modificacién. Entre los inconvenientes
podemos citar los anteriormente dichos y el precio, que encarece ain mas las formas

procesadas de la grasa lactea.

La complejidad de la composicion de la grasa lactea hace posible que pueda ser
modificada y fraccionada para obtener nuevos derivados con caracteristicas fisicas y

organolépticas diferentes y de gran interés. Los métodos de modificacién son los citados

a continuacion.,

2.1.5.1- Adicién de otras grasas

La mezcla de dos o mas grasas estd ampliamente difundida en la produccién de

margarinas y otras grasas comestibles. Esta practica es barata y puede realizarse en las
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industrias lacteas. El mayor inconveniente es la modificacién de los caracteres

organolépticos, que no son preferidos frente a los de 1a grasa lactea original,

2.1.5.2- Fraccionamiento

El fraccionamiento por cristalizacién se usa ampliamente y puede separar la grasa lactea
en fracciones mas o menos solidas (Deffense, 1993). Existen tres métodos que se utilizan

a gran escala:

1. El fraccionamiento mediante disolventes consiste en la cristalizacion de la grasa a
partir de disoluciones en disolventes como hexano o acetona. Se obtienen buenas
separaciones, pero el proceso es costoso y so6lo se ha demostrado rentable en el
fraccionamiento de manteca de cacao. También tiene el inconveniente de la completa

eliminacion de los disolventes, con la consecuente pérdida de los aromas naturales.

5 El fraccionamiento mediante detergentes se realiza por cristalizacion de la grasa
fundida al adicionar soluciones detergentes acuosas. Una centrifugacién separa la
fase acuosa junto con los cristales de la fase oleosa. El gran inconveniente de este

método es la total eliminacién de los residuos de detergente.

3 En el fraccionamiento en seco la grasa se cristaliza por enfriamiento progresivo y se
separa por filtracién a vacio a partir de la grasa fundida. Este método no emplea
reactivos quimicos, siendo uno de los més adecuados, aunque es poco selectivo. El
método Tirtiaux es utilizado a escala industrial. Este método es muy utilizado y es
capaz de producir desde 1 hasta 5 fraccines en la grasa lactea anhidra, pero su
principal inconveniente es el tiempo de espera para que se complete la nucleacién y

crecimiento de los cristales, que estd entre 8 y 12 h (Tirtiaux, 1976).
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2.1.5.3- Hidrogenacion

La hidrogenacién es particularmente util para elaborar grasas semisdlidas a partir de
aceites vegetales. La hidrogenacién se ha usado en la grasa lactea para mejorar el

mantenimiento de su calidad, si bien, presenta el inconveniente de la formacién de

iSGMeEros trans.

2.1.5.4- Interesterificacion

La interesterificacion es el resultado de un reordenamiento al azar de los acidos grasos de
una grasa, produciéndose una nueva mezcla de triglicéridos, y variando sus propiedades
fisicas. Aplicada sobre la grasa lictea, la interesterificacion proporciona una mayor
dureza, punto de fusién y contenido en grasa solida. Esta técnica posee poco interés

porque se realiza al azar.

2.1.5.5- Biomodificacion

La adicién de enzimas para la modificacién de las grasas constituye un método de
reciente uso. Normalmente se utilizan lipasas para la modificacion de aceites vegetales,
ya que los costes son altos para su aplicacion a la grasa lactea. Kemppinen y Kalo (1993)
utilizan lipasa de Pseudomonas fluorescens para la modificacién de la grasa lactea y
posteriormente realizan un fraccionamiento. La interesterificacién enzimatica tiene bajos

rendimientos. Ultimamente se estudia el empleo del diéxido de carbono supercritico para

la obtencién de triglicéridos estructurados.
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2.1.5.6- Aplicacion de la grasa lactea modificada

Conseguir mantequillas mas féciles de untar cuando se encuentran a la temperatura del
frigorifico ha sido una de las primeras aplicaciones. Las mezclas con aceites vegetales
han sido las soluciones mas ampliamente utilizadas; si a esto afiadimos que los aceites
vegetales pueden someterse a diferentes grado de hidrogenacion obtenemos una
diversidad de productos segin sus propiedades fisicas. Para obtener productos
enteramente de origen lacteo se opta por fraccionar la grasa en tres fracciones y utilizar
las de mayor y menor punto de fusién. También se puede usar la mantequilla hidrogenada
totalmente para mezclarla con aceite de girasol y asi obtener un producto bastante

consistente rico en 4cidos grasos poliinsaturados.

Las fracciones de alto punto de fusién se suelen utilizar en productos de bolleria,
beneficiandose de la consistencia de esta grasa y de su aroma y sabor. Las fracciones
liquidas a temperatura ambiente pueden utilizarse para dar consistencia mas suave a la

mantequilla y para mejorar la reconstitucién de la leche en polvo.

Las fracciones provenientes de la grasa lactea pueden utilizarse también en confiteria.
Una aplicacion importante es la sustitucion por grasa lactea de la manteca de cacao (mas
cara) en la fabricacion del chocolate. La grasa lactea hidrogenada o las fracciones sélidas
pueden ser utilizadas para evitar que los chocolates con leche sufran una separacion en

dos fases por romperse la emulsién. Se ha observado que hasta un 25% de la grasa de

algunos chocolates es de origen lacteo.

Sin embargo, ¢l alto precio de la grasa lactea es un obstaculo para el uso de sus procesos

de modificacién. Este problema se podria superar si pueden obtenerse productos de mejor

calidad.
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2.1.6- Tecnologias para la obtencién de productos bajos en colesterol

2.1.6.1- Métodos microbioldgicos

Algunos microorganismos como los géneros Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium,
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Serratia y Streptomyces pueden convertir
el colesterol en productos inocuos como son el dioxido de carbono y el agua (Aihara y
col., 1988). Estos métodos atn no estan totalmente desarrollados para su uso. En las
condiciones estudiadas, la oxidacion del colesterol no es completa y se producen
elevados contenidos de oxidos de colesterol, que se consideran més aterogénicos que el
propio colesterol. Existen otros microorganismos, como Eubacterium, que reducen el
colesterol a coprostanol, metabolito inocuo, pero la aplicacién de éstos métodos a los

alimentos no es satisfactoria (Beitz y col., 1990),

2.1.6.2- Adsorcidn

El colesterol puede ser adsorbido a partir de grasa lictea anhidra utilizando carbon activo,

pudiéndose eliminar hasta un 95% del colesterol.

Otra técnica, propuesta también en 1989 (andnimo), consiste en la formacion de

complejos insolubles con saponinas.

La B-ciclodextrina es un oligosacarido ciclico de siete unidades de glucosa. Su afinidad
por moléculas apolares o de polaridad media permite la formacién de fuertes complejos
de inclusion con el colesterol. Bayol y col. (1988), Cully y col. (1990) y Roderbowrg y
col. (1990) han conseguido extraer el colesterol de lipidos o aceites, nata y yema de
huevo mediante B-ciclodextrinas con éxito, Oakenfull y Sidhu (1992) describen un
método utilizado en Australtia que discurre a bajas temperaturas, habiendo una minima

afectacion de los compuestos y pérdida de compuestos volatiles. Cuando este proceso se
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leva a cabo en huevos o productos lacteos (leche o nata) se llega a eliminar hasta un 80-

0% del colesterol total,

2.1.6.3- Manipulacién de la alimentacién animal

Ia habido intentos de alterar los niveles de colesterol en huevos y sangre de gallina por
nredio de la manipulacién de la dieta o de aditivos de la alimentacién animal, Esto
acluye el aumento de las cantidades de proteina, adicién de salvado de avena, pectinas,
omas, escleroglucanos, acido nicotinico, grandes cantidades de vitaminas A, C, etc.. En
2 mayorfa de los casos los resultados no han sido los esperados. Sim y Bragg (1977)
bservaron que la adicién de fitosteroles en la dieta de las gallinas contribuia a rebajar el
olesterol sanguineo, pero elevaba ¢l contenido en el huevo, debido a que su efecto
nticolesterolemiante era causado por una inhibicién de la absorcién del colesterol de la
ieta, pero no tenia efectos sobre el metabolismo del colesterol. El colesterol no puede
sducirse en mas de un 15% unicamente mediante la dieta, lo que hace necesario emplear

tros métodos (Saijpaul y col., 1994).

2.1.7- Andlisis de los dcidos grasos de los alimentos por cromatografia de guses

a cromatografia ofrece unas grandes posibilidades de separaciéon y posterior
jentificacion de los 4cidos grasos; més concretamente, la cromatografia de gases ha sido

1 técnica cromatografica que mas ha avanzado en los ultimos afios en el analisis de los

cidos grasos.

'l analisis de los 4cidos grasos puede dividirse en dos pasos sucesivos, que son la

reparacién de la muestra y la posterior separacion cromatografica.
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2.1.7.1, Preparacion de la muestra

La preparaci6n de la muestra esta encaminada hacia la formacion de derivados volatiles a
la temperatura del método cromatogréfico, puesto que la mayoria de los acidos grasos no
son volatiles, seria imposible llevar a cabo la separacion. También, la muestra ha de ser
preparada para conseguir la hidrélisis de los acidos grasos de los compuestos a los que
estén esterificados, principalmente el glicerol. Los derivados volatiles mas comunmente
utilizados son los ésteres metilicos, por su gran sencillez y rapidez de la preparacion. Sin
embargo, presentan inconvenientes para el analisis cuantitativo cuando los compuestos
formados son extremadamente volatiles, tal es el caso de los ésteres metilicos de los
acidos grasos de cadena corta como el butirico, caproico, caprilico, etc.. Otro
inconveniente del uso de ésteres metilicos se refiere al analisis cuantitativo de los acidos
grasos insaturados (especialmente los poliinsaturados), ya que €stos se oxidan facilmente
en el manejo de la muestra y se destruyen en el inyector por la alta temperatura necesaria
para una réapida volatilizacién (Shantha y Napolitano, 1992). Pese a todo lo antes
mencionado, los ésteres metilicos de los &cidos grasos son los derivados mas utiles y

rambién mas utilizados cuando los inconvenientes se superan (por ejemplo, con un patrén

interno).

Existen otros métodos para la volatilizacién de los Acidos grasos que pueden proporcionar
mejores resultados cuando éstos se requieren. Pueden citarse los ésteres de butilo para

reducir la volatilidad de los ésteres de los 4cidos grasos de cadena corta, que pueden

mejorar los factores de respuesta en un valor de 0,3 (fverson, 1986). Otros métodos se

utilizan para el analisis de 4cidos grasos libres y esterificados por separado (Martinez-

Castro y col., 1986; de la Fuente y col., 1993).

El analisis cromatografico en si de los ésteres metilicos puede hacer variar los resultados

de un analisis cuantitativo, que estin en fancién de que la esterificacion haya sido

cuantitativa antes de inyectar la muesfra en el cromatografo de gases. Los factores a tener

en cuenta para una reaccion cuantitativa son principalmente los reactivos utilizados y el
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tiempo necesario que ha de transcurrir para la esterificacion completa. A esto hay que
afiadir que el método utilizado puede hacer variar la composicion de los 4cidos originales
durante la teaccién, aparecer nuevos isdmeros geométricos y posicionales, y artefactos
que lleven a confusién en el analisis cualitativo de los 4cidos. Algunos estudios
realizados (Sheppard e Iverson, 1975, Bannon y col, 1982ay b) concluyen que no hay un
método ideal entre todos los propuestos, pero que a la vez son todos igualmente

apropiados si se realizan correctamente.

Varios investigadores han indicado que los reactivos que se fundamentan en la utilizacion
de bases de alcalinos son los més indicados para un mejor anélisis de 4cidos grasos por
cromatografia de gases (Bannon y col,, 1982a; 1982b; Craske y Bannon, 1987; Craske y
col, 1988). El método de la potasa metandlica es muy empleado para la
transesterificacion de los acilgliceroles en ésteres metilicos. El empleo de este reactivo
tiene la ventaja de la rapidez y sencillez y de que la reaccion puede transcurrir a
temperatura ambiente, en tales condiciones la reaccién transcurre cuantitativamente en 20
min, siempre que no haya una gran cantidad de 4cidos (Utrilla y col., 1976) y sin
problemas de isomerizacién. El colesterol y los esfingolipidos necesitan condiciones mas
drésticas para la isomerizacion (Christie, 1982). La reaccién ha de llevarse en medio
anhidro, normalmente heptano, para evitar la hidrolisis de los metilésteres y la
consecuente liberacion de los acidos grasos, ya que esto resultaria en una cuantifiaciéon

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

En cualquier caso, el método establecido ha de seguirse estrictamente para conseguir una
reproducibilidad y repetividad de éste. Se tendra en cuenta la temperatura de los
disolventes de extraccion, la agitacién manual o con instrumentos como un generador de
ultrasonidos o un vorfex y cualquier paso en el método que suponga una variacién en la
solubilidad o volatilizacién de los compuestos. La adecuacion del método deberd

probarse primero con patrones de 4cidos grasos de cadena corta o insaturada, que son los

que ofrecen resultados mas variables y més dificiles de reproducir.
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2.1.7.2. Sistema cromatogréﬁco

La eleccién de la polaridad de la fase estacionaria de una columna capilar de silice
fundida es un factor importante de cara a obtener una buena resolucién de los picos y una
facil y rapida identificacion de éstos en andlisis de rutina. Sin embargo, no constituye éste
un factor decisivo, como ocurre en las columnas de relleno, ya que, independientemente
de la polaridad de la fase los resultados suelen ser bastante satisfactorios cuando el resto
de condiciones del analisis se han optimado. El niimero de las diversas fases estacionarias
es bajo si lo comparamos con la mayor diversidad de fases para las columnas rellenas,
este hecho se debe a que cubre todas las necesidades de los analisis de los acidos grasos
(Sidisky y Ridley, 1991). Se debe considerar que, si los resultados lo permiten, son
preferibles las fases de menor polaridad, ya que suelen ser de mas larga vida y mads

resistentes que las de mayor polaridad, como pueden ser las metilsiliconas.

La elucién de los ésteres metilicos en las columnas con fases apolares sigue un orden de
acuerdo con el punto de ebullicion, eluyendo en primer lugar los ésteres de menor punto

de ebullicién y por tltimo los que lo poseen mayor. Los derivados insaturados eluyen

justo antes de los saturados de misma longitud.

La gran desventaja de las fases apolares es ]a mala resolucién en la separacién de acidos
insaturados; por ejemplo, la elucién de los acidos oleico, linoleico y linolénico puede
verse solapada entre si, lo mismo puede ocurrir con acidos de 20 y 22 carbonos en la
cadena. Esto hace preferible utilizar fases de mayor polaridad, sobre todo teniendo en
cuenta la gran importancia que tienen estos acidos en la composicién de los alimentos y
de 1a leche entre ellos. Las fases estacionarias que actualmente cuentan con mas interés

son las de polaridad intermedia, como los polietilenglicoles. Su aplicacion destaca para el

anélisis de alimentos de origen marino, dada la gran resolucion que ofrecen en la

separacién de los distintos isémeros de acidos grasos insaturados (Ackman, 1986).
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En las fases polares o de polaridad media el orden de elucion es por punto de ebullicion
cuando se trata de 4cidos grasos de cadena saturada lineal, posteriormente eluyen los
scidos insaturados de igual longitud por orden ascendente de nimero de insaturaciones.
Los acidos con dobles enlaces conjugados eluyen después de sus correspondientes no
conjugados. Los 4cidos ramificados eluyen a tiempos mas cortos que Sus

correspondientes lineales, tanto mas cuanto mas cerca del carbono wl est¢ la

ramificacion, y para ramificaciones iguales (Ackman, 1986).

El sistema de deteccién mas ampliamente utilizado es el FID (flame ionization detector) o
de ionizacion de llama. Existen otros tipos de detectores mas completos,pero los datos
que se aportan pueden ser innecesarios ¢ insuficientes; tal es el caso de la espectrometria
de masas, que s6lo con gran experiencia permite diferenciar isémeros insaturados en lo
que se refiere a la posicion y configuracion del doble enlace y ademas posee una menor

sensibilidad que el detector de ionizacion de llama.

Respecto a la grasa lactea y sus derivados hay que resaltar que, quizas, son las grasas que
mas variedad de compuestos presentan; siendo las que suponen un mayor reto para el
analisis de los lipidos que contienen. L.os acidos grasos van desde 2 hasta 26 atomos de
carbono, saturados, nono y poliinsaturados, con isomeros cis y {rans conjugados o no, ¥
acidos lineales y ramificados, Para muestras €n las que solamente sea nesesario
identificar y cuantificar los acidos grasos esterificados, como triglicéridos en su mayoria,
se prefiere utilizar columnas de polaridad intermedia, dando muy buenos resultados (De
Jong y Badings, 1990). Christie (1989) resalta que la importancia econdmica de la grasa
lactea ha sido en parte importante causante del avance producido en el anlisis de sus
componentes. Asi, ha sido posible la identificacion de 437 4cidos grasos diferentes,
siendo unos pocos de ellos de interés nutricional y tinicamente entre 20 y 30 de ellos son
para los analistas. También sefiala que pueden presentarse problemas de

de mayor interés

cara a la buena separacion de los compuestos, pero las mayores dificultades aparecen en

1a cuantificacién. Los problemas son un conjunto de los mencionados anteriormente y son
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principalmente: una transesterificacién completa sin pérdidas de compuestos, la
introduccién de la muestra en la columna evitando discriminaciones en las pérdidas de
compuestos en la divisién de flujo y recomienda que la programacién de temperatura sea
tal que los componentes de la muestra emerjan a intervalos de tiempo aproximadamente

iguales.

2.1.8- Andlisis de los triglicéridos por cromatografia liquida de alta eficacia

La ténica de HPLC en fase inversa no acuosa tiene una serie de ventajas en el analisis de
triglicéridos sobre otras técnicas cromatograficas. Estas ventajas hacen cada vez mas del
HPLC la técnica de eleccion en el andlisis de los triglicéridos y son las siguientes

(Hamilton, 1986):

(a) existe la posibilidad de separar los triglicéridos sin necesidad de
formar derivados ni de que se descompongan por causa de altas temperaturas,

como ocutre en los andlisis por cromatografia de gases;

(b)  se cuantifican de modo mas sencillo que en cromatografia en capa

fina,

(c)  una vez separados, los componentes de la mezcla pueden recogerse

para continuar con analisis posteriores.

El andlisis de los triglicéridos de la grasa lactea supone el mayor reto en lo que se refiere
al anélisis de triglicéridos ya que €s la muestra de origen natural mas compleja. Patton y
Jensen (1975) ya sefialaron que debido a la compleja composicién de los dcidos grasos de
la grasa lactea, prodrian existir 64 X 10° especies distintas de friglicéridos. Si

consideramos solamente alrededor de 20 de los 4cidos grasos mas abundantes podria
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haber 8000 especies moleculates de triglicéridos , incluyendo los isomeros posicionales.
Es por esto por lo que una muy buena separacion por HPLC no consiga a veces
separaciones de especies unicas, sino, mas bien, de moléculas de triglicéridos semejantes

(Christie, 1987).

Los primeros estudios que establecieron las bases de la investigacion tal como se lleva a
cabo actualmente en lo referido a separacién de triglicéridos por HPLC en fase inversa no
acuosa fueron realizadas por Wada y col. (1977, 1978). En estos estudios se pueden

destacar dos contribuciones:

(a) la caracterizacion individual de cada especie molecular de triglicérido por

medio de lo que se denomin namero de particién (NP), siendo,
NP=NC-2xND (2.1)

donde NC = niimero de carbonos del triglicérido, exceptuando los del glicerol,

ND = namero de dobles enlaces,

(b) el establecimiento de una relacion entre el NP de cada triglicérido y el

factor de capacidad k' de cada uno de los picos del cromatograma.

De este modo dedujeron que los triglicéridos eluyen en orden ascendente de NP y que

para triglicéridos con un mismo NP eluyen primero los de mayor ND.

El ntimero equivalente de carbonos (NEC) fue definido por Herslof y col. (1979) segun la

siguiente ecuacion:

NEC=NC-a'xND  (22)

siendo @’ un valor préximo a 2 dependiente del sistema cromatogréafico.
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Afin asi, aparecen pares criticos de triglicéridos que poseen los mismos NEC y ND,
constituyendo un problema en la identificacion de las especies. Las mezclas complejas de
triglicéridos, cuyo intervalo de NEC es amplio, son dificiles de analizar por métodos
isocraticos, por lo que generalmente se realizan mediante gradiente de polaridad

(Robinson y Macrae, 1984; Barrén y col., 1990).

'2.1.8.1. Sistema cromatogréfico

El detector de masa o de luz difundida ha sido introducido recientemente en el analisis de
triglicéridos. Se basa en la evaporacion de la fase mévil y la medida de la luz reflejada y
refractada por las particulas sélidas de soluto que se forman, La ventaja principal de este
detector es que se puede utilizar con gradientes de polaridad, hecho que no era posible
con el detector de indice de refraccién y complicado con el ultravioleta, si bien, la

sensibilidad es menor que la del detector UV (Christie, 1991).

La composicién de la fase movil puede variar segin el tipo de triglicéridos que se vayan a
analizar y segiin otras condiciones cromatograficas, como puede ser el tipo de detector a
emplear. Generalmente se utilizan disolventes no acuosos (Barron y Santa-Maria, 1987).
En lo que se refiere a la fase estacionaria influye la polaridad de la fase, tamafio de
particula y longitud de columna. De las columnas estudiadas, las de octadecilsilice son

las de mejores resultados (Goiffon y col,, 1981; Podhala y Téregard, 1982; Deffense,
1984; Barrén y col., 1987).

71.8.2. Analisis cuali-cantitativo

Una dificultad a la hora del anélisis cualitativo de la muestra se debe a que existen pocos

triglicéridos mixtos en estado puro que puedan ser utilizados como patrones para la
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identificacion. Para realizar esta identificacion de las especies moleculares de
triglicéridos separados por HPLC se han estudiado relaciones entre el tiempo de retencion
y el numero de particion (Wada y col., 1977; 1978), el niimero equivalente de carbonos
(Herslof y col., 1979, Frede, 1986), y la longitud de cadena equivalente (Goiffon y col.,
1981), segin la cual existe una relacién lineal entre el logk’ y las longitudes e

insaturaciones de cada acido graso integrante de cada triglicérido, cumpliéndose que:
logh’ = K+c,l, = cud, +cyly = Cpdy + Cele = Cucde (2.3)

siendo K la ordenada en el origen,
A, By C los 4cidos grasos componentes del triglicérido,
/ 1a longitud de cadena de cada acido graso,
d el niimero de dobles enlaces de cada acido graso,

¢y los coeficientes de cada variable independiente,

El método de Ei-Hadmy y Perkins (1981) se basa en el calculo del TCN (niimero teérico
de carbonos). Este puede ser determinado para cualquier triglicérido a partir de la
regresién lineal del logk’ frente al NC de su correspondiente triglicérido saturado por
interpolacién de su logk’”. De este modo cualquier triglicérido saturado posee un TCN
coincidente con su NC y con su NEC. El factor Ui se utiliza para calcular el TCN de
triglicéridos insaturados y se calcula experimentalmente a partir de la diferencia en el NP’
de patrones insaturados y sus correspondientes saturados tras la interpolacion de su logk’.

El proceso se lleva a cabo con el calculo de las siguientes ecuaciones:
log k' =a + bNP' s, (2.4)
log K'=a+t bNP*msnr., (2-5)

3
ZU;‘ - NPs:u‘ - NR:-MI’. ) (26)
i

60



Capitulo 2. Aplicacién a la extraccién de grasa ldctea de nata.

3
TCN = NP, - ¥ U,. (2.7)
1

siendo NP" = NC para triglicéridos saturados; en el caso de insaturados se obtiene

experimentalmente por interpolacién,

Otros trabajos, como el de Takahashi y col. (1988), proponen las siguientes ecnaciones

para la estimacidn de los triglicéridos:

10gk ’AAB =2/3 logk ’AAA +1/3 lng |BBB (28)
logk ’asc= 1/3 logk'aan + 1/3 logk 'spp + 1/3 logk'cce  (2.9)
siendo A, B y C los acidos grasos que componen un triglicérido.

La complejidad de la composicion en triglicéridos de la grasa lactea hace que la
resolucién cromatografica y el analisis cualitativo sean mas dificiles que en otras grasas y

aceites. Por ello se realizan acoplamientos entre dos o més técnicas analiticas como son

HPLC y GC (Barrén y col, 1990, Maniongui y col., 1991).

En este trabajo se ha conseguido una mejor estimacion de la composicién en
triglicéridos de la grasa lactea por combinacién de HPLC y GC, y de modelos
matematicos basados en el calculo del NEC (a partir de NC y ND,y de NC y ND

de cada 4cido graso integrante de cada triglicérido), y del propuesto por Takahashi

y col. (1988).
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2.1.9- Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de '>C de atta resolucion

en lipidos

La resonancia magnética nuclear ha tenido un uso muy limitado en el andlisis de grasas y
aceites naturales hasta recientemente, probablemente debido a la carencia de informacién

basica de 1a materia y al elevado coste de los equipos.

El uso de la RMN de protén ('H) ha sido muy limitado por aportar un niimero pequefio
de sefiales, dando poca informacién, aunque existen trabajos que uftilizan su mayor
sensibilidad para la determinacién de compuestos minoritarios, como los diglicéridos en
aceites vegetales y la combinacién con la C-RMN para realizar correlaciones
heteronucleares bidimensionales (Sacchi y col.,, 1991). Otros trabajos se basan en la
mejor y rapida cuantificacion de la 'H-RMN para cuantificar los mono-, di- y
triglicéridos por separado a pesar de que puede haber solapamiento de sefiales o en una
rapida caracterizacion de extractos lipidicos (Sparling y col.,, 1989; Sze y Jardetzky,
1990; Pollesello y col, 1991). Sin embargo, la *C-RMN esta adquiriendo importancia,
los equipos actuales llegan a ser de 300 MHz o mejores y, a pesar de su coste, son més

asequibles, y su mayor resolucion es una herramienta mas ittil para la caracterizacion de

mezclas de triglicéridos (Henderson y col., 1994).

En la tabla 2.1.9 se presentan los desplazamientos quimicos de los grupos funcionales

mas comunes en lipidos (Pretsch y col., 1976; Levy y col., 1980).

Tabla 2.1.9. Desplazamientos quimicos méds comunes en lipidos.

Grupo Funcional d(ppm)
H,C-C 0-30
C-C=C 0-30
C-C=C 10-40

C-CH-C 10-70
C=C- 20-100
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abla 2 1 9 (confuniacién)

C-CH,-COX (X:C,0,N) 30-60

C-Ci-0 58-92
CH,-0-P-0O 60-80
>C=C< 80-160
C-COX (X:C,0,N) 165-180
C-COOH 175-185
(continuacién)

Se poseee actualmente cada vez mas informacion sobre los desplazamientos quimicos
usando especies moleculares individuales, como el linolenato de metilo representado en
la figura 2.1.9. Esto se puede aplicar a espectros mas complejos de muestras naturales
(Gunstone, 1993a, 1993¢; 1994), aunque la optimizaciéon de los parametros de
adquisicion y procesado de los espectros para reducir el tiempo de las experiencias, y la

comparacion de los resultados con los obtenidos por los métodos de rutina alin estén en

las primeras fases (Sacchiy col., 1992).

2.1.9.1- Estudio de la grasa lactea

La grasa lactea tiene como caracteristica el contener dcidos grasos de cadena corta, que
producen sefiales de RMN muy caracteristicas y diferentes a las de los acidos de cadena
media y larga, ademas de que su solapamiento suele ser menor. Utilizando los datos de
las intensidades puede saberse la composicion molar porcentual de los acidos butirico,
caproico, caprilico, monoinsaturados, poliinsaturados, y diferenciar la presencia de
isdmeros cis y trans. Existen tablas que aportan datos de desplazamiento quimico de los
carbonos C1-C3 y w1-®3 (que son los mas definitorios a la hora de distinguir los acidos
grasos de cadena corta) y de otros carbonos de interés en grasa lactea como son los
olefinicos y alilicos (Gunstone, 1993b). Este mismo trabajo realiza un anélisis de

diferentes grasas animales, vegetales y formulas infantiles para detectar adiciones de
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TMS
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Figura 2.1.9. Espectro de “C-RMN del linolenato de metilo en CDCl; con TMS como
patron interno (Christie, 1990). Desplazamientos quimicos: 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; -0-CH,, 51,36; C-2, 34,11;
C-7,29,63; C-4/5/6, 29,21 a 29,18; C-8, 27,25; C-11, 25,68; C-14, 25,58; C-3, 24,99; C-17,

20,60; C-18, 14,29.
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grasa lactea, aceites lauricos, grasa parcialmente hidrogenada y 4acidos poliinsaturados,

sin embargo presenta los resultados de manera semicuantitativa.

2.1.9.2- Estudio de aceites vegetales

Los compuestos de mayor interés y sencillez de identificacion y cuantificacién son los
dcidos grasos insaturados tras la asignacion de los carbonos olefinicos, alilicos y
divinilmetilénicos, Tambien se pueden cvantificar los Acidos grasos libres separadamente
de los esterificados y los compuestos de la fraccién insaponificable. La mayoria de los
estudios se han realizado para detectar mezclas de aceites de oliva virgenes y refinados
(Sacchi y col., 1990), determinacién de diglicéridos (Sacchi y col., 1991), distribucion
posicional de los 4cidos grasos de los triglicéridos de aceite de oliva (Sacchi y col.,
1992), que pretende utilizar la RMN para detectar mezclas de aceites de oliva virgen con
aceites esterificados sintéticamente evitando procedimientos quimicos para la preparacién
de 1a muestra, El trabajo de Zamora vy col. (1994) consistié en la caracterizacion de la
fraccion insaponificable de aceites de oliva y orujo de oliva, aportando datos sobre los
desplazamientos quimicos del escualeno, esteroles y alcoholes triterpénicos. Los métodos
de resonancia pueden ser muy utiles para usarlos como referencia en métodos

enzimaticos de rutina, pero no como métodos de rutina debido a la duracién de las

experiencias y, sobre todo, al coste requerido de los equipos.

Otros estudios se encaminan a la caracterizacién de aceites ricos en dcidos grasos de uso
en fabricacién de pinturas, plasticos, sintesis quimica o estudios metabélicos, como el

trabajo de Neff y col. (1993) para la caracterizacién de acettes de semillas de Vernonia

galamensis y Crepis alpina, ricos en 4cidos vernélico y crepénico respectivamente,
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2.1.9.3- Estudio de aceites de pescado

Los aceites de pescados més estudiados han sido los de salmén (Aursand y col., 1993) y
aton (Sacchi y col, 1993), ya que son ricos en A&cidos eicosapentaenoico Yy
docosahexaenoico, acidos grasos poliinsaturados de la familia (n-3). Estos dcidos grasos
presentan sefiales con desplazamientos quimicos caracteristicos en las regiones olefinicas
y carbonilicas, y al presentarse en alta cantidad pueden ser cuantificados y comparados
satisfactoriamente con métodos convencionales de andlisis como la GC. Sacchi y col.
(1993) ademas realizan una caracterizacion del aceite del atun y cuantifican los édcidos
grasos libres, la distribucién posicional o-f de los acidos grasos poliinsaturados

esterificados a glicerol y la concentracién de fosfolipidos.
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ESTIMACION DE LA COMPOSICION EN TRIGLICERIDOS DE LA GRASA
LACTEA

2.2- MATERIALES Y METODOS

2.2.1- Preparacidn de la muestra

La leche cruda de oveja fue proporcionada por el Complejo Agropecuario de la

Comunidad de Madrid situado en Aranjuez.

_a extraccion de la nata se lleva a cabo calentando la leche en un bafio de agua a 35-40
>C durante 20-30 min. Posteriormente, la nata se separa por centrifugacion a 20 °C
jurante 30 min a 3000 r.p.m.. Los tubos que contienen la leche centrifugada se ponen en
ma bafio de hielo hasta que la nata se ha solidificado, recogiéndose y guardidndose en

songelador a -20 °C hasta su posterior analisis.

.a extraccién de los triglicéridos se llevo a cabo segin un trabajo de Barrén y col.
1990). Un gramo de nata se deposita en un matraz al que se afiade el disolvente de
:xtraccion n-hexano (Panreac), conteniendo BHT (Fluka) como antioxidante en una
.oncentracién de 0.1 mg/mL, en una relacién de 10/1 (mL/g). La mezcla se homogeniza
:n un bafio de ultrasonidos y se introduce en un embudo de decantacion, al que se aftade
:tanol (Panreac)-agua destilada (80:20, vol/vol) en una relaciéon 3/2 respecto al volumen
le n-hexano utilizado. La mezcla se agita enérgicamente y se deja reposar hasta la

.ompleta separacién de las fases. La inferior, hidroalcohdlica, se lava dos veces con #-

lexano. Los lavados con hexano se afiaden a la fase organica inicial.

.a fraccién orgénica se filtra con papel Wathman IPS y se concentra a sequedad en
orriente de nitrégeno. El residuo triglicérico (alrededor de 0,50 g) se redisuelve en 2 mL

& hexano y se filtra a través de membrana de tamafio de poro 0,2 pm. Se inyectan 10 pL
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de la disolucién para el analisis por cromatografia liquida de alta eficacia. Para la

recogida de fracciones a la salida de la columna se inyectaron voliimenes de 20 pL.

2.2.2- Andlisis de triglicéridos de grasa ldctea por cromatografia liguida de alta

eficacia

El método de cromatografia liquida de alta eficacia utilizado para el analisis de los
triglicéridos se basé en uno previamente desarrollado por Hierro y col. (1992) y Hierro
(1994). El sistema cromatografico utilizado consistié en dos bombas modelo 125
(Beckman), un inyector Rheodyne modelo 7125 con un bucle de carga de 10pL, se
utilizaron dos columnas de acero inoxidable de 25 cm y 15 ¢cm x 4,6 mm de d.i. rellenas
con Spherisorb ODS-2 de 3 um de didmetro (Phase Separations, Symta) conectadas en
serie y termostatizadas en un bafio de agua a una temperatura de 30 °C. Se utilizé un
detector de masa (ACS 750/14, The Arsenal) con una temperatura en el evaporador de 45
°C y 138 kPa de presion de aire. El aire a presion era proporcionado por un compresor
(Air Control) y posteriormente secado por dos trampas de agua. Los vapores formados en
el detector eran eliminados mediante un extractor. La deteccion de patrén de tributirina

para el estudio del NEC se realizo bajando la temperatura del evaporador del detector

hasta 20 °C.

La fase movil consistié en una elucion en gradiente desde 0 a 70% (vol/vol) de acetona en
acetonitrilo (ambos de grado HPLC) en dos etapas: un inicial aumento lineal de 0,7%/min
en acetona durante 50 min seguido de elucion isocratica durante los siguientes 20 min, y
un segundo aumento lineal de 0,7%/min de acetona en acetonitrilo seguido también de
una elucioén isocratica de 42 min hasta el final del analisis. EI flujo empleado- fue de 0,9
mL/min y la presion de 17,2 MPa. El gradiente y la adquisicién de datos provenientes del

detector se controlaron con el programa System Gold (Beckman) a través de una interfase

modelo 406 (Beckman).
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2.2,3- Recogida de fracciones

La recoleccién de fracciones a la salida del sistema cromatografico fue necesaria para
realizar un posterior andlisis de 4cidos grasos tras la separacién por HPLC, con el fin de
identificar las especies moleculares mayoritarias de triglicéridos, El caracter destructivo
del detector de masa hizo necesario la toma de fracciones en un punto anterior a éste y su
cronometracion basandose en inyecciones previas, puesto que no es posible la

adquisicion de datos.

Las fracciones se recogieron cada 40 s a la salida de la columna a partir del minuto 14 (ya
que anteriormente a este tiempo no hay todavia elucién de compuestos), de tal forma que

no hubo recogida de mas de un pico cromatografico estrecho por fraccion y que picos

anchos pudieron ser recogidos en fracciones sucesivas.

En total se recogieron 227 fracciones de HPLC conteniendo triglicéridos disueltos en la

fase movil. Estas fracciones se guardaron en congelador hasta su analisis por

cromatografia de gases.

2.2.4- Andlisis de los dcidos grasos de triglicéridos de fracciones HPLC por

cromatografia de gases

2.2.4.1- Preparacion de la muestra

Los triglicéridos separados mediante HPLC y recogidos en fracciones se hidrolizaron

para analizar sus acidos grasos constituyentes como ésteres metilicos (FAME).
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Los triglicéridos contenidos en las diferentes fracciones se depositaron en viales de fondo
conico de 1 mL de capacidad para favorecer la concentracion de a muestra y se llevaron
a sequedad por evaporacion de la acetona y acetonitrilo mediante una corriente de

nitrogeno.

La preparacion de la muestra fue una modificacién de los métodos descritos por Utrillay
col. (1976) y Barrén y col. (1990). El método se basa en la formacién de ésteres metilicos
de los acidos grasos, derivados volatiles en las condiciones de analisis. Las
modificaciones realizadas tuvieron como fines una mayor concentracion de la muestra en
el disolvente de inyeccidn y alargar el tiempo de inyeccion hasta 100 min. En el vial
conico conteniendo los triglicéridos se adicionaron 20 pL de #-heptano (Merk) y 10 pL
de KOH 2N en metanol. La mezcla se agitd en ultrasonidos durante 1 min. Se inyectd 0,1

uL de 1a fase heptanica conteniendo FAME tras 20 min.

La tripelargonina se utilizé como patrd interno ya que ésta no era detectada en los andlisis

de las muestras.

2.2 4.2- Sistema cromatografico

E! analisis de los &cidos grasos de los triglicéridos de fas fracciones recogidas se realizo
en un cromatdgrafo de gases HRGC 5160 Mega Series (Carlo Erba) equipado con un

detector de ionizacion de llama (FID) y un inyector con posibilidad de division de flujo

(split/splitless).

Se utilizé una columna de silice fundida de 24 m x 0,23 mm de d.i. recubierta con SP-

1000 (Supelco), cuyo espesor de fase era de 0,25 pm. Como gas portador se utilizd N; a
40 kPa de presién. Las condiciones fueron las siguientes: inyector a 275 °C, detector a

250 °C, temperatura inicial de la columna 40 °C mantenidos durante 4 min, seguida de
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una rampa de temperatura de 10 °C/min hasta alcanzar los 150 °C, y otra de 2 °C/min
hasta 200 °C y esta temperatura se mantuvo durante 60 min hasta el final del analisis. Los

cromatogramas y los resultados se procesaron mediante un integrador Spectra-Physics

modelo Data Jet.

La duracién del anélisis permiti6 la buena separacién de los acidos grasos de la muestra
ya que la mayor sensibilidad del equipo utilizado permiti6 la deteccién de acidos grasos
minoritarios como los ramificados, los de cadena impar y los isomeros de linoleico y

linolénico.

La pequeiia cantidad en la que se encontraban los triglicéridos a la salida de la columna
del HPLC hizo necesaria la inyeccién sin division de flujo (splitless) y su mantenimiento

durante 20 s para permitir la entrada de la totalidad de la muestra en la columna. Tras este

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

2.2.4.3-Analisis cualitativo

La identificacién de los &cidos grasos que constituian los triglicéridos de las distintas
fracciones de HPLC se llevo a cabo mediante la comparacién de los tiempos de retencion

con los obtenidos en el anélisis de una mezcla de patrones de Aacidos grasos. La

identificacion de 4cidos grasos ramificados, de cadena impar y los insaturados

minoritarios no fue posible con patrones y se recurrié a la bibliografia existente (Antila 'y

Kankare, 1983; De Jongs y Badings, 1990).

Los patrones utilizados tenfan una pureza de aproximadamente del 99% y fueron los

siguientes:

- ésteres metilicos de los acidos butirico, caproico, caprilico, caprico, laurico,

miristico, palmitico, estearico, oleico, linoleico y araquidico (PolyScience Corporation),
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- ésteres metilicos de los acidos trans-vaccénico y o-linolénico (Sigma Chemical).

2.2.4 4- Andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS)

Para el analisis por GC/MS se inyectaron muestras de triglicéridos de grasa de leche de
oveja con el fin de confirmar la identificacion de 4cidos grasos de asignacién dudosa. Sin
embargo, algunos estudios, como el de Christie (1989) indican que no siempre los
derivados metilicos son indicados para la identificacion mediante la MS, ademds insiste
en que ésta sea la técnmica espectroscOpica mas dependiente de la experiencia del
investigador para la identificacion de estructuras moleculares y que no hay reglas estrictas
en la rotura de las moléculas. Christie también sefiala que, en el caso de la elucidacidn de
acidos grasos insaturados, no se forman iones que sirvan de indicacién para la
localizacion o estereoquimica de los dobles enlaces en los isémeros de posicidn,
debiéndose a una posible migracion de éstos cuando se forma el ion molecular y dando
numerosos productos intermedios y consiguientemente iones muy diversos. En el caso de
los Acidos poliinsaturados, sus espectros ofrecen iones con varias intensidades, pero no
puede decirse que sirvan para la interpretacién de la posicion de los dobies enlaces.
Normalmente, se considera que la ventaja de la GC/MS se debe a que aporta datos sobre
los pesos moleculares de los compuestos junto a los de los tiempos de retencidn, lo que se
puede considerar bastante satisfactorio. La dificultad en la identifiacion se extiende

también a los 4cidos grasos de cadena ramificada, y sobre todo a la hora de discernir

entre 1S6mMeros iso y anleiso.

La preparacion de la muestra consistio en la extraccion de triglicéridos por el método

descrito en el apartado 2.2.1 y posterior formacién de los ésteres metilicos de los acidos

grasos segan el apartado 2.2.4.1.
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El equipo utilizado fue un cromatdgrafo de gases 5890 Series 1I acoplado a un
espectromefro de masas 5971A, ambos Hewlett-Packard. Las condiciones del método de
inyeccién fueron las mismas utilizadas en el apartado 2.2.4.2 excepto que el gas portador

utilizado fue helio.

2.2.4.5- Analisis cuantitativo

La cuantificacion de los acidos grasos se realizd siguendo la técnica del patrén interno. Se
utilizd tripelargonina como patrén debido a que ésta no se encontraba en cantidades
detectables en las muestras myectadas y a que era el compuesto de estructura mas
semejante a los acidos grasos de cadena corta, y por tanto més voldtiles, presentes en la

leche (butirico, caproico y caprilico).

Asimismo, también se observé que se producian menores respuestas de los acidos grasos
insaturados, por lo que se decicid utilizar otro patrén interno para su cuantificacion. Se
tomo el propio dcido palmitico de la muestra como partrén interno de estos compuestos
ya que en la zona de elucidén proxima no era posible utilizar ningin compuesto
inexistente en la muestra sin que coeluyese con los ya presentes. Ademas, el 4cido
palmitico es el mas abundante en la leche, por lo que quedaba asegurada su presencia en
la mayoria de fracciones de HPLC y practicamente no sufria modifiaciones durante la
preparacién de la muestra o inyeccidn, por lo que se consideré que tenia un factor de

respuesta (F;) de 1 respecto al 4cido pelargénico.

Del mismo modo, se asignd al patrén interno y resto de &cidos grasos presentes en la
muestra (acidos grasos de cadena media y larga saturados lineales y ramificados) un F, =

1.
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Para el calculo del factor de respuesta de los acidos grasos de cadena corta o insaturada
se prepararon soluciones patrones de los siguientes compuestos en las siguientes

cantidades:
- 150 pg/mL de tripelargonina y tripalmitina,
- 10, 15, 50, 75, 100, 150, 225 y 300 ug/mL de tributirina, tricaproina, tricaprilina,

trioleina, trilinoleina y trilinolenina.

Las soluciones se inyectaron 5 veces y se procedié al cloulo del factor de respuesta y la

desviacion estandar relativa. El factor de respuesta se definié como:

F, == (2.10)

siendo:
F,; el factor de respuesta del compuesto /,
C; la concentracion del compuesto 7,
Cp; 1a concentracion del patrén interno,
A, el area del compuesto i,

Ap; el area del patron interno.

2.2.5- Desarrollo de modelos matemdticos

Se inyectaron en el HPLC y por quintuplicado soluciones de los siguientes patrones:
tributirina, tricaproina, tricaprilina, tripelargonina, tricaprina, trilinolenina, trimiristoleina,
trilaurina, 1,2-dilauroil-3-miristina, tritridecanoina, 1,2-dimiristoil-3-laurina, trilinoleina,
tripalmitoleina, trimiristina, 1,2-dilinoleoil-3-oleina,  1,2-miristoil-3-oleina,  1,2-
dimiristoil-3-palmitina, ftripentadecanoina, 1,2-dipalmitoil-3-miristina, trioleina, 1,2-

dioleoil-3-palmitina, 1,2-dipalmitoil-3-oleina, tripalmitina, 1,2-diolecil-3-estearina, 1I-
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estearoil-2-oleoil-3-palmitina, 1,2-diestearoil-3-miristina, trimargarina, 1,2-diestearoil-3-

oleina, 1,2-diestearoil-3-palmitina y triestearina.

La inyeccién de estos patrones permitio el calculo del factor de capacidad (k”) a partir de

sus tiempos de retencion (t;) y el tiempo muerto (t)).

A partir de estos datos y del nimero de carbonos, NC, y nimero de dobles enlaces, ND,
de cada triglicérido arriba indicado se realizé un andlisis de regresion lineal mailtiple
(ecuacion 12) mediante el programa 1R de BMDP (Statistical Software Inc.).
Posteriormente se calculé el NEC de los triglicéridos puros utilizados como patrén
(ecuacion 14) y por ultimo se realizé otro analisis de regresion lineal de logk’ en funcién

del NEC (ecuacién 15) (1R BMDP). Los caleulos a seguir fueron los siguientes:

1 ~t,

b= D (@2.11)

0

logk’=a+bNC+cND;  (2.12)

a'=—; (2.13)

NEC = NC+a’'ND; (2.14)

logh’ =d +eNEC+ EE;  (2.15)

siendo EE el error estandar de la regresion.

Se puede estimar el &' de un triglicérido dado y viceversa, el NEC que corresponde a un

pico.
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Debido a que al realizar un analisis de regresion siempre se produce un error (EE) se

decidié calcular un NEC méximo y un NEC minimo que delimitaran un intervalo para un
valor de £

_logk’-d ~ EE |

min )
€

(2.16)

_logk ——d+EE; 2.17)

NEC

max

|+

Se aplicaron también los modelos desarrollados por Takahashi y col. (1988), lo que
obligd a la inyecciéon de patrones de triglicéridos heterogéneos y homogéneos. Se
utilizaron los tiempos de retencion de los patrones en el andlisis por regresion lineal (IR
BMDP) para conseguir el cumplimiento de las siguientes ecuaciones:

10gk "AAR = 2/3 logk ’AAA +1/3 10gk 'BBB; (2 18)

logk'spc= 1/3 logh 'aaa +1/3 logk ‘s + 1/3 logk 'cce; (2.19)

Los patrones utilizados fueron los recogidos en la tabla 2.2.4.5.

76



Capltulo 2. Aplicacion a la extraccion de grasa ldctea de nata,

Tabla 2.2.4.5. Triglicéridos puros utilizados como patrones para el
desarrollo de los modelos de Takahashi y col. (1988).

AAA BBB CCC
LalLaM { LaLala MMM
MMLa | MMM Lalala
LLO LLL 000
MMO | MMM 000
MMP | MMM  PPP
AAB | PPM PPP MMM
O0P | 000 PPP
PPO PPP 000
00S | 000 SSS
SSM SS§ MMM
SSO SSS 000
SSP SSS PPP
ABC | OPS 000 PPP SSS

Los triglicéridos del aceite de soja estan perfectamente caracterizados (Barron, 1989), ya
que posee unicamente 14 especies moleculares detectables mediante el método de HPLC
utilizado. De los 12 triglicéridos heterogéneos, 4 poseen los tres dcidos grasos distintos.
Por tanto, se realizaron inyecciones de aceite de soja, del mismo modo que la inyeccién

de patrones, para obtener mas datos que proporcionaran mejores resultados.

También se desarrollé el método de Goiffon y col. (1981} para el calculo de Ia longitud

de cadena equivalente. De este modo se pretendié obtener el mayor nimero de modelos

posibles que apoyasen y facilitasen la estimacion de los triglicéridos.
Se inyectaron mezclas de patrones de FAMEs (PolyScience Corporation) en el HPLC con

el fin de establecer una relaciéon entre los tiempos de retencién de estos ésteres y de los

triglicéridos y sus constantes moleculares mediante el programa 1R (BMDP) de regresion
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lineal multiple, Los patrones se disolvieron en acetona y se inyectaron por triplicado cada

una de las disoluciones siguientes:

- FAMEs de C4:0, C6:0, C7:0, C8:0, C9:0, C10:0, C11:0, C12:0y C14:0,
- FAMEs de C16:0, C18:0, C18:1 (0), C18:2 (L), C18:3 (Ln), C20:0 y C22:0
disueltos al 10% en etilbenceno,

- mezclas de ambas disoluciones.

Se intercald un detector UV (LDC Analytical) a 210 nm entre la columna de HPLC y el
detector de masa para mejorar la deteccion de los FAMEs mas volatiles. Sin embargo, fue
necesario ¢l uso del detector de masa para la deteccién de los FAMEs de mayor peso

molecular porque el gradiente de acetona producia una fuerte deriva de la linea base en el

detector UV,

2.2.6- Estimacion de la composicion en triglicéridos de la grasa de leche de

oveja

La composicién en triglicéridos se estimd segin una modificacién del método descrito
por Barrén y col. (1990), basado en el célculo del NEC a partir de los £’ de los picos
cromatograficos de HPLC y en la composicién molar en 4cidos grasos en cada fraccidon
recogida a la salida de la columna y analizada por GC y teniendo en cuenta que las tres
posiciones de los 4cidos grasos en el glicerol son equivalentes, hecho que se justifica

porque el andlisis por HPLC no separa isémeros de posicion (Bailey, 1951; Hersléf y

Kindmark, 1985, Perrin y Prévot, 1986).
Para el tratamiento de los datos en la estimacidn de la composicion los triglicéridos se

cred un programa informético en lenguaje QuickBasic (Anexos [y II), en el que a partir

de los datos de areas de los 4cidos grasos presentes en cada fracciéon y los NEC
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correspondientes a cada tiempo se obtuvieron los triglicéridos posibles en mayor

proporcién en cada fraceidn.

2.2.7- Comparacidn de la composicién en triglicéridos de la grasa de leche de

oveja, cabra y vaca.

La leche cruda de vaca (1 muestra de 250 mL) para el estudio de comparacion fue
proporcionada por la granja diplomada La Chirigota, en Villanueva del Pardillo
(Comunidad de Madrid); la leche cruda de cabra (! muestra de 250 mL) se obtuvo de la
granja Queserias Ibéricas, en Fuenlabrada (Comunidad de Madrid). La leche oveja se

obtuvo segin se explica en el apartado 2.2.1.

La fraccion triglicérica de la leche de las tres especies animales se extrajo del modo

indicado en el apartado 2.2.1 y posteriormente se realizé un anélisis por HPLC segun se

ha indicado previamente en el apartado 2.2.2.

La aplicacion del programa de desconvolucién de picos permitid que éstos fueran
agrupados de acuerdo con sus constantes moleculares. Las especies moleculares se

agruparon segim su NEC en NEC < 34; 34 <NEC £ 40 y NEC > 40,
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2.3- RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1- Andlisis de los dcidos grasos de triglicéridos de fracciones de HPLC por

cromatografia de gases

2.3.1.1- Analisis cualitativo

El andlisis de los 4cidos grasos de Ia grasa lactea por cromatografia de gases permitié la
separacion e identificacién de 43 especies moleculares distintas (figura 2.3.1.1). Con
estos resultados se destaca el gran nimero de distintos acidos grasos constituyentes de los
triglicéridos de la grasa de la leche, hecho que dificulta la identificacién de estos ultimos.
Los 4cidos grasos mayoritarios son los de cadena saturada par junto con oleico y
linoleico, pero también se detectaron acidos grasos de cadena impar, tanto saturados
como insaturados, ramificados, e isomeros de los acidos oleico, linoleico y linolénico.

Suponiendo que los acidos grasos se esterificaran al azar a la molécula de glicerol, las

especies posibles serian 43° = 79.507.

2.3.1.2- Analisis por GC/M

Los resultados obtenidos mediente el analisis de los acidos grasos por GC/MS sirvieron

para confirmar la identificacién de algunos 4cidos grasos de asignacion dudosa, en

especial los acidos de 19 y 20 carbonos y los insaturados de 18. El ion molecular del
espectro de masas nos aportd informacidn sobre los pesos moleculares de los diferentes

compuestos, de este modo se pudo averiguar sin ninguna duda el nimero de carbonos y

de insaturaciones de los acidos antes mencionados. Sin embargo, no fue posible

determinar la posicién de los dobles enlaces en la cadena hidrocarbonada ni su isomeria

Cis-TFans.
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Capitulo 2. Aplicacién a la extraccion de grasa ldctea de nala,

La utilizacién de helio como gas portador en el método desarrollado, que utiliza
nitrégeno, produjo una disminucién de los tiempos de retencion y por ello la resolucién

empeoré; no obstante, el nimero de picos y su orden de elucidn no vario,

En la figura 2.3.1.2a se presenta un cromatograma de la corriente total de iones (TIC)
obtenido mediante el analisis GC/MS, en él aparecen los ésteres metilicos de los acidos
grasos, En la mayoria de los casos fue posible la completa caracterizacion de los
compuestos, gracias a la comparacién con patrones, sin embargo, en el resto solamente
pudo obtenerse informacion de sus nimeros de carbonos y de dobles enlaces. En las
figuras 2.3.1.2b y 2.3.1.2¢ se ofrece una ampliacién de la TIC entre los 30 y 50 min del
analisis GC/MS y las corrientes de los iones 268, 284, 292, 312, 310 y 294,
correspondientes respectivamente a los iones moleculares de los ésteres metilicos de los
acidos C16:1 (el segundo de ellos corresponde al Acido palmitoleico), C17:0 (ramificados
y lineal, respectivamente), linolénico, nonadecanoico, nonadecenoico, y C18:2 (el
segundo cormesponde al acido linoleico). Esto nos ha permitido asignar los tiempos de

retencion de compuestos con distinto peso molecular,

82



£8

Abundancia

g SO 7
< S+0O7 -
3. Se+0O7 -

Bo+—O7 -

2. Sev0O7
Ze+0O7
1. S+ 0O7 -

1T ea+0O7 -

S0O000000

Tiempo —° :

T T - T
10.00

JLLL i1/ L ATJJL:.

T ¥ T — T T 3 f T
=20.00 30.00

Figura 2.3.1.2a. Corriente de los iones totales de los 4cidos grasos por GC/MS

‘Djou 3P BIIIP] VSOLT ap UQIooD4]X2 ] D uorovoydy 'z opnnde)



Capigyéo 2. A,{:Hcacidn a la extraccion de grasa ldcfea de nata.

4.4 a+07
1.2Za+07
1e+07
8000000
S000000
4000000

2000000

Tiempo - So'0o

Abundancia

[=lelelsln]
TEQOO
TAooo
5000
S0000
S5000
[=lalelsle]
45000
L lelelels)
IHOQO0O0
fclalalolel
ZEOOO
ZOOOO
1 BS000
plelelele)

5000

Tiempo —<

Abundancia

L

1

i

lon 268

2200 8406 3600 3800 4000  A42.00 44.00 46.00

TR Y| .m“ 4 + A

"asloo

Z2o0O00

10000 -

1T BOoOO -

ATFoOOO0

100050

150000

1A OO

1300

1ZOoOad o

110000 -

pRalslelalel

GO0

aoacdo -

FOooo -

aoooo -

S5Q000 -

- DI ]

DOHIOO

2000 o

OO0

Tiempo — -

Lyl 1 [ N

= ad T T
32 .00 B4.00 A6 00  BB.00 40.00

lon 284

A2 oG 4400 46.00

aa .00

o

Az loo 34 00 e

Figura 2.3.1.2b. Corrie

v v v v
oo an. 00 ao. 00 az.bo PYRY a8 o0

nte de los iones 268 y 284 por GC/MS

4| oo

1

84



Capltulo 2. Aplicacién a la extraccion de grasa ldctea de nara.

—Abumdancia

1.6a+07
1.4@-+07 -
1.2a+07 4
1@a+-0O7 -
8000000
B8O000000 -
4000000 -

2000000

Tiempo — Soao

Abundancia

b~ - 1=T=1=R
OO
R - l=lel =Rt
10000 3

BOOO

!

3200

34.00  86.00

lon 282

Tas o0 4000  42.00

48.00

-t 8. oo

"aB.00

PN

Tiempo — <
Abundancia

zoooc ]
EY-T-T-T_
EE-L-T-T-T
O

B OO -

Tiempo — ™

Abundancia

OO0 4
ZOGRO ]
T BOoo0 -
S OO O
COOA -

»z .00

=T ae. oo

lon 312

T e 36 00

lon 310

“0.00

PO W

PN =]=]

“z, 00

‘aaleo

Tiempo —<

Abundancia

1 B50000 A
14 0000
hfcislalele B
120000
110000 -
hilkslslalnie by
S50000 4
/80000 4
TOO00
[alalelels B
50000 -
40000
BOOOO
20000

10000 +

Az ao

Ba 00 malan

lan 294

-z 00

N

“e,. 00

|

Y=Y

LJ..J\._.L A

Tiempo — ©

az.00

Figura 2.3.1.2¢. Corriente de los iones 29

5a 00  368.00

42,00

2,312, 310y 294 por GC/MS

AG.Q0

as.ao

85



Capltulo 2. Aplicacién a la extraccidn de grasa ldctea de naia,

2.3.1.3- Analisis cuantitativo

En todos los casos se inyectaron los patrones por quintuplicado. Los resultados de los
célculos del factor de respuesta segin se indico en ¢l apartado 2.2.4.5 y sus desviaciones
estandar relativas, que hacen referencia a la precisién del método de analisis, fueron los

siguientes:

AcidoGraso F  CV(%)

Butirico 420 5,38
Caproico 2,10 3,34
Caprilico 1,61 1,93
Oleico 1,09 4,00
Linoleico 1,15 4,05

Linolénico 1,15 4,28

En la tabla 2.3.1.3 se ofrecen los porcentajes en que se encuentran los acidos grasos de
los triglicéridos mayoritarios estimados en la grasa total de la leche de oveja. Los
resultados del analisis de la grasa de oveja demostraron que los 4cidos mayoritarios son el
palmitico, miristico y oleico por este orden, pero también es importante la cantidad en la

que se encuentran los acidos de cadena corta y media (4 a 12 carbonos). El acido

vaccénico se encuentra en una concentracion mayor a la de otros acidos insaturados como

el miristoleico, palmitoleico y linolélico, siendo el tercer 4cido insaturado en importancia

por su proporcion. También es de destacar Ia alta concentracion en que se¢ encuentran los

4cidos grasos de cadena impar (sobre todo lincal, pero también ramificada) en

comparacion con otros tradicionalmente considerados en la estimacion de la composicion

de la grasa lactea, como es el acido linolénico.
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Capltulo 2. Aplicacién a la extraccion de grasa ldctea de nata,

Tabla 2.3.1.3. Porcentajes de los acidos grasos mayoritarios.

Ac.Graso % Ac.Graso %
Bu 7,36 Pa 1,03
Co 6,50 aiMa 0,18
Cl 4,07 iMa 0,31
Ca 8,55 Ma 0,34
La 7,82 S 6,75
M 16,05 0 10,52
Mi 1,08 A% 1,36

aiPd 0,23 L 1,82
Pd 1,29 Ln 0,14
P 24,62

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ramos y Judrez (1986Dh).
Posteriormente se procedid a la inyeccidn de las 227 fracciones recogidas a la salida de la
columna de HPLC para la cuantificacion de los é4cidos grasos. Los datos que se
obtuvieron se procesaron el programa de estimacion segin el apartado 2.3.3 para obtener

las posibles moléculas de triglicéridos presentes en cada fraccién.

2.3.2- Andlisis cualitativo de los triglicéridos de la grasa de leche de oveja

2.3.2.1- Aplicacién de modelos matematicos

El tiempo muerto del analisis HPLC se caloul6 a partir del volumen muerto estimado a
partir de la ecuacién (20), ya que las sustancias que apenas sufren retencién en las

columnas no son detectables debido a su volatilizacion a las temperaturas de analisis del

evaporador:
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Capltulo 2, Aplicacion a la extraccidn de grasa ldctea de nata.

V, = Mitetano) ~™ Magua D= _KQ_ : (2.20)
P storancn ~ P agua L
Siendo:
Vo el volumen muerto, m la masa de la columna con metanol o
fg el tiempo muerto, agua,
@ el flujo, p la densidad.

El volumen muerto fue de 2,54 mL, que con el flujo de 0,9 mL/min del método de HPLC

dieron un tiempo muerto de 2,82 min.

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

triglicéridos proporcionaron valores bajos del coeficiente de determinacion (r’):
logk’ = -0,34074 + 0,04176NC - 0,0699ND, 1" =0,9390; (2.21)

y una no adecuada distribucién de los residuos (figura 2.3.2.1a), por lo que no se pudo

asumir que la regresion fuese lineal.
La aplicacion del modelo de Takahashi y col. (1988) ofrecid los siguientes resultados:
Logk'sap = 0,15451 + 0,6287 logk'ass + 0,2770 logk'szs, I =0,9961; (2.22)

logk 'apc = 0,17554 + 0,6002 logk ‘saa + 0,0342 logk 'spp + 0,2629 logk 'ccc,
r? =0,9992. (2.23)

En la primera de las regresiones (2.22) los resultados de los ceoficientes son semejantes a
los esperados (2/3 para el primero y 1/3 para el segundo) y el coeficiente de

determinacion es proximo a la unidad. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
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Capitulo 2. Aplicacidn a la extracclén de grasa ldctea de nata.

patrones de triglicéridos homogéneos que pudieron utilizarse fueron tan sélo 6 para 12
triglicéridos heterogéneos y que no pudieron conseguirse datos para tiempos anteriores al
minuto 75 (t del LaLaM). Los resultados tras la aplicacion de los datos a la segunda
ecuacién (2.23) no fueron los deseados, los coeficientes deberian ser todos semejantes a
1/3; el hecho de tener un coeficiente de determinacién tan elevado es sélo una

consecuencia de haber utilizado un {inico patrén heterogéneo (OPS3).

La figura 2.3.1.2b muestra un cromatograma de aceite de soja. Al ampliar los datos

disponibles con la utilizacion del aceite de soja, los resultados fueron:
logk 'sas= 0,12801 + 0,6257 logk 'aaa t 0,2962 logk 'spa, ? = 0,9971; (2.24)

logkanc = 0,01969 + 0,1393 logh'asa + 0,393 1 logk spp + 0,4433 logk ‘ccc,
% =0,9961. (2.25)

Estos resultados no mejoraron los anteriores, De este modo se demostré que el modelo de
Takahashi y col. no se adecuaba al método cromatogréafico utilizado en este estudio y se

vio imposibilitado su uso para la estimacién de los triglicéridos de la grasa lactea.

La figura 2.3.2.1c muestra un cromatograma de FAMEs por HPLC con sus tiempos de
retencién y con los registros para los dos detectores utilizados. Se puede observar que el
orden de elucién es idéntico al de los triglicéridos a pesar de que la retencion sea menor.
En primer lugar se obtuvo una ecuacion lineal que relaciond la retencion cromatografica

de los FAMEs con sus constantes moleculares, dando buenos resultados:

logk’ = -0,47750 + 0,07356NC - 0,1558ND, #=009934.  (2.26)
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Capitulo 2. Aplicacion a la extraccion de grasa ldctea de nata,

Posteriormente se realizaron regresiones entre los factores de capacidad de los FAMEs y

los triglicéridos segun la siguiente ecuacion:
logk 16 = alogk 'rame: + blogk ramez clogh 'rames;  (2.27),
procediendo del siguiente modo:
logk 'rame = -0,468 -+ 0,0732NCramg - 0,158NDrame; (2.28)
logk 1 = 1,1613logk ramer + 1,1148logk ‘ramez + Ologk 'rames; (2.29)

pero los resultados no fueron satisfactorios debido a que los FAMEs eluian durante el
primer gradiente, y los triglicéridos Io hacian durante todo el método (para el estearato de
metilo t, = 24,24 min, eluyendo durante el primer gradiente, para la SSS t. = 160,90,
eluyendo en el segundo isocratico). Ademas, ya que existia una repetion de datos para el
caso de triglicéridos homogeneos Yy heterogéneos (del tipo AAB) se producia una
desestimacién de unas variables por otras debido a las fuertes correlaciones entre estas

variables, consideradas como independientes.
La aplicacion del método de Goiffon y col. (1981) dio como resultado el siguiente:

logk’ = 0,71627 + 0,019114 - 0,0428d, +0.02245 - 0,0511dy + 0,0164/¢ - 0,0272dC,
?=0,9722. (2.30)

El mayor inconveniente que presentan estos resultados es semejante a los obtenidos de

los FAMEs, se trata de que muchas veces s¢ producen fuertes correlaciones entre las

variables coincidentes dependiendo de las constantes moleculares de los triglicéridos

utilizados en la regresion.
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Por el contrario, si los valores del logk’ de los patrones utilizados se relacionan con el NC
y ND por separado en dos grupos, se obtienen valores altos del coeficiente de
determinacion y el analisis de los residuos (figuras 2.3.2.1d y e) permite asegurar que la
regresion es lineal, del tipo de la representada en la ecuacion (2.12). El primero de estos
grupos corresponde a los triglicéridos que eluyen durante el primer gradiente y primer
isocratico (antes del minuto 70), y que son tributirina, tricaproina, tricaprilina,
tripelargonina, tricaprina, trilinolenina, trimiristoleina y trilaurina. El segundo grupo de
triglicéridos corresponden al reste de los patrones utilizados. La figura 2.3.2. 1f representa
un cromatograma de HPLC de los triglicéridos utilizados como patrones, con Sus

correspondientes tiempos de retencion y el método de gradiente utilizado.

Los célculos realizados para el NEC de triglicéridos que eluian antes de los 70 min

fueron los siguientes:

log &’ =~081130+0,06025NC - 0,1280ND 5 (2.31)

=2 (2.32)

NEC=NC-212ND;  (2.33)
log k’ =~0,81143 + 0,0602SNEC + 0,0289; ?=09967 (2.34)

: logk, +0,81143—0,0289

NEC,, = , 2.35

min -.-03.06.@25 ( )
logk. + 0,81143+0,0289

NEC, =—2m2 o= . (2.36)

H
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Capltulo 2. Aplicacion a la extraceion de grasa ldctea de rata.

siendo: £y el factor de capacidad en el tiempo en que comienza a tomarse una
fraccién (t,),
2 el factor de capacidad en el tiempo en que se termina de tomar una
fraccion (t, =t; + 40 5).

Los resultados para el segunde grupo de triglicéridos fueron:

log £*=0,72097 + 0,01919NC ~0,0412IND;  (2.37)

g==204121
0,01919

=-215,  (2.38)
NEC=NC-215ND;  (2.39)

logk’ =0,72093+0,01919NEC £0,0151; > =0,9699 (2.40)

_logk, +0,72093- 0,0151

NEC, = : (2.41)
001919
k, +0,72093+0,0151
NEC, =198k +0,7209 ; (2.42)
001919

Estos tltimos resultados fueron los umicos vélidos de entre los propuestos por otros
autores en la bibliografia. La inadecuacion de los modelos invalidados se debe a que se
propusieron para sistemas isocracticos de separacion, condiciones en las que se podria
haber obtenido buenos resultados en lo que se refiere a la adecuacién de los modelos; sin
embargo (tal como ocurre en los estudios llevados a cabo por otros investigadores en
sistemas isocraticos de elucidn), los resultados en la separacion cromatografica de los
triglicéridos no son tan buenos como los conseguidos en el sistema de gradientes

utilizado en el presente estudio, con la consecuente estimacion de un namero bajo de
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especies moleculares. Al realizar la modelizacidn tras dividir el cromatograma en dos
tramos se consiguid que estos modelos fueran validos y perfectamente aplicables, v
sumado al sistema cromatografico que permitio la obtencién de un gran niimero de picos,
se logrd 1a estimacion de un gran numero de especies moleculares de triglicéridos con
gran garantia, La aplicacion de los analisis por GC de las fracciones de HPLC mejord los
resuitados al obtenerse la composicién en 4cidos grasos de cada fraccidn y, de este modo,
realizar la estimacion también en funcion de las cantidades en que se encuentran cada uno

de los triglicéridos en cada fraccion, no sélo en funcidn de su presencia.

2.3.2.2- Estimacion de la composicién en triglicéridos de grasa lactea ovina,

La aplicacion de las ecuaciones anteriores (2.35, 2.36, 2.41 y 2.42) redujo el nimero de
triglicéridos posibles en cada una de las 227 fracciones recogidas a la salida de la
columna de HPLC a aquellos con adecvados parametros moleculares (NEC) para cada

pico en su tiempo de retencién correspondiente.

Ademas, el andlisis por GC de los acidos grasos presentes en cada fraccion también
redujo drésticamente el namero de especies moleculares estimadas para cada pico, y en
algunos casos limitd la posibilidad incluso a un dnico triglicérido. La composicion en
triglicéridos de cada fraccion se calculé a partir del porcentaje molar de los principales
acidos grasos en cada fraccion, teniendo en cuenta que las especies mas probables que se
consideraron fueron aquellas que se encontraron en porcentajes altos (normalmente
mayores a 0,01%, dependiendo del nimero de 4cidos grasos encontrados en cada
fraccién) y que sus NEC se incluyeron entre los limites de NEC de cada fraccién

teniendo en cuenta el error estdndar de las regresiones como los valores de NECyy, ¥

NEC,.sx ( ecuaciones 2.35, 2.36, 2.41 y 2.42).

El los anexos I y II se muestran los programas desatrollados en QuickBasic para la

estimacidn de la composicién en triglicéridos que eluyen antes y después de los 70 min
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respectivamente. Estos programas realizan una seleccién de los triglicéridos adecuados
para la estimacién de entre todos los posibles. Para ello aplica las ecuaciones 2.33 y 2.39
para el caleulo del NEC de cada triglicérido, posteriormente calcula el NEC,;, y NECpix
de cada fraccion y selecciona los triglicéridos de NEC comprendido en el intervalo. Tras
esta primera seleccidn, el programa calcula los procentajes molares en que se encuentra
cada triglicérido a partir de los datos del andlisis de GC y reduce el nimero de

triglicéridos a los que se encuentran en %mol > 0,01.

A continuacién se detallan, paso a paso, los procesos seguidos para la estimacion de la
composicién en triglicéridos de la grasa lactea en tres tramos del cromatograma de HPLC,
mostrando cada uno de ellos una dificultad creciente. La figura 2.3.2.2a muestra el

cromatograma de los triglicéridos indicando las zonas que se describen como ejemplos de

demostracion;

A) en primer lugar, cuando fue posible, se ufilizaron los tiempos de retencién de
triglicéridos puros para la identificacion. Este es el caso mas sencillo, y pudo realizarse
para la estimacion de la trioleina (O00). El tiempo de retencién de la trioleina usada
como patrén (123,9 min) pudo hacerse corresponder con el tiempo de retencidn de un
pico que aparecia durante los minutos 122 y 123, ptimamente resuelto respecto de los
anterior y posterior, No obstante, tras realizarse los analisis de las fracciones por GC y el
calculo del NEC adecuado al tiempo de retencion, la asignacion quedd confirmada. El
analisis de acidos grasos correspondi6 al de las fracciones 164 - 165, La tabla 2.3.2.2a
retine los resultados obtenidos en cada paso para la asignacién de la trioleina:
primeramente s¢ exponen los resultados obtenidos en el anélisis por GC en cada fraccion,
seguidamente se calcula el nimero de friglicéridos posibles (si se considera que los
acidos grasos se distribuyen al azar e independientemente de que tengan NEC adecvado o
no al tiempo correspondiente), por tiltimo se ofrecen los triglicéridos resultantes tras las
limitaciones que los reducen tnicamente a aquellos con NEC apropiado y en porcentajes

molares superiores a 0,01% (resultados ofrecidos por el programa del anexo 1),
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Tabla 2.3.2.2a. Acidos grasos mayoritarios y triglicéridos estimados en las fracciones

correspondientes a la elucion de la trioleina.

N° Fraccidon Acidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados
inyectados)
164 Ca(l,1); La(0,8; M 512 000
0 (36,4), V(LI1); L

(2,1) SOL

165 Ca(13);La(1,2); M 729 000

(4,2);Pd (2.9); P o0V

(40,5); S (4,8); O
(49,2); V (4,3), L (1,5) SoL

Tabla 2.3.2.2b. Acidos grasos mayoritarios y triglicéridos estimados en las fracciones

correspondientes a la elucion de NP = 52.

N° Fraccion Acidos Grasos Triglicéridos Posibles TFriglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados
inyectados)
192 Ca (0,6); La (0,4); M 343 PdSS
$(1,4); 0 (0,6
(1,4); 0 (0,6) pss
193 Bu (17,6); Co (23,7), Cl 1728 PSS

(12,0); Ca (25,7); La
(17,7); M (36,5); Pd
(3,4); P (53,5); Ma
(1,0); S (12,9, O

(29,7); L (2,6)
194 nd. 0 -
195 nd.’ 0 -
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Tabla 2.3.2.2b (continuacién).

N°® Fraccion

Acidos Grasos
Mayoritarios (ng
inyectados)

Triglicéridos Posibles

Triglicéridos
Estimados

196

197

198

199

200

201

202

Cio:l (3,8); La (0,6),
Cia0 (2,9); Cian (1,3);
M (1,4);, P (2,6); S
(0,6); 0 (0,9)

Bu (1,1); Co (1,6); Cl
(2,0); Ca(5,8), La
(3,3); M (8,0); Pd(0,7);
P (16,1); S (7,0); O
(1,0)

Bu (3,1); Co (4,0); Cl
(450)3 Ca (8’9), clO:!
(2,1); La (5,4); Cizo
(8,4); M (10,5); Pd
(1,1); P (16,6); S (5,0);
0 (13,0); V (1,05, L
(2,1); Cio0 (0,7); Ln
(0,9); ctcCig (0,5);
Cao0 (0,2)

Bu (1,0); Co (2,3); Cl
(12,3); Ca (2,0); La
(2,0; M (3,4); P (5,7);
S(2,0,03.4);L
(0,7); Ci90 (0,2); Ln
0,1)

Bu (1,0); Co (3,5); Cl
(10,1), Ca (2,9); La
(5,3); M (7,8); S (4,6);
03,9, V(0,2); L
(1,0); Clg;o (0,2); Ln
(0,1), CICC|3:2 (0,1)
Ca(0,3); La(0,3); M
(0,8); P (3,3); § 2,7), 0
0,9)

M (1,1); P (4,0); S
(2,3),0(L2)

512

1000

5832

1728

2197

216

64

SSO
PSS

PdSS

SSO
PSS

SSO
PSS

SSO
PSS

SSO
PSS
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Tabla 2.3.2.2b (continuacijn).

N° Fraccién Acidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados
inyectados)
203 Co (0,4); C1(0,2); Ca 512 SSO
(1,0); La (0,4); M (0,9); PSS
P (2,6);S(1,7); O (0,8)

" no detectados.

Tabla 2.3.2.2¢. Acidos grasos mayoritarios y triglicéridos estimados en las fracciones

correspondientes a la elucién de NP = 46.

N°® Fraccion Acidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados
inyectados)
151 Co (0,8); Ca(1,4); La 4913 73
(2,0); M (5,3), iPd

(1,0); aiPd (1,2); Pd
(1,8); P (5,1); Pa(1,6);
iMa (0,6); aiMa (0,6);

Ma (0,5); S (1,4); O
(8,3); V (0,2); L (1,7);

clcCisz (0:5)

152 Ca (1,2); La(1,0; M 1728
(3,6); iPd (0,3); aiPd
(0,3); Pd (1,0); P (9.4);
Pa(1,6); S (1,2); 0
(10,8); L (3,7); ctcCza
(14)

153 Co (0,6); Cl (1,2); Ca 2197 43
(1,3); La (1,8}, M
(21,1); Pd (1,5), P
(15,1); Pa (2,6); S (1,0);
0(22,4), V(0,5),L
(4,6); ctcCyga (1,3)

53
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Tabla 2.3.2.2¢ (continuacién).

N° Fraccidn Acidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados
inyectados)

154 Ca (1,8); La (2,1); Ciao 4913 75
(0,5); M (1,2, M
(26,9); iPd (0,4); aiPd
(0,5), Pd (3.7); P
(22,5); Pa (6,2); Ma
(1,4); 8 (3,9); 0 (36,3);
V (2,7, L(3,1); Ln
(1,3); ctcCi32(0,9)

155 Cl1 (6,8); Ca (1,2); Cioa 729 10
(1,7); La (1,2); M (6,3);
Pd (1,2); P (4,1); S
(0,3, 0 (2,1)

156 Co (2,5); C1(0,8); Ca 6859 48
(1,5); La (11,7); M
(58,4); iPd (0,6); aiPd
(1,3); Pd (0,9); P
(62,5); Pa (2,2); iMa
(0,3); aiMa (0,6), Ma
(0,1); S (10,1, O
(45,1); V (3.4); L (6,0);
Ln (0,4), ClCC]g:z (2,0)

157 Cl (5,4); Ca(1,0); La 343 6
(6,9); M (29,2); P
(18,3); S (1,5); O (8.8)
158 Ca (0,8); La (3,0; M 512 18

(11,8); P (10,1); Pa
(1,0, S (1,3); 0 (1,3);
V (0,6)
159 Cl (2,4); Ca (0,7); La 343 6
(2,0); M (4,9); P (7.8);
S (0,4); 0 (0,7)
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Tabla 2.3.2.2¢ (continuacién).

N Fraccion Acidos Grasos
Mayoritarios (ng

inyectados)

Triglicéridos Posibles Triglicéridos

Estimados

160 Bu (1,8); Co (1,8); Cl

(1,1); Ca(7,2), La
(14,5); M (46,7); iPd
(3,2); aiPd (5,4); Pd

(4,8); P (75,6); Pa (1,1);

Ma (2,0); aiMa (1,7);
Ma (1,1); S (22,0); O
(21,4); V (0,5); L (1,5);
Ln (0,2); ctcCig, (0,3);
C20:0 (0’7)

Ca (6,6); La (5,7, M
(19,2); iPd (1,4); aiPd
(1,5), Pd (1,9); P
(32,8); Pa (0,4); Ma
(0,7); aiMa (0,7); Ma
(0.4); 8 (12,1); 0 (5,.2);
V (0,8); Ln (0,9)

Co (0,7); C1(0,6); Ca
(2.1); La (1,1); M (4,5;
iPd (0,5); aiPd (0,8); Pd

(2,4); P (7,8); iMa

(0,3); aiMa (0,4); Ma

(0,7); $ (2,9); 0 (16,8);
Vv (1,2); L (0,8)

Ca (0,9); La (1,4); M
(8,4); iPd (1,3); aiPd
(2,6); Pd (6,8), P
(17,2); iMa (1,3);, aiMa
(1,6); Ma (1,8); S (3,8);
0 (47,6),V(22),L
(1,0)

161

162

163

9261 66

3375 70

4096 82

2744 86
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La trioleina es el triglicérido que se presenta en mayor porcentaje molar, siendo el OOV
minoritatio y eluyendo en la cola del anterior (el enlace trans prolonga el tiempo de
retencién). Posteriormente eluye el SOL porque la acumulacion de dobles enlaces en
unos acidos (como el linoleico) y la presencia de 4cidos saturados (como el palmitico)
provoca un aumento en el tiempo de retencidn respecto a otros triglicéridos con igual
NEC pero con igual ND en cada 4cido graso (000). La mejora de la eficacia de las
columnas de HPLC (n°® platos/m = 160.369 en la columna de 15 e¢m, columna de 25 cm.
161.364) confirmé los resultados anteriores al aparecer tres picos donde antes existia
Gnicamente uno. La figura 2.3.2.2b muestra el segmento de cromatograma

correspondiente a estos triglicéridos donde se separaran los tres triglicéridos tras mejorar

la eficacia de la separacidn.

B) en segundo lugar se describe el desarrollo de la estimacion llevada a cabo para los
triglicéridos de NP = 52. Estos triglicéridos eluyen en el cromatograma de HPLC durante
los minutos 143 a 151, tal como se muestra en la figura 2.3.2.2a, y se recogieron en las
fracciones 192 a 203. En primer lugar se analizaron los FAMEs de cada fraccion por GC
y se obtuvieron las 4reas resultantes tras la integracién. La figura 2.3.2.2¢ corresponde al
cromatograma obtenido por GC de los FAMEs de la fraccién 201, recogida desde los 147
min 20 s hasta el minuto 148. La tabla 2.3.2.2b incluye los resultados de los 4cidos grasos
mayoritarios para cada fraccién, el miimero de triglicéridos posibles y los triglicéridos
finales, resultantes de la seleccién llevada a cabo en funcién de que tengan el NEC

apropiado y que a la vez posean un %mol >0,01 (aplicacion del programa del anexo II).

El analisis de la fracciones 194 y 195 no dio cantidades cuantificables de FAMEs; las
fracciones 198 y 199 si las dieron, pero los triglicéridos posibles no estuvieron dentro del
intervalo de NEC adecuado para el tiempo de elucién. Las primeras fracciones resultaron
contener un triglicérido de NP = 51, el PdSS, que aparecié como un pequefio pico
anterior al $SO. Se estimd que el SSV era un pequefio pico que eluia posteriormente al
$SO, ya se ha citado anteriormente que los dobles enlaces frans retardan el tiempo de

retencion respecto a los cis (El-Hadmy y Perkins, 1981; Laakso y Kallio, 1993), si bien,
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esto no se pudo comtemplar a la hora del calculo del NEC por no disponer de patrones
con este tipo de insaturacion. De los picos mayoritarios de NP = 52 en el cromatograma
de HPLC, el SSO eluye antes que el PSS por poseer menor NEC, La estimacién de los
cuatro triglicéridos se adecud perfectamente a los picos que aparecieron en el

cromatograma, tal como se ve en la figura 2.3.2.2a.

C) en ultimo lugar existia el problema de que en la identificacion de algunos picos se
mostraba de forma clara que ciertas especies podian corresponder a mas de una fraccion,
Teniendo en cuenta el orden de elucidn junto a una representacién de la probabilidad de
encontrar un triglicérido especifico en una fraccion especifica fue posible también la
asignacion de los picos. Es el caso de la asignacién de los triglicéridos con NP = 46, cuyo
proceso se detalla a continuacidn. La figura 2.3.2.2a muestra la seccion de cromatograma
correspondiente a los triglicéridos con NP = 46. Este es el mas complejo de los casos
presentados, ya que las fracciones son de composicién muy variada en 4cidos grasos, lo
que aumenta el niimero de especies posibles de triglicéridos. El niamero de especies
moleculares de triglicéridos también es mayor porque, con los 4cidos grasos descritos,
son mayores las combinaciones posibles que posean 45 < NEC < 46. Los tiempos de
retencion de estos triglicéridos se sitian entre los 116 y 122 min, que corresponde con las
fracciones 151 a 163. El cromatograma de la figura 2.3.2.2d se corresponde con la
composicién en dcidos grasos de la fraccién 154, en él aparece un mayor ntimero de
4cidos grasos diferentes y en mayor cantidad que en el cromatograma de la fraccién 201
(figura 2.3.2.2¢), La tabla 2.3.2.2¢, tal como las tablas anteriores, muestra los resultados
obtenidos en éacidos grasos mayoritarios, triglicéridos totales posibles y triglicéridos
finales resultantes de la estimaciéon en cada una de las fracciones. El nimero de
triglicéridos resultantes tras una primera estimacion fue muy elevado, por lo que hubo
que reducir este niimero por medio de aumentar el %mol minimo permitido 0,1%. La

tabla 2.3.2.2d retne los triglicéridos que, finalmente, se consideraron en la estimacién.
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Tabla 2.3.2.2d. Triglicéridos finales con NP = 46 en cada fraccion para la estimacion y

su NEC correspondiente.

N° Fraccién Triglicérido (NEC)

151 LOO (45,41), POL (45,56), MOO (45,71), PPa0 (45,71), MOV (45,71),
PPL (45,71, MSL (45,71), MPO (45,85), MPV (45,85), LaSO (45,85),
MPP (46), MMS (46), LaPS$ (46)

152 LOO, SLL (43,41), POL, MOO, PPa0, PPL, MSL, MPO, L.aSO, MPP,
MMS, LaPS

153 LOO, POL, MOO, PPa0, MOV, PPL, MSL, MPO, MPV, LaSO, MPP,
MMS

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

155 MOO, MPO, MPP

156 LOO, POL, MOO, PPa0O, MOV, PPL, MSL, MPO, MPV, LaSO, MPP,
MMS, LaPS

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

158 MOO, PPa0, MOV, MPO, MPV, LaSO, MPP, MMS, LaPS

159 MOOQO, MPO, MPP, MMS, LaPS

160 POL, MOOQ, PPaO, MOV, PPL, MPO, MPV, LaSO, MPP, MMS, LaP3
161 PSLn, MOO, MPO, MPV, LaSO, MPP, MMS, LaPS, CaSS (46)

162 LOO, POL, MOO, MOV, PPL, MSL, MPO, MPV, LaSO, MPP, MMS,
L.aPS, CaSS

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

La figura 2.3.2.2 (¢ y f) muestran una representacion de la probabilidad de encontrar los
16 triglicéridos de NP = 46 resultantes, realizada a partir de los %mol obtenidos para
cada una de las especies moleculares en cada fraccién. Esta figura muestra que puede
existir mas de un maximo para cada triglicérido. La asignacion se realizé siguiendo un
orden creciente de NEC. Sin embargo, existen especies con igual NEC, por lo que la
asignacién realizé en base a los porcentajes molares y a criterios de elucion que no
pudieron valerse de un desarrollo matematico. Un segundo anlisis realizado en columnas
con la eficacia mejorada demostro que el nimero de triglicéridos estimados se adecuaba

al nimero de picos en este nuevo andlisis, ademas, el orden asignado fue correcto porque
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Figura 2.3.2.2e. Probabilidad de encontrar los triglicéridos con NP = 46.
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Capitule 2. Aplicacidn a la extraccidn de grasa ldctea de nata.

Figura 2.3.2.21. Probabilidad de encontrar los triglicéridos de NP = 46.
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se correspondié el valor de area de cada pico con el %mol aproximado de cada
triglicérido. El tratamiento de desconvolucién de los picos (mediante el programa
PeakFit, Jandel Scientific) contribuyé a la confirmacién de la existencia de los
triglicéridos estimados y a proporcionarnos las reas corregidas. El resultado obtenido
tras la ordenacién de los triglicéridos segln su tiempo de retencién, la asignacién de cada
uno de ellos a un pico del cromatograma y la representacién del trazado de las gaussianas
por la desconvolucion de los picos se muestra en la figura 2.3.2.2g. Se observé que en el
primer analisis por HPLC el nimero de especies (16) no se correspondia con el nimero
de picos debido a la baja eficacia, pero tras la mejora de ésta se obtuvo un nimero de
picos mayor y se observé también que algunos triglicéridos aparecian como hombros
visibles de otros picos y se pudo realizar la desconvolucion de un modo mas satisfactorio
y sencillo, El triglicérido que primero eluye es el LOO, su NEC es el menor (45,41} y
todos sus acidos grasos son insaturados, por lo que adelantan su eluciéon respecto a otros
triglicéridos con igual NEC pero con un &cido saturado (SLL). El POL eluye antes que el
PSLn por la misma razdn, y son el tercero y cuarto en eluir, respectivamente, por tener en
NEC mayor a los anteriores (45,56). En tercer lugar eluyen los triglicéridos de NEC =
45,71: MQOO, PPa0, MOV, PPL y MSL por este orden, segiin las razones antes dichas.
Se asigno la elucién del PPaO antes que el MOV por tener el maximo %mol en un tiempo
anterior. El MOV eluye posteriormente al MOO por la retencién que provoca el enlace
trans, ademas de que lo corrobora la distribucion de los porcentajes molares de cada uno.
Estas mismas explicaciones son las que ordenan la elucidn de los triglicérdos de NEC =
45,85 y que es, respectivamente: MPO, MPV y LaSO; ademas, el LaSO posee el mayor
tiempo de retencién debido a que los 4cidos grasos saturados de mayor NC contribuyen
en modo mas marcado a aumentar los tiempos de retencién que los acidos grasos
saturados de menor NC contribuyen a reducirlo. El orden asignado a los triglicéridos
saturados (NEC = 46) es el siguiente: MPP, MMS, LaPS y CaSS. Indudablemente, el
MPP es el triglicérido mayoritario y esto se refleja claramente en los resultados de los %%
molares. El Gltimo pico en eluir es el CaSS, sus dos restos de acido estearico provocan un

aumento en la retencién muy importante; este efecto es menos patente cada vez en el

LaPS, MMS y MPP, siendo el MPP el triglicérido saturado de més pronta elucion.
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Se identificaron 181 especies moleculares de triglicéridos; 79 de ellas fueron saturadas,
44 monoinsaturadas y 58 poliinsaturadas. La mayoria de las especies insaturadas
contuvieron un solo acido graso insaturado (61), 41 contuvieron dos, y 5 tuvieron los tres
acidos grasos insaturados. Ademas, se identificaron 10 triglicéridos de NC impar, bien

lineales, bien ramificados. Las especies estimadas quedan recogidas en la tabla 2.3.2.2e.

De las 181 especies moleculares, 151 se habian previamente citado en la bibliografia
sobre componentes de la grasa lactea por Barron y col. (1990), Bornaz y col., (1992) y
Myher y col. (1993). Las otras treinta especies restantes han sido descrifas por primera

vez en este analisis.

Debido al hecho de que la identificacion de triglicéridos se basé no solamente en la
estimacion del NEC sino también en el analisis por GC de fracciones obtenidas tras una
separacion por HPLC, algunas de las especies descritas previamente por otros autores no
se encontraron ¢n este estudio. Este es el caso del estudio llevado a cabo por Bornaz y
col. (1992), que describié la identifiacién de 26 especies moleculares que contenian acido
linolénico. Sin embargo, nuestro estudio solamente ha permitido poner de manifiesto
nueve de ellas, ya que contenian otros 4cidos grasos que se enconfraron en mayores
cantidades. El resto de especies no se ha mostrado en los resuftados por encontrarse en un

porcentaje menor al 0,01% del total de triglicéridos en cada fraccion.

Nuestros resuitados coinciden con los de Myher y col. (1993} en la identificacion de
triglicéridos con 4cidos grasos de cadena impar (NC = 15 y 17), tanto lineales como
ramificados; esto se debe principalmente a la mejora de los andlisis de los ésteres
metilicos de 4cidos grasos por GC. Inclusive, en este estudio ha sido posible la
diferenciacion entre isdmeros iso y anteiso, no sélo en el andlisis GC de los acidos
grasos, sino también en la estimacion de las especies moleculares de los triglicéridos. Los

4cidos tridecanoico y nonadecanoico fueron analizados por GC, pero no se incluyeron en
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Tabla 2.3.2.2, Triglicéridos estimados en grasa lictea de oveja.

N° Pico i TG N° Pico te TG N° Bieo M TG
1 15,658 BuBuP 47 63,140 BuPO 78 102,663 CIPS
2 16,602 CoCoM BuPv CaMS

BuClM 48 64,758 CoMP 76 103,922 CoSS
3 17,592 BuCoP CaCaP 17 105,654 OLL
4 19,017 BuBug§ 49 65,084 BuPP 0OO0Ln
5 21,282 BuCaL BuMS$S SLLn
BuClO 50 66,858 CoPdO PaOlL,
6 22,614 BuCaM BuaiMaO PLL
7 23,045 BuCIP BuiMaO POLn
8 23,927 BuCoS BuMaO 78 106,976 MOL
9 26,805 CoClO 51 67,890 LaLaLa 79 108,222 MPaO
10 21,632 RuCa0 CaLaM LaQ0
11 28,112 CoCIP ClLaP MiPO
12 29,017 BuLaM ColLa8 MPL
13 29,329 BuCaP 52 71,308 CaOLn 80 109,040 MMO
14 29,908 BuCIS 53 71,958 CIOL LaPC
15 31,033 BuLaPd 54 72,470 CoDO 81 110,317 MMP
16 33,300 CoMiL L] 73,279 CoSL LaP?
17 34,008 BuML CaML 82 111,485 LaM8
18 34,258 CoCnO CIPL 83 112,727 CaP8
19 34,782 BuLaO 56 75,253 CoPO 84 114,098 CISS
BuMiP BusSO 85 115,205 LOO
20 35,393 CICaM 57 76,827 CIMO SLL
Col.aM Clla8 roL
21 36,213 CoCal CaMPa 86 116,833 PSLn
22 37,427 BuMM 58 77,800 LaLaM 87 117,232 MOO
BuLaP CaMM 88 118,050 PPa
23 38,242 BuCa8 59 79,345 CIMP MOV
24 41,992 CalnLn CaPP 89 119,204 PPL.
25 42,344 CoOLn BuP§ MSL
BuOL CalaP MPO
CIMiPa G0 81,592 CaPaQ MPV
26 42,922 CnCal 61 83,021 ClOO 90 120,220 LaSO
ClLal 62 84,705 LaML H 121,571 MFPP
27 44,349 CoML CaPL, MMS
BuPL 63 85,931 LaLaQ LaPSs
28 45,006 CiCa0 64 87,193 CaMO CaSS
29 45,983 CoLa0 CaMV 92 123,374 Q00
30 46,495 BuMO 1] 88,462 CIPO 23 123,883 LOS
Bul’Pa CoSO 94 125,013 POO
31 48,725 BuMi8 66 90,191 LaLaP 95 125,831 SLP
32 49,650 N.L LaMM %6 127,079 PPO
33 51,119 CalaLa CaMP 97 127,975 MSO
34 51,962 CaCaM CalaS PPV
35 52,596 Cll.aM CIMS 98 129,358 PPP
36 53,191 CIcls cipp MPS
37 54,027 CICaP 67 91,679 CaPS 9 131,123 Lass
L1 54,619 CoLaP BuSS 100 132,587 S0G0
CoMM Cald 1 133,421 8OV
39 55,908 CoCnS 68 93,723 Ca00 102 134,924 PSO
40 56,421 BuMP LaOL 103 135,978 P8V
Bulas 69 95,348 LaPL 104 137,04t N.L
41 57,425 BuaiPdP MML 108 138,014 PPS
BuPdl CaSL 106 139,829 MSS
CaCaPd 70 96,852 LaMO 107 143,005 MdSs
42 59,550 ClOLn 71 97,712 CaPO 108 144,391 880
CoQOL T2 08,925 CIs0 109 145,142 88V
43 59,746 CaMLn MMiP 110 148,111 PSS
44 60,449 Bu0G 13 99,827 MMM 111 160,683 588
45 60,817 BuOVv LaMP
46 62,248 CoPL 74 101,043 CaPpP
CoMO Lala8

TG = triglicérido; N.I. = no identificado.
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la estimacion de triglicéridos debido a las bajas cantidades en que se encontraron en el

contenido total de la grasa lactea.

Igualmente al estudio de Barrén y col (1990), se tuvo en cuenta el acido trans-vaccénico
por encontrarse en un 1,36% en el anélisis de 4cidos grasos en la fraccion triglicérica
total. Sin embargo, hay que resaltar que en el estudio antes mencionado solamente se
describen 116 especies moleculares de triglicéridos, en lugar de las 181 de nuestro
estudio, debido a que tan solo consideraron 14 dcidos grasos para la realizacion de los

chlculos de los triglicéridos a causa de la menor sensibilidad de su andlisis por GC.

2.3.4- Comparacion de la composicidn en triglicéridos de la grasa de leche de

oveja, cabra y vaca.

La figura 2.3.4a retne los cromatogramas de triglicéridos de leche de vaca, oveja y cabra
y como se puede observar, las diferencias son solamente cuantitativas. Expresados en
porcentajes de rea, los resultados son los recogidos en la tabla 2.3.4. La figura 2.3.4b

muestras los resultados referentes al NEC y también al grado de saturacion de los

triglicéridos.

Tabla 2.3.4. Areas (%) de los triglicéridos de la grasa de leche de vaca, oveja y

cabra en funcion de su NEC.
NEC 534 34<NECs 40 NEC > 40 Total

Vaca 10,83 25,16 64,01 160
Oveja 18,23 32.84 48,93 160
Cabra 15,21 30,83 53,9% 100

La leche de vaca es la que posee fa mayor proporcion de trighoéridos de NEC > 40,

seguido de la leche de cabra y la de oveja respectivamente. Sin embargo, la leche de
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Figura 2.3.4a. Cromalogramas de NPLC de (riglicéridos de leche de vaca, oveja y cabra.
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Capltulo 2. Aplicacién a la extraccidn de grasa ldctea de nata.

oveja es la mas enriquecida en triglicéridos de NEC < 40, delante de la de cabray la de
vaca, por este orden. En cualquiera de las tres especies, la grasa lactea posee mayor
proporcion de triglicéridos de NEC > 40 que del resto de triglicéridos, la menor
proporcion de triglicéridos esta cuando éstos son de NEC < 34, también para las tres
especies animales, Estas diferencias entre las proporciones de triglicéridos segin su NEC
son mas patentes para la leche de vaca y menores para la leche de cabra y oveja
respectivamente; en esta {iltima existe una mayor equiparacion de las proporciones de

triglicéridos en funcion de sus NEC.

Los triglicéridos saturados son los mayoritarios en la grasa lactea de las tres especies
animales. Entre las leches de las tres especies, es la de vaca la que posee una menor
proporcion respecto a la de cabra y oveja, siendo entre estas dos tltimas la proporcién
muy semejante. Los triglicéridos monoinsaturados se encuentran en mayor proporcion en
la leche de vaca, teniendo la leche de oveja valores menores pero cercanos, la leche de
cabra posee la menor proporcion de estos triglicéridos. Los triglicéridos poliinsaturados
estan en la leche de cabra en la mayor proporcién (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 proporcién de triglicéridos poliinsaturados posee. En
las leche de vaca y oveja, existen mas cantidad de triglicéridos monoinsaturados que

poliinsaturados, al contrario de lo que ocurre en la leche de cabra.

Estos resultados pueden explicarse basandose en la composicién en dcidos grasos de la
grasa lactea de estas especies (Ramos y Juérez, 1986). La leche de oveja es mas rica en
acidos grasos de cadena corta (NC < 8) y poliinsaturados, y la leche de vaca lo es en
acidos grasos saturados de cadena larga (NC 2 16). Se confirmé que la leche de vaca
poseia la mayor cantidad de triglicéridos insaturados, debido a la mayor cantidad de acido
oleico; mientras que las cantidades fueron inferiores en leche de oveja y cabra, aunque

semejantes entre ellas (55,31, 51,12y 5 1,13%, respectivamente).
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En la figura 2.3.4c se muestran los porcentajes de triglicéridos en funcién de su NEC,
segiin sean de leche de vaca, oveja y cabra, y de acuerdo a su grado de saturacion. La
leche de vaca posee el mayor porcentaje de triglicéridos de NEC > 40 poliinsaturada, sin
embargo, la leche de cabra es la més rica en triglicéridos de 34 < NEC < 40
poliinsaturada. Estos resultados estan en concordancia con las cantidades relativas de
acidos 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. Aplicocidn a fa extrocoida de grasa kiviea de nala,

APLICACION DE LA EXTRACCION CON DIOXIDO DE CARBONO
SUPERCRITICO A LA MODIFICACION DE GRASA LACTEA EN NATA

2.4- MATERIALES Y METODOS
24.1- Preparacidn de la muestra

Se utilizo leche cruda de oveja proporcionada por Queserias Campo Real en Campo Real,
(Madnid).

La obtencion de la nata a partir de {a leche se realizé segn los métodos detallados en el

apartado 2.2.1.

2.4.2- Descripcidn del equipo de extraccidn

Las extracciones se llevaron a cabo utilizando un extractor de fluidos supercriticos
semipreparativo LDC Analytical que fue modificado previamente en el laboratorio

(Hierro, 1994). La figura 2.4.2 muestra un diagrama de este equipo de extraccién.

El diéxido de carbono liquido es impulsado por medio de una bomba de velocidad
variable cuya cabeza se encuentra enfriada a -11 °C mediante un bafio criogénico para
mantener ¢l CO, en estado liquido. El CO; a la salida de ls bomba se cahenta
previamente a la entrada al interior de 1a celda de extraccion (55 ml de capacidad). Esta

celda de extraccién posec una camisa calefactora controlada mediante una sonda

termopar.

£l CO, supercritico, que contiene €l extracto lipidico, es despresurizado tras la salida de
la celda a su paso por un restrictor variable. La despresurizacion causa el cambio a CO;

en estado gaseoso, separindose el extracto y recogiéndose en un erlenmeycr a presién
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Capitulo 2. Aplicacidn a la extragciin de grasa idctea de nala.

atmosférica. Se evitaba la formacién de nieve carbénica en el restrictor calentdndolo con

una resistencia.

Las extracciones se realizan en modo dindmico, controldndase el volumen de CO; y flujo

para que se mantengan constantes. Las extracciones se realizaron por duplicado.

Se utilizaron 10 g de nata por extraccion. La cantidad de grasa extraida se obtuvo por
pesada del extracto. La cantidad de nata residual se obtuvo por diferencia entre la inicial
y el extracto. Posteriormente se realizaron los analisis por HPLC de colesterol y
triglicéridos de la nata antes y después de su tratamiento con CO; supercritico. También

se calculé la humedad de las natas antes y después de su tratamiento.

2.4.3- Optimizacidn del flujo de CO; supercritico

Este estudio junto con el de la optimizacién del volumen de CO, se realizaron con leche
de oveja anteriormente estudiada en el punto 2.2.1, cuyo contenido en colesterol de la

nata fue de 2,2 mg /g.

El flujo optimo de CO, se calculé en base a conseguir un mayor rendimiento de la
extraccion de colesterol. El control se hizo variando el recorrido del émbolo de la bomba

para conseguir flujos entre 0,50 y 3 L/min medidos a presion atmosférica.

Las extracciones se realizaron a 21,4 MPa y 40 °C, condiciones adecuadas para la
extraccion de colesterol. El volumen de CO; en cada extraccidn fue de 400 L.

Posteriormente se realizaron los analisis de colesterol por HPLC.
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2.4.4- Optimizacion del volumen de CO; supercritico

Se caleulé el volumen necesario para extraer un maximo de colesterol. Las condiciones
de extraccién fueron de 17,9 MPa y 40 °C manteniendo el flujo dptimo obtenido

previamente.

Se estudiaron volimenes de CO, de 100 a 700 L medidos a presién atmosférica.

Posteriormente se analizé por HPLC el colesterol extraido.

2.4.5- Determinacion de la grasa de la nata

La grasa de la nata previamente a la extraccion con CO, se determind por extraccidn
solido-liquido, utilizando 75 mL de una mezcla de cloroformo/metanol (2:1} en un
Soxhlet durante 1 h para extraer la grasa contenida en 1 g de nata, Después se evaporo el
disolvente en atmésfera de N, y se determind la grasa gravimétricamente por pesada del

residuo.

Tras la extraccién con CO, supercritico, el peso del extracto correspondia al de la grasa

extraida.

2.4.6- Medida de la humedad de la nata

El agua contenida en la nata podia actuar como modificador en la exiraccion de la grasa;
es por esto que se decidi6 analizar la humedad de la nata original y del residuo tras la
extraccién con CO, supercritico. Ademas, el agua puede ser coextraida con los
componentes lipidicos mediante un proceso de arrastre de vapor, por lo que su contenido

en la nata tratada podria variar con las condiciones de extraccion.
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La medida de la humedad de la nata se realizo a partir de 400 mg de muestra siguiendo el
método oficial de la AOAC (1990), en estufa a 100 °C. Se calculdé la humedad en

porcentaje por diferencia con el peso al cabo de I h.

2.4.7- Andlisis de colesterol por cromatografia liquida de aita eficacia

La separacion de la fraccién insaponificable de la grasa de la nata es necesaria para el
analisis de colesterol por HPLC, puesto que los componentes mayoritarios, los

triglicéridos, interfieren en el andlisis (Hurst y col., 1983).

A 1 g de nata (tratada o no con CO, supercritico) se le afladen 50 ml. de KOH metanclica
2N preparada en ¢l dia. En ese momento también se afiaden 400 pL de estigmasterol
(patron interno) de una solucién de 2,5 mg/mL de hexano para conseguir una

concentracion de 1 mg/g nata. Esta mezcla se pone a calentar a reflujo durante 30 min.

La solucion restante se lleva a un embudo de decantacion, y el matraz se lava con dos
porciones de 25 mL de agua destilada que también se llevan al embudo. Se afiaden 10 mL
de una solucion de NaCl al 10% para facilitar la separacién de las fases y se extrae con
dos porciones de 100 mL de éter etilico/éter de petréleo (1:1). Se recogen las fases
etéreas y se llevan a sequedad con un rotavapor a 30 °C. Después, esta fraccion se

redisuelve en § mL de éter de petréleo, se pasa por un filtro de 0,2 pm y se inyectan 20

uL enel HPLC.
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4.7.2- Andlisi lesterol

El sistema cromatografico utilizado consistié en una bomba modelo 6000A (Waters
Assoc.), un inyector Rheodyne modelo 7125 con un bucle de carga de 20 pL, un horno
para la columna (Kariba Instruments) y un detector ultravioleta de longitud de onda
variable 3100X (LDC Analytical), conectados a un sistema de adquisicién de datos
System Gold (Beckman) a través de una interfase modelo 406 (Beckman). Se utilizé una
columna Spherisorb ODS-2 (Phase Separations) de 5 pm de didmetro de particula y 4,6

mm x 20 ¢m de tamaiio mantenida a una temperatura constante de 45 °C.

Los andlisis de realizaron en condiciones isocrdticas a un flujo de 2 mL/min y deteccion

en UV a 205 nm. La fase mévil fue hexanofisopropanol en la proporcién 99,9:0,1,

2.4.8- Andlisis de triglicéridos por cromatografia liguida de alta eficacla

La extraccién de los triglicéridos de la grasa de la nata (tanto tratada con CO, supercritico

como no) y su posterior analisis por HPLC se realizaron segin se detalla en los apartados

2.2.1y 2.2.2 respectivamente.
2.4.9- Efecto de la presidn y la temperatura en la extraccidn de grasa de nata sin
y con adicién de bolas de vidrio

Los 10 g de nata se sometieron a la extraccién con CO; supercritico con las siguientes

condiciones de presion y temperatura;

- temperaturas de 40, 50y 60 °C.
- presiones de 8,3; 9,7, 14,5, 17,2; 19,3; 24,1, 29,0y 33,8 MPa.
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El volumen de CO, de cada extraccion fue de 350 L y el flujo medido a presion
atmosférica de 1,5-2 L/min. Las extracciones se realizaron en cada condicién por

duplicado.

Posteriormente, y a la vista de los resultados, se realiz6 una segunda serie de duplicados
afiadiendo 100 bolitas de vidrio de 4 mm de didmetro como dispersantes de la nata para
aumentar la superficie de contacto con el CO, y evitar la formacién de canales

preferenciales.

2.5- RESULTADOS Y DISCUSION
2.5, 1- Optimizacidn del flujo de CO; supercritico

La variacion de la potencia de la bomba entre porcentajes del 30 y 100% del recorrido
total del émbolo proporcionaron flujos comprendidos entre los 0,4 y 3 L/min, medidos a
presion atmosférica. La figura 2.5.1 muesira la variacién de la cantidad de colesterol
extraido respecto a la variacion del flujo proporcionado por la bomba. Como se puede
observar se alcanza un maximo de colesterol extraido a flujos comprendidos entre 1,5y

2,2 L/min, siendo los valores mayores obtenidos en los anélisis de 1,65y 1,75 mg/g nata.

Se concluyd que la mayor extraccion de colesterol se producia consiguiendo flujos de
CO, entre 1,5 y 2 L/min. Flujos inferiores producian extracciones menores de colesterol
debido a la lenta renovacion de COz y su consiguiente mayor grado de saturacion de
colesterol, a 0,48 L/min se produjo la menor extraccion con 0,42 mg colesterol extraido/g
nata. Flujos superiores a 2 L/min eran demasiado altos para un buen intercambio de

colesterol entre la nata y el CO,, la extraccion descendié hasta 1,10 mg/g con el flujo de

2,94 L/min.
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2.5.2- Optimizacidn del volumen de CO; supercritico

Se observd que, en las condiciones estudiadas, la extraccién de colesterol aumentaba
conforme lo hacia el volumen de CO, hasta llegar a los 600 L (figura 2.5.2). A partir de
este volumen la extraccion de colesterol llega a un maximo, tras el que un aumento de
volumen no produce una mayor cantidad de colesterol extraida, siendo este maximo de

0,96 mg/g nata.

Se eligi6 realizar las siguientes extracciones con volimenes de 350 L de CO,. Volumenes
superiores alargan excesivamente la duracion de la extraccién (més de 4 h), no siendo
viable la realizacion del estudio planteado. Ademas, tiempos prolongados de extraccién
conducen a la extraccién maxima de todos los compuestos de la grasa lactea, siendo la
extraccion selectiva de colesterol menor respecto a la de los triglicéridos. Estas
conclusiones se vieron cotroboradas por los resultados posteriores de extraccién de grasa

total, colesterol y la selectividad conseguida (apartados 2.5.3,2.5.5 y 2.5.7).

Asi pues, las siguientes extracciones se realizaron con un flujo de 1,5-2 L CO,/min

consumiendo 350 L.

2.5.3- Efecto en la extraccion de grasa
La muestra de nata de la que se partio tenia un contenido en grasa del 69%.
En las tabla 2.5.3 ay b se indican las masas de extracto obtenidas para cada condicion de
presién y temperatura y para extracciones realizadas sin y con presencia de bolas de

vidrio respectivamente. Tambien se indica la solubilidad de la grasa en cada extraccion

expresada como mg grasa/L CO,. En las figuras 2.5.3 a y b se representa la cantidad de
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Tabla 2.5.3a. Masa y solubilidad de la grasa extratda sin bolas de vidrio.

'l‘c;amperaturaI
40 50 60
Presion®  Extracto’ Solubilidad' Extracto Solubilidad Extracto Solubllidad
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 1,66 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
24,1 441 12,60 3,77 16,77 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

! temperatura en °C, * presion en MPa, *masa de extracto en g, “solubilidad expresada como mg grasa
extraida/L CO,

Tabla 2.5.3b. Masa y solubilidad de la grasa extraida con bolas de vidrio.

Temperatura’
40 S50 60
Presion?  Extracto® Solubilidad® Extracto  Solubilidad Extracto Solubilidad
8,3 0,05 0,14 0,07 0,20 0,04 0,il
9,7 0,08 0,23 0,15 0,43 0,16 0,46
14,5 2,36 6,74 0,75 214 - -
17,2 4,57 13,06 2,09 5,97 1,37 3.2
19,3 4,46 12,74 2,96 8,46 3,05 871
24,1 4,60 13,14 517 14,77 4,63 13,23
29,0 5,10 14,57 57 16,31 5,73 16,37
33,8 581 16,60 5,54 15,83 5,25 15,00
! temperatura en °C, * presion en MPa, Smasa de extracto en g, “solubilidad expresada como mg grasa
extraida/L CO;
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Capliulo 2. Aplicacion a la extraceion de grasa ldctea de naia.

grasa no extraida, estimada por diferencia entre el contenido de grasa de la muestra sin

tratar v la cantidad de grasa extraida.

Observando los resultados se aprecia que la solubilidad y el rendimiento de la extraccion
aumentan conforme aumenta la presion en el rango estudiado de presiones y
temperaturas. El efecto de la temperatura varia dependiendo de la presion a la que se ha

realizado la extraccion,

Los ensayos realizados a presiones menores a 20 MPa ofrecieron mayores valores de
solubilidad cuando la temperatura era de 40 °C, siendo semejante la solubilidad de la
grasa para las extracciones a 50 y 60 °C. Este hecho se debe a que el factor mas
importante en el aumento de la solubilidad de la grasa es el aumento de la densidad del
CO, supercritico, que se produce al disminuir la tempratura a la que se somete el fluido.
Los resultados coinciden con los expuestos para el estudio realizado con leche en polvo

{(Hierro, 1994) en condiciones semejantes y en mantequilla (Chen'y cok., 1992a).

Los ensayos realizados a presiones mayores de 20 MPa conducen a resultados de
solubilidad diferentes segin se hayan realizado con o sin bolas de vidrio. El rendimiento

conseguido en los primeros ensayos, sin bolas de vidrio, es menor a las temperaturas de

40y 50 °C que a 60 °C. Este comportamiento se debe a que a la mayor temperatura la

nata presenta un estado mas fluido, menos compactado, facilitando la difusion del CO, y,

por tanto, la transferencia de masa. Los segundos ensayos, realizados con bolas de vidrio,

dieron lugar a rendimientos semejantes entre si y la extraccion anterior a 60 °C. Fueron

los mayores rendimientos que se pudieron conseguir en todas las extracciones realizadas.

Estos resultados mostraron definitivamente la efectividad de la adicién de un soporte

s6lido, como las bolas de vidrio, para conseguir una mejor dispersion de la nata, aumentar

la superficie de contacto con el CO, ¢ impedir la formacién de canales preferenciales,

como ocurria en la primera serie de extracciones realizadas, donde los resultados fueron

imenos satisfactorios. El efecto del aumento de superficie de contacto con el CO, coincide

con el conseguido por Snyder y col. (1984) para la obtencion de aceite de soja a partir de
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Capltulo 2. Aplicacion a la extraccion de grasa ldctea de nata,

grano entero, copos o harina. Estos autores no sélo resaltan 1a importancia de aumentar la
superficie, sino también la de impedir la compresién de la muestra con el aumento de la
presion, que darfa lugar a aparicion de canales preferenciales y zonas inaccesibles al
fluido. De este modo, las bolas de vidrio constituyen un soporte que aumenta la superficie

de la natay, a la vez, es solido, inerte y resistente a la presion.

En estas condiciones de presion mayor a 20 MPa se observé que ¢l efecto de la densidad
sobre 1a solubilidad de la grasa era contrarrestado por el efecto de la presién de vapor de
los compuestos extraidos. A estas presiones el efecto del aumento de la presion de vapor
sobre la solubilidad adquiere mas importancia que ¢l efecto de la disminucioén de la
densidad del CO, al aumentar la temperatura, contrariamente a como ocurrié a presiones
menores a 20 MPa. Este hecho produce que el rendimiento de la extraccion a 60 y 50 °C
se iguale al conseguido a 40 °C. Shishikura y col. (1986) observaron que la extraccion de
los lipidos disminuia al aumentar la presion utilizando mantequilla, mientras que la
extraccion aumentaba de forma lineal en el caso de la grasa anhidra, suponiendo la
presencia de agua como la causa de las diferencias encontradas. Sin embargo, estos
resultados difieren de los obtenidos en el presente trabajo, siendo intermedios entre los de
grasa anhidra y mantequilla en el estudio antes mencionado. Los resultados distintos
pueden suponer que el signo de la emulsion es también un factor a tener en cuenta a la
hora de elegir un sustrato para la extraccién. Los resultados también difieren de los

obtenidos por Yu y col. (1992) con grasa anhidra, la extraccién de grasa fue siempre

menor a 60 °C que a 40 °C incluso a las mas altas presiones (31 Mpa).

En la tabla 2.5.3¢ se indican las densidades de CO, supercritico que existen en las

on y temperatura calculadas segin la modificaciéon de

Pitzer, 1955; Pitzer y col., 1955).

diferentes condiciones de presi

Pitzer sobre la ecuacion de los gases ideales (
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Capliulo 2, Aplicacidn a la extraccion de grasa ldctea de nata,

Tabla 2.5.3¢c. Densidades de CO, supercritico en las condiciones de estudio (SF-

Solver™, Program Isco, Inc.).

Densidad (g/mL)

Presién (MPa)  40°C 50 °C 60 °C
8,3 0,34 0,24 0,20
9,7 0,56 0,35 0,27
14,5 0,78 0,69 0,58
17,2 0,82 0,75 0,67
19,3 0,84 0,78 0,72
24,1 0,88 0,83 0,78
29,0 0,91 0,87 0,83
33,8 0,94 0,90 0,86

Teniendo en cuenta (nicamente las densidades de cada extraccion en la variacion de la
solubilidad de la grasa se observa que, se produce un rapido aumento de la solubilidad a
partir de 0,62 g/mL para la temperatura de 60 °C, 0,69 g/mL para 50 °C y 0,78 g/mL para
40°C, siendo este aumento semejante en lag tres temperaturas, aunque la solubilidad a 60
°C es mayor a una densidad constante debido al aumento de la presién de vapor de los
componentes del extracto, que se suma al efecto de la densidad (figura 2.5.3¢). Los
resultados de Yu y col., (1992) difieren con los del presente estudio en resaltar una
densidad tras la cual se experimentaba un rapido aumento de la densidad y que es de 0,5
g/mL para 40 °C y 0,6 para 60 °C, no observindose en el estudio influencia del aumento

de la presion de vapor al aumentar la temperaturas incluso a densidades altas.

2.5.4- Efecto sobre la humedad de la nata

El contenido de agua de la nata una vez tratada con CO supercritico también es

dependiente de la presion y temperatura de las extracciones, La humedad de la nata varia
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Capltulo 2. Aplicacion a la extraccidn de grasa ldctea de nata,

en parte debido a que se extrae junto con ¢l CO; y en parte porque la fraccion grasa de la
nata es mucho mas soluble en el fluido supercritico, influyendo en el porcentaje de agua.

Los resultados de las medidas quedan reflejados en la grafica 2.5.4.

La extraccion por arrastre estd confirmada porque a 60 °C la disminucion de la humedad

es mayor que a 40 °C y 50 °C.

A las densidades de 0,20 y 0,24 g/mL existe una extraccidn importante de agua que hace
que los porcentajes en el residuo sean inferores a los de la nata original (28%). Esta
humedad se mantiene hasta densidades cercanas a 0,60 g/mL o desciende levemente, este
hecho puede explicarse porque, si bien hay una extraccién de agua, hay una pequefia pero
progresiva disminucién del contenido de grasa en la nata. Densidades superiores
producen un répido aumento de la solubilidad de la grasa, y la nata con tan bajo

contenido en grasa da como resultado un aumento de la humedad hasta un 50%.

Los resultados se asemejan a los obtenidos por Snyder y col. (1984) a partir de soja, es
decir, que la humedad de los residuos va aumentando con la presion. La causa es la

extraccién mayor de compuestos lipidicos por ser éstos mas solubles en CO; supercritico.

2.5,5- Efecto sobre la extraccidn de colesterol
La nata de partida tenia un contenido de colesterol de 2,20 mg/g.

Los resultados de las extracciones con CO, supercritico sobre la concentracién 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 presion y la temperatura sobre la
disminucion de la concentracién 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 excepcion de las realizadas a 33,8 MPa. El contenido en
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i)

Capii {2

Tabla 2.5.5a. Concentracion de colesterol en la nata sin bolas de vidrio tras el

tratamiento con CO; supercritico.

Concentracién de colesterol (mg/g)

Presién (MPa) 40°C 50 °C 60 °C
8,3 2,27 2,02 2,14
9,7 2,42 2,01 2,37
14,5 2,04 1,95 1,68
17,2 1,93 1,98 1,54
19,3 1,77 1,70 1,40
24,1 t,70 1,69 1,50
29,0 1,64 1,74 1,43
33,8 - 0,76 0,86

Tabla 2.5.5b. Concentracién de colesterol en la nata con bolas de vidrio tras el

tratamiento con CO, supercritico.

Concentracién de colesterol (mg/g)

Presion (MPa) 40°C 50°C 60 °C
8,3 1,92 1,61 1,29
9,7 1,77 1,64 1,10
14,5 1,12 t,52 1,07
17,2 0,96 0,70 0,71
19,3 0,63 0,72 0,66
24,1 0,59 0,54 0,64
29,0 0,62 0.61 0,61
33,8 0,59 0,61 0,57
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colesterol tras el tratamiento a 9,7 MPa es superior o igual al de 8,3 MPa en las tres
temperaturas, pudiéndose explicar por haber una menor cantidad de agua en la nata. Se
observa que a presiones entre 14,5 y 29,0 MPa el aumento en la extraccion de colesterol
es casi inexistente, pero a 33,9 MPa hay un brusco aumento en el que se extrae el 65%
del colesterol de la nata de partida. La solubilidad del colesterol es generalmente mayor a
60 °C que a las otras temperaturas por el efecto del aumento de la presion de vapor ya

comentado anteriormente.

En el caso de las extracciones realizadas con bolas de vidrio se puede observar que el
rendimiento de la extraccion de colesterol aumenta sensiblemente en comparacion con los
ensayos anteriores, sobre todo a partir de 14,5 MPa, y se mantiene para presiones
mayores. Estos resultados muestran claramente la necesidad de dispersar la nata en un
soporte sélido para aumentar el contacto entre las fases y la transferencia de masa por el
aumento de la dispersion del CO; en 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 consiguié en las condiciones de mayor

extraccién de colesterol (31 MPay 40 °C)un rendimiento del 20%.

Los resultados mejoran los obtenidos por Shishikura y col. (1986), ya que, utilizando
mantequilla, observaron una gran disminucién del rendimiento en la extraccion de grasa a
partir de 20 MPa y 40 °C, y un enriquecimiento en triglicéridos de cadena larga, con lo
que el rendimiento en la extraccion de colesterol fue muy bajo a partir de esta presion y
los extractos se empobrecieron €n colesterol. El estudio llevado a cabo con grasa anhidra

proporciond un mejor rendimiento en la extraccién de grasa y de colesterol, con lo que la

selectividad conseguida fue baja. En el presente trabajo se obtuvieron residuos con

niveles intermedios de grasay de colesterol.

El efecto de la densidad del CO2 'y la temperatura de tratamiento se representa en las

figuras 2.5.5 ¢ 'y d (sin y con presencia de bolas de vidrio respectivamente). En ambos

casos se aprecia que los tratamientos a 60 °C son siempre los que producen una mayor
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Colesterol en nata (mg/g)
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Capltulo 2. Aplicacion a la extraccicn de grasa ldcfea de nata,

solubilidad del colesterol en el fluido supercritico (excepto a 0,20 y 0,27 g/mL y 60 °C 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 extraccion de colesterol, De
hecho, el mayor rendimiento se alcanza ya a 60 °C con una densidad (0,67 g/mL) menor
que a 50 °C (0,75 g/mL), y ain menor que a 40 °C (0,82 g/mL). Este comportamiento es
semejante al que se produce en el caso de la extraccién de la fraccién grasa total

(apartado 2.5.3),

2.5.6- Efecto sobre la extraccion de triglicéridos

Los extractos obtenidos se consideraron compuestos por triglicéridos casi en su totalidad.
De esta forma se puede considerar la variacién de la cantidad de extracto obtenido como
la variacion en la extraccidn de triglicéridos. Tras los andlisis por HPLC de los

triglicéridos no extraidos, 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
extraccién entre las realizadas sin o con bolas no se encontraron otras diferencias. Las
cantidades relativas de triglicéridos de distinto NEC y grado de saturacién fueron las

mismas para las extracciones sin y con bolas para cada condicion de presién y

temperatura.

En la tabla 2.5.6 se muestran las cantidades relativas de triglicéridos segin su NEC,

temperatura y presion. Se observa que para las tres temperaturas de estudio los extractos
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Tabla 2.5.6. Triglicéridos' no extraidos por el tratamiento con CO, supercritico.

Presion NEC <34 34 <NEC < 40 NEC> 40 l
(MPa) 40 °C 50 °C 60 °C 40 °C 50°C 60 °C 40 °C 50°C 60 °C |
3.3 26,28 26,27 27,83 39,08 38,88 38,25 34,64 34,85 33,92
9,7 21,83 25,33 23,76 39,40 38,77 38,00 38,77 35,90 38,24

14,5 17,70 25,11 20,61 36,17 38,62 39,65 46,13 36,27 39,73 a

~ 17,2 16,07 20,24 14,32 31,93 36,26 37,22 52,00 43,50 48 48 1-3.
=

< 19,3 21,08 13,05 11,75 35,74 29,39 35,14 43,19 57,55 53,11 E
24,1 22,92 22,57 5,98 38,59 37,79 20,83 38,48 39,65 73,19 ?i

o

29,0 23.40 23,51 15,61 38,69 37.82 33,24 37,91 38,67 51,15 §~_

33,8 25,76 - 22,29 38,19 - 36,28 36,04 - 41,43 g

! Triglicéridos en % del total de triglicéridos de cada extraccion. Los porcentajes en la fraccién triglicérica de partida son 24,53% NEC < 34, 38,93% 34 < NEC %

< 40, 36,54% NEC > 40. g

1S

I
N

g.
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de presiones menor y mayor (8,3 y 33,4 MPa) tienen una composicién similar a la
fraccion triglicérica de la nata de partida (24,53% NEC < 34, 38,93% 34 < NEC < 40;
NEC > 40)con la unica diferencia de la masa de extracto total obtenida. Unicamente a
presiones intermedias se consigue mejorar la selectividad de la extraccion, al aumentar la
extraccion de triglicéridos de NEC < 40 y disminuir ta de los de NEC > 40. La maxima
selectividad de la extraccion se consigue a 17,2, 19,3 y 24,1 MPa a las temperaturas de
40, 50 y 60 °C respectivamente, mejorandose 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 fusidén
(insaturados y de cadena corta y media) por aumento de su presion de vapor; si bien, con
las presiones mas elevadas mejora la extraccion de los triglicéridos de mayor punto de
fusion. Las figuras 2.5.6a y b representan respectivamente el cromatograma de

triglicéridos de la nata de partida o control y tras el tratamiento a 24,1 MPa y 60 °C.

En la grafica 2.5.6¢ puede verse la influencia de la densidad en la selectividad de la
extraccion de los distintos tipos de triglicéridos. Existe una densidad (0,8 g/mL) alrededor
de 1a cual se alcanza un méximo en la selectividad de la extraccion de triglicéridos con

NEC < 40, independientemente de la temperatura de tratamiento, aunque ésta contribuye

a mejorar esta selectividad segun se ha comentado anteriormente. A densidades menores

o mayores se pierde la selectividad por aumento de la extraccion de triglicéridos con

NEC > 40.

Estos resultados difieren en parte con los obtenidos en investigaciones anteriores de grasa

lactea realizada por otros autores. Chen y col. (1992a), estudiando la grasa lactea anhidra,

obtienen resultados semejantes en lo referido a la variacion de la solubilidad de los

triglicéridos totales respecto a la presién y temperatura, observando que la extraccion

mejoraba al aumentar la presién y disminuir la temperatura, excepto a presiones altas, en

a temperatura producia poca influencia, explicdndose este comportamiento por el

o de la densidad del CO;, y el efecto de la presion de vapor de los

las que 1

balance entre el efect
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Figura 2.5.6a: triglicéridos de la nata control, b: triglicéridos de nata
tratada a 24,1 MPa y 60 °C
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triglicéridos. Shukla y col. (1994) realizaron un tratamiento a 40 °C y 24,1 MPa
utilizando grasa anhidra, obteniendo un extracto rico en triglicéridos de alto NC y ND, lo
que difiere con los resultados de esta investigacion (aumento de la extraccidén de
triglicéridos de NEC < 40), si bien existen triglicéridos insaturados de alto NC con NEC
< 40. Las diferencias encontradas pueden ser debidas a que la nata contiene agua y

ademas es una emulsién de signo O/A.

2.5.7- Selectividad del CO; supercritico en la extraccion de colesterol

Majewski y col. (1994) definieron el coeficiente de selectividad del CO, supercritico para
la extraccion de colesterol basandose en la coextraccidn del colesterol y los triglicéridos.
El colesterol, teéricamente menos soluble en el CO, supercritico que los triglicéridos,
posee una alta afinidad por los triglicéridos de cadena corta y media. Refiriéndose a la
concentracion de colesterol y acidos grasos en los sustratos antes y tras su tratamiento,

definieron el coeficiente de selectividad de la siguiente manera:

relacion colesterol | acidos grasos NC <14 en control 2.43)
relacion colesterol | acidos grasos NC< 14 en residno =

Selectividad =

Los 4cidos grasos de menos de 14 dtomos de carbono son los de cadena corta y media.

Del mismo modo se pueden realizar los célculos con ftriglicéridos de NEC < 42,

constituyéndose la ecuacion de la manera indicada:

relacion colesterol / trigliceridos NEC <42 en control 2 44
Selectividad = . T - A4)
relacion colesterol / trigliceridos NEC < 42 en  residuo

La figura 2.5.7 representa los resultados obtenidos del calculo de la selectividad. La

mejor selectividad se produce a 60 °C cuando la densidad es menor a 0,7 g/ml, es decir,

la sclectividad mejora si se reduce la densidad. La selectividad empeora con la

147




Capitulo 2. Aplicacion a la exiraccion de grasa ldetea de nata.

disminucion de temperatura y los méximos se consiguen a densidades de 0,8 y 0,9 g/mL
para 50 y 40 °C respectivamente. Los resultados coinciden con los de Majewski y col.
(1994) sobre los estudios con grasa lactea anhidra en que la presion adecuada para
conseguir la mejor selectividad a 60 °C esté entre 15y 17,5 MPa. Los resultados difieren
en que en su estudio la selectividad es mejor a 50 que a 60 °C, pero sefialan que no es
cierto que estos resultados puedan ser fiables totalmente. Los resultados también
concuerdan con los de Yu y col. (1992), donde la mayor selectividad se consigui6 a
presiones menores de 15 MPa cuando la temperatura fue de 60 °C (la densidad era menor
de 0,6 g/mL); la disminucion de temperatura hasta los 40 °C produjo que la selectividad
alcanzada fuera menor que a 60 °C, si bien el méximo también se alcanz6 en el mismo
intervalo de presiones (la densidad fue menor de 0,8 g/mL), al contrario que lo obtenido

por Majewski y col. (1994) en el mismo sustrato.
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ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE *C-RMN
2.6- MATERIALES Y METODOS
2.6.1- Preparacion de la muestra y extraccion de grasa de nata

La nata, de leche cruda de oveja procedente del Complejo Agropecuario Comunidad de

Madrid en Aranjuez, se obtuvo del mismo modo a la del apartado 2.2.1.

Las extracciones se realizaron en modo dinamico con un volumen de CO, de 360 L en las

siguientes condiciones:

presiones de 13,8, 17,2, 20,7y 24,1 MPa,
temperaturas de 40y 60 °C.

2.6.2- Andlisis de los extractos mediante espectrometria de resonancia

magnética nuclear del Be

Se pesaron 100 mg de los extractos obtenidos y se disolvieron en cloroformo para su
filtracion en papel 1PS (Whatman). Posteriormente se evapord el disolvente mediante una
corriente de N; y el extracto seco se redisolvié en cloroformo deuterado para su analisis,

El equipo utilizado fue un Varian XL-300 de 75 MHz en 3C. Los valores de los

desplazamientos quimicos se expresaron un unidades 8 (ppm). Los espectros se realizaron

por triplicado.
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2.7- RESULTADOS Y DISCUSION
2.7.1- Andlisis de los extractos mediante resonancia magnética nuclear del P

El espectro obtenido a partir de la grasa lactea antes de los tratamientos se encuentra
representado en la figura 2.7.1a. Las figuras 2.7.1b, ¢ y d son ampliaciones de las
regiones carbonilica, olefinica y saturada respectivamente. Se¢ observa la baja sensibilidad
de la técnica espectroscpica ya que solamente es posible la deteccion de los compuestos

mayoritarios, en este caso los triglicéridos. No fue posible la deteccion de colesterol.

Sin embargo, pudo realizarse un analisis de distribucién posicional de los dcidos grasos
que componen los triglicéridos, detectandose 4cidos grasos de cadena corta unidos

Yinicamente en la posicién o (o o’) En la tabla 2.7.1 se detallan los desplazamientos

quimicos correspondientes a cada seffal y el grupo funcional que se ha asignado.

Tabla 2.7.1. Desplazamientos quimicos y grupos fancionales asignados tras el andlisis

por BC-RMN de los triglicéridos de la grasa l4ctea de oveja.

3 (ppm) Carbono correspondiente
173,220 Clo ag. saturados
173,185 Cl o a.g. insaturados
173,018 C1 o (Bu)
172,820 C1P a.g. saturados
172,784 Cl1 P a.g. insaturados
131,959 HC=(Ln)
130,315 HC= (V)
130,220 HC= (L, Ln)
130,025 HC= (0, L)
129,715 HC=(0)
128,312 HC= (Ln)
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tabla 2.7.1 (continuacion)
128,230 HC= (Ln)
128,137 HC= (L)
127,954 HC=(L)
127,780 HC=(Ln)
127,181 HC= (Ln)
68,972 HC-0- (B)
62,129 H,C-0- (o))
35,943 C2o (Bu)
34,242 C28
34,073 20,
32,618 CH,-CH= trans
32,592 CH,-CH= trans
31,956 03
31,814 w3 n-7 (V)
31,684 w3 (CI)
31,553 ®3 cis n-6
31,280 ©3 (Co)
29,8-28,9 -(CHa),-
27,254 CH,-CH= cis
27,202 CH,-CH= cis
25.668  =CH-CH-HC=(Cl 1 de L'y Ln)
25,568 =CH-CH-HC=(C14 de Ln)
24,936 C3p
24,903 Clo
24,565 C3(Co)
22,775 ®2 (L)
22,700 w2
22,305 w2 (Co)
20,600 w2 (Ln)
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tabla 2.7.1 (continuacion)
18,369 ©2 6 C3 (Bu)
14,252 ol (Ln)
14,093 wl
14,000 wl (L)
13,862 ol (Co)
13,602 ol (Bu)

*
acidos grasos

Los datos obtenidos permiten la cuantificacién de los &cidos grasos de cadena corta de
forma separada del resto de 4cidos grasos; esto mismo es posible con los 4cidos grasos

poliinaturados. También es posible cuantificar los 4cidos grasos frans separadamente de

los cis.

Se calculé un namero de carbonos medio a partir de las integrales de los extractos

analizados de la forma siguiente:

CH,+CH,+CH=
= —++ 24
NC ( COH )*—3—@ 5

1.a relacion de carbonos insaturados frente a saturados:

i/ CH= 246
s~ CH, + CH,

También se calcularon los porcentajes molares de:

- 4cido butirico, a partir de 02 (C3),

- 4cido caproico, a partir de @3,
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- acido caprilico, a partir de ®3,
- carbonos rans en el total de insaturados a partir de los carbonos alilicos,
- 4cidos linoleico y linolénico en el total de acidos grasos insaturados, expresado

como acido linoleico.

Los resultados obtenidos se presentan en las figuras 2.7.1 (e - k). Se observa que, a
temperatura constante, conforme aumenta la presiéon hay un aumento en el nimero de
carbonos medio del extracto por aumento progresivo de la densidad (figura 2.7.1e), lo
que se traduce en un aumento de la extraccion de triglicéridos de alto peso molecular. La
disminucién de la temperatura produce una mayor extraccion de estos triglicéridos por
aumento de la densidad a una presion constante a partir de 17,2 MPa. Por el contrario, a
la menor presion del estudio (13,8 MPa), el aumento de la temperatura produce un
aumento de la extraccion de triglicéridos de mayor peso molecular; esto se debe 2 que el
aumento de la temperatura conduce a un evidente favorecimiento de la extraccidén por
arrastre de aquellos triglicéridos de mayor punto de fusion, estos triglicéridos son mas
dificiles de extraer si la temperatura es baja (40 °C), ya que las condiciones de baja
presion del tratamiento producen una densidad baja, con poca capacidad para exiraer los
triglicéridos de mayor NC {micamente por efecto de la solubilizacién en el fluido. A las
presiones intermedias, 17,2 y 20,7 MPa, la mayor densidad a 40 °C que a 60 °C es ya
suficiente para que se extraigan los triglicéridos de mayor peso molecular en mayores
cantidades, ya que a estas presiones pequefias variaciones de presién conducen a grandes
variaciones de densidad. A 24,1 MPa, la presion es tan alta que no existen apenas
diferencias de densidad entre 40 y 60 °C, el nimero medio de carbonos se iguala en las

dos temperaturas por verse favorecida la extraccion de los triglicéridos de mayor NC con

el aumento de su presion de vapor a 60 °C.

Se observa en la figura 2.7.1f que el aumento de densidad al aumentar la presion y a

temperatura constante produce un aumento de la extraccién de los triglicéridos

insaturados, excepto a la presion de 24,1 MPa, en corcondancia con el aumento de los

triglicéridos de mayor NC (figura 2.7.1e) porque la mayor parte de los triglicéridos
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insaturados son de alto NC. La mayor densidad conseguida a 40 °C y 24,1 MPa produce
un aumento de la extraccion de triglicéridos saturados de cadena larga, por lo que la

relacién i/s disminuye. A 60 °C estas variaciones son apenas apreciables.

El mayor porcentaje molar de 4cido butirico (figura 2.7.1g) conseguido a mayores
temperaturas y menores presiones supone que los triglicéridos que contienen éste acido
graso (el de menor NC) son los mas facilmente extraibles conforme las densidades
empleadas son menoresa temperatura constante, contribuyendo, ademéis, de modo
importante el efecto del aumento de su presion de vapor al utilizar tempertaras mayores
(60 °C). A las dos presiones intermedias estudiadas se produce un descenso en la
extraccion de butirico por aumento de la extaccion de triglicéridos que contienen acidos
caproico y caprilico, que se recupera en patte a 24,1 MPa. Los 4cidos caproico y caprilico
se extraen en mayor proporcion en condiciones intermedias de presién (17,2 y 20,7 MPa)
a 40 °C (figuras 2.7.1 h e i) contrariamente a la extraccién de butirico, condiciones en las
que hay una mayor extraccion de triglicéridos de cadena media. El efecto producido a 60

°Cy 13,8 MPa es €l mismo que ocurre en la variacion del NC medio.

En general se observa una mayor solubilidad de triglicéridos con insaturaciones cis que
(rans a presiones bajas, hecho que produce que los extractos tengan una composicion
enriquecida en 4cidos cis respecto al control. Este resultado puede explicarse ya que los
enlaces c¢is producen menores puntos de fusién que los trans en las moléculas,
favoreciendo su extraccion. El aumento de la densidad al aumentar la presién produce el
efecto contrario, apareciendo extractos ricos en scidos frans-insaturados respecto al
control. Fl efecto del aumento de la temperatura en el aumento de 1a presién de vapor de
aquellos triglicéridos menos volatiles, los que poseen enlaces frans, €s evidenciable a
presiones de 13,8 MPa, donde la densidad tan baja es poco eficaz para una buena

extraccion, y a 24,1 MPa, donde la densidad a 40 y 60 °C muestra apenas diferencias.

Los 4cidos grasos poliinsaturados forman parte de triglicéridos de bajo NEC y se extraen

de forma mas selectiva a las menores presiones y 60 °C en comparacin con los acidos
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grasos monoinsaturados, debido a que las menores condiciones de densidad favorecen la
extaccion selectiva de aquellos triglicéridos de menor punto de fusiéon, como son los

PUFAs.

Los resultados que se refieren a la variacién en la extraccion de los triglicéridos segun su
NC concuerdan con los aportados anteriormente en los trabajos realizados sobre la
composicion de grasa lactea y su extraccion con CO; supercritico, teniendo en cuenta que
los sustratos utilizados en los anteriores trabajos son mantequilla (con el signo contrario
de emulsion) y grasa anhidra. Esto mismo ocurre con los resultados que se refieren a la

extraccién diferencial segin sean los triglicéridos saturados o insaturados.

Los resultados referentes a la extraccion de triglicéridos con insaturaciones en ¢is 0 frans
son los primeros realizados, igualmente a los que se refieren a la extraccion de los acidos
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 extraccion de triglicéridos saturados o
insaturados debido a que los métodos de anélisis empleados generalmente (GC) no
distinguen entre isomeros geométricos. Por la misma razon, el resto de resultados no son
totalmente comparables, ya que la nata es un sustrato que no ha sido utilizado para la

extaccion con CO, supercritico, la imica referencia es el traba jo de Hierro (1994).

Las mayores ventajas del analisis de extractos por espectrometria de BC.RMN han sido
la sencillez en la preparacion de la muestra, la posibilidad de realizar un analisis de
mezclas complejas sin previa purificacion de la muestra y la consecuentemente rapida
obtencion de resultados, y que sea un método no destructivo. Por contra, imconveniente
ha sido la baja sensibilidad que impide la deteccion de compuestos minoritarios, como el
colesterol, que sin embargo es cuantificable por HPLC. La espectrometria de BC.RMN
ha podido ser utilizada como complemento al analisis de triglicéridos por HPLC. Resulta
una técnica de eleccidon para cuantificar parametros, que para ¢l HPLC son mas

complejos de averiguar, muy utiles a la hora de establecer la influencia de las condiciones
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de extraccién supercritica (presidn y temperatura) sobre la grasa lactea: influencia sobre
la extraccion de los acidos de cadena corta (separadamente butirico, caproico y caprilico),
influencia sobre la extraccién de triglicéridos con distinta isomeria geométrica, y con
diferente grado de saturacion. En este sentido, la RMN aporta datos novedosos sobre los

resultados de la extraccion con diéxido de carbono supercritico sobre la grasa de la nata.
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3.1- INTRODUCCION
3.1.1- Los aceites vegetales

Los aceites vegetales son productos naturales y, como tales, contienen muchas clases de
compuestos diferentes. Los triglicéridos son los componentes mayoritarios, constituyendo
mas del 95% del aceite. Sin embargo los componentes minoritarios son también de gran
importancia, tanto para evaluar la calidad del aceite, procedencia o adulteraciones
posibles como por ser de interés en la industria quimica, alimentaria o cosmética, como

los tocoferoles, esteroles, escualeno, etc.

3.1.2- El aceite de oliva

El aceite de oliva es el procedente unicamente de los frutos del olivo (Olea europaea)
con exclusién de los aceites obtenidos por disolventes, o de orujo de aceituna refinado, o
por procedimientos de reesterificacion y de toda mezcla con aceites de otra naturaleza.

Este aceite es de gran importancia economica en los paises mediterraneos,

particularmente en Espafia.

Dentro del aceite de oliva, a nivel comercial, se distinguen varios tipos (Madrid, 1986,

C.0.1, 24-11-1995):;

Aceite de oliva virgen. Aceite obtenido del fruto del olivo tmicamente por procedimientos

mecanicos o por otros medios fisicos en condiciones, especialmente térmicas, que no

produzcan la alteracion del aceite, que no hayan tenido mas tratamiento que el lavado, la

decantacion, la centrifugacion y el filtrado. No se considerard apto para el consumo

humano el aceite de oliva virgen lampante.
Aceite de oliva refinado. Aceite de oliva obtenido del aceite de oliva virgen mediante
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técnicas de refinado que no provoquen modificaciones de la estructura gliceridica inicial,

Aceite de oliva (antes aceite puro de oliva 0 100% puro de oliva). Aceite constituido por
una mezcla de aceite de oliva virgen apto para el consumo en Ia forma en que obtiene y

de aceite de oliva refinado.

Aceite lampante es aquel de sabor defectuoso o de acidez superior al 3%, por lo que no se

considera comestible.

Aceite de orujo de oliva refinado es el aceite obtenido por tratamiento con disolventes de
los orujos de oliva, con exclusién de los aceites obtenidos por procedimientos de

reesterificacion y de toda mezcla con aceites de otra naturaleza.

3.1.3- Aceites de semillas oleaginosas

Son los aceites obtenidos de las semillas oleaginosas expresamente autorizadas de
acuerdo con las normas establecidas en la reglamentacién y sometidas a refinacion
completa previamente a su utilizacion como aceites para consumo humano (Madrid,
1986). A nivel mundial, estos aceites se consumen y producen en mayor cantidad que el

de oliva, si bien, en Espaiia no tienen tanta importancia socioecondmica,

Entre ofros, podemos citar el aceite refinado de girasol, maiz, pepita de uva, cartamo

(producidos enteramente en Espafia), soja, cacahute, colza, algodén y mezclas de dos o

mas de ellos.

Los aceites de semillas no suelen comercializarse sin refinar, porque suelen proceder de

una extraccion con disolventes (como el hexano) y, en menor medida, de una extraccion

mecanica.
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3.1.4- Desodorizacion del aceite de oliva

El aceite de oliva necesita ser refinado cuando no es de buena calidad, lo que sucede
cuando se extrae de aceitunas tratadas de forma poco adecuada. Actualmente, la cantidad
de aceite de oliva sometido a refinacién ha disminuido debido a la mejora de los métodos
de recoleccién, almacenamiento, procesado y otros factores. Sin embargo, €l aceite de
oliva que tiene que ser refinado se suele someter a varias o a todas de las operaciones

siguientes:

- eliminacion de sustancias resinosas,
- neutralizacion de los acidos grasos libres,
- desodorizacion,

- decoloracién.

La desodorizacion es el proceso de eliminaciéon de las sustancias responsables de los
malos olores y sabores (aldehidos y cetonas sobre todo). Este proceso se lleva a cabo a
baja presion (3-5 mm Hg) y a alta temperatura (180-250 °C). La desodorizacién se suele
aplicar a aceites vigjos que han desarrollado malos olores por oxidacion. El aceite de
oliva fresco rara vez necesita ser desodorizado. Con la desodorizacién se eliminan
también los residuos de plaguicidas (Kiritsakis, 1992). En los ultimos afios se ha
extendido mucho el uso de la Hamada «refinacién fisica» del aceite de oliva, que consiste
en suprimir la etapa de neutralizacién separando los acidos grasos libres (con el resto de
materias volatiles y algo de aceite neutro arrastrado) en el curso de la desodorizacidn con
vapor de agua. Los productos arrastrados son principalmente acidos grasos, glicéridos y
compuestos insaponificables, encontrandose estos {ltimos en proporcién mucho mas alta
que en el aceite de partida. Este hecho aumenta el interés por el estudio del subproducto
obtenido, pudiéndose revalorizar, y que, ademas, se produce en cantidades cada dia

mayores a medida que se extiende la utilizacién de la refinacién fisica (Martinez-Moreno

y Serra-Masia, 1980).
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El interés del destilado de la desodorizacién radica principalmente en la elevada
proporcién de compuestos insaponificables que posee. De ellos, el escualeno es el mas
abundante, seguido, en mucha menor cantidad de compuestos esterdlicos, pudiéndose
utilizar el destilado como fuente de estos compuestos. El escualeno es un hidrocarburo
presente en abundancia en algunos aceites de pescado y normalmente se usa como agente
humectante o emoliente en cosmética, ademas de poseer interés por ser precursor en la
biosintesis del colesterol (Bondioli y col., 1993). Una razén que limita el uso del
escualeno en cosmética es la incertidumbre de su disponibilidad como resultado de
convenios de proteccion de los animales marinos que son su fuente primaria de
obtencién. Este hecho ha aumentado el interés hacia el aprovechamiento de aceites
vegetales y, sobre todo, de los subproductos de su elaboracion, ya que son relativamente
abundantes, mas baratos y ricos en este compuesto, Otros compuestos presentes en el
destilado también son de interés, como el B-sitosterol y estigmasterol, que se ha visto que

poseen actividad sinérgica hipoglucemiante (Jamaluddin y col., 1994).

La metodologia analitica de los esteroles en grasas, aceites y alimentos en general se basa
normalmente en la extraccion de la materia insaponificable, aislamiento de la fraccion de
esteroles por cromatografia en capa fina y separacion de los componentes de la fraccién
por cromatografia gaseosa. Este método es el oficial segiin la legislacion espaiiola para
esteroles en grasas y aceites (B.O.E. niim. 274, 15 de noviembre de 1985). Otros métodos
incluyen la utilizacién de una columna de cromatografia liquida preparativa sustituyendo
]a saponificacion (Worthington y Hitchcock, 1984), o s¢ basan en el acoplamiento LC-
GC (Grob y col., 1992; Artho y col., 1993; Sefiorans, 1996) o en la sustitucidon del
analisis mediante GC por el de HPLC utilizando detectores de varacién del indice de
refraccién o UV (Cortesi y col., 1977; Holen, 1985). La desventaja que presenta el uso de
los detectores de indice de refraccién o ultravioleta (A entre 205 y 210 nm) en el analisis
de esteroles por HPLC es que no permiten hacer gradientes y por lo tanto es dificil

conseguir un método que permita separar mezclas de un gran nimero de esteroles. Para
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aumentar la resolucion serfa necesario el empleo de gradiente de fase mévil. Por ello en
este apartado se estudid inicialmente la aplicacion del detector de masa, utilizado va en el
analisis de otros componentes lipidicos como los triglicéridos, Ademas, el detector de
masa se puede utilizar para cuantificar escualeno junto con un nimero amplio de

esteroles.

Los anglisis de escualeno siguen los mismos métodos que los mas comunes para el
analisis de la fraccion ester6lica, es decir, la separacién mediante cromatografia de gases
tras la saponificacién y la preseparacioén por cromatografia en capa fina, como es el
utilizado por Bondioli y col. (1993) para el analisis de los extractos de DDO obtenidos
mediante extraccion con CO, supercritico. Otros métodos mas recientes para el analisis
en alimentos de escualeno utilizan la cromatografia de fluidos supercriticos (Staby y col.,
1994), la espectroscopia de *C-RMN (Zamora y col., 1994), y el acoplamiento LC-GC
directo (Grog y col., 1992; Artho y col., 1993; Sefiorans, 1996).

ANALISIS DE 1LLOS COMPUESTOS DE LA FRACCION INSAPONIFICABLE
DEL DESTILADO DE LA DESODORIZACION DE ACEITES VEGETALES
MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA

3.2- MATERIALES Y METODOS
3.2.1- Preparacién de la muestra

Las muestras de destilado de la desodorizacion de aceite de oliva y girasol provinieron

del Instituto de la Grasa (C.S.I.C., Sevilla) y se mantuvieron en congelador hasta el

momento de su uso.

A 1 g de destilado se le afladen 50 mL de KOH metanolica 2N preparada en el dia. Esta

mezcla se pone a calentar a reflujo durante 30 min. La solucién restante se lleva a una
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ampolla de decantacion, y el matraz se lava con dos porciones de 25 mL de agua
destilada que también se llevan al embudo. Se afiaden 10 mL de una solucién de NaCl al
10% vy se extrae con dos porciones de 100 mL de éter etilico/éter de petroleo (1:1). Se
recogen las fases etéreas, se concentran con un rotavapor hasta un volumen aproximado
de 5 mL y se filtran con papel separador de fase Wathman 1PS para eliminar restos de
fase hidroalcohdlica; posteriormente se llevan a sequedad con el rotavapor. El residuo
obtenido se redisuelve en 1 mL de acetona para el analisis de los esteroles. De la
disolucién anterior se reservan 0,5 mL y se llevan con acetona a un volumen final de 5

mL para el analisis de escualeno.

3.2.2- Descripcidn del equipo

El sistema cromatografico utilizado consistié en dos bombas modelo 125 (Beckman), un
inyector Rheodyne modelo 7125 con un bucle de carga de 20 pL, se utilizaron varias
columnas de acero inoxidable (para la optimizacién del analisis cualitativo, apartado
3.2.3.1) de 4,6 mm de d.i. relienas con Spherisorb ODS-2 de tamafio de particula variable
(Phase Separations, Symta) en un bafio de agua para el control de la temperatura, El
detector de masa fue un ACS 750/14 (The Arsenal) con una temperatura en el evaporador
de 45 °C y 172 kPa de presién de aire, condiciones que se variaron para la realizaci6n del
analisis cuantitativo. El aire a presion fue proporcionado por un compresor (Air Control)
y posteriormente secado por dos trampas de agua. Se utilizaron balas de aire para
alcanzar presiones de 276 kPa en el evaporador durante el estudio del detector, ya que el
compresor solamente proporcionaba presiones maximas de 210 kPa. Los vapores
formados eran eliminados por medio de un extractor. Los datos eran adquiridos a través

de una interfase modelo 406 (Beckman) hasta un System Gold (Beckman).

La fase movil consisti6 en eluciones en isocratico o gradiente de metanol, etanol o iso-

propanol en acetonitrilo, todos de grado HPLC (apartado 3.2.3.2). El flujo empleado fue
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de 1,5 mL/min. Los métodos de elucién de la fase moévil fueron controlados mediante el

programa System Gold (Beckman).

3.2.3- Andlisis cualitativo

La optimizacion en el analisis cualitativo se llevé a cabo para identificar los picos de las
muestras y para conseguir, en anilisis de corta duracién, una buena resolucion entre los
compuestos que facilitara la posterior cuantificacién. Para ello, se combinaron distintas
condiciones de longitud de columna y tamafio de particula, tipo y proporcién de
modificador, temperatura de la columna y elucién isocratica o con gradiente de polaridad.

Posteriorinente se realizé un estudio estadistico de los factores de capacidad (k') y

resolucion (R) de pares criticos.

El analisis cualitativo se llevé a cabo inyectando por triplicado soluciones metandlicas de
desmosterol, ergosterol, lanosterol, fucosterol, colesterol, estigmasterol, campesterol, 3-

sitosterol y escualeno (Sigma Chemical) en concentraciones de 10 mg/mL.

3.2.3.1- Eleccién de la columna

Para es estudio del tipo de columna se utilizaron las tres que se disponian en el

laboratorio, que presentaban tres longitudes diferentes y dos tamafios de particula.

-7,5 cm longitud, 3 pm tamafio de particula

«©$

- 15 [13 5
-20 «“ 3

14
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323 2- Eleccidn de la fase mavil

La fase movil estuvo constituida por acetonitrilo y un modificador de la polaridad. El

orden de polaridad de los eluyentes a la temperatura de estudio (45 °C) fue el siguiente:
acetonitrilo > metanol > etanol > iso-propanol.

Como estimacién de [a polaridad del modificador se utilizé la constante dieléctrica (g)
medida a temperatura ambiente a la hora de realizar los célculos en la obtencién de los

resultados. Las constantes son las siguientes:

- acetonitrilo, € =37,50;
- metanol, € = 32,63;
- etanol, € =24,30;

- iso-propanol, £ = 18,30,

En primer lugar se realizaron estudios en elucion isocritica utilizando cada uno de los

modificadores en proporciones de 0 a 100%.

3.2.3.3- Eleccion del gradiente

La eleccion de gradiente se llevé a cabo utilizando la columna de 20 cm. Se realizaron
gradientes de metanol en acetonitrilo de:

-1, 2, 3, 4 y 5%/min a partir del 0%,

- 4,5%/min a partir del 10%,

- 4%/min a partir del 20%.
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323 4- Fleccidn de le la col

Se estudié la resolucién en funcién de la temperatura de la columna. Para ello se
programé la temperatura del bafio de agua a 35, 45 y 55 °C. Este estudio se realizd

utilizando la columna de 20 ¢m y un gradiente de metanol en acetonitrilo del 3%/min,

3.2.3.5- Analisis estadistico

Los resultados sobre tiempos de retencion de los patrones en cada una de las condiciones
estudiadas se utilizaron para establecer ecuaciones que relacionaran el 4’ con las variables
del sistema cromatografico. En los casos en los que aparecieron pares criticos, la
utilizacidn unicamente de &’ para la valoracion de los resultados carecia de consistencia,
por lo que se decidid tener en cuenta la anchura de los picos calculando la resolucion y
establecer, asi, las mejores condiciones de elucién. La decisién del célculo de la
resolucién se debié principalmente a que el acetonitrilo de la fase mévil producia un
distanciamiento de los k', favoreciendo la separacion; sin embargo, también se favorecia
la formacidn de colas en los picos, produciéndose solapamientos que podrian dificultar la
cuantificacion. La resolucién se calculd a partir de la anchura del pico en la base,
midiéndose ésta de forma manual, ya que el programa informatico disponible (Suitability
de System Gold) no apreciaba la formacion de colas. En los casos en los que los picos
aparecieron solapados se utiliz6 el programa Peakfit de Jandel Scientific, versién V3.11B

para la descomposicion en gaussianas y posterior medida de las anchuras. La resolucion

se calculd segun la ecuacion:

At
R=— "t (3.1
bl 52 ( )

2

siendo:

R la resolucion,
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Af, la variacion en los tiempos de retencién del par critico 1 y 2,

Wi la anchura en la base de los picos 1 y2

Las ecuaciones que relacionan £’y R con las variables del método de separacion se
obtuvieron mediante los programas 1R y 9R de regresion lineal miltiple de BMDP, 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 anémalos o fuera de

rango. Ademds, da los valores de error de estimacién y prediccién.

3.2.4- Andlisis cuantitativo

El detector de masa posee amplias posibilidades aplicado al anélisis de compuestos
lipidicos, compuestos para los que el detector de indice de refraccion y el ultravioleta no

permiten la utilizacién de gradientes de polaridad. En a mayoria de los casos, las razones

que conducen al uso de este detector son:

- la necesidad de utilizar gradientes de elucion para poder separar los componentes

de mezclas complejas, como son algunas grasas naturales,

- las fases méviles mas convenientes para estas separaciones absorben en la regién

UV,
- los compuestos a analizar absorven poco a longitudes de onda superiores a 200

nm.

Este detector puede ser utilizado con cualquier disolvente o mezclas de éstos, siempre

que sean suficientemente voldtiles y sobre todo, en relacién a los solutos, que no se
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volatilicen en las condiciones del evaporador. En la figura 3.2.4.1 se muestra un esquema
del funcionamiento del detector. La fase movil con compuestos ya separados es
nebulizada por medio de la entrada de aire a presién, que es factor determinante en el
tamafio de las gotas formadas. Esta nebulizacién favorece la posterior volatilizacién en el
evaporador, que se mantiene a una temperatura a la que se volatilice la fase mévil, pero
no los solutos. Finalmente, los compuestos a detectar quedan formando pequeiias
particulas sélidas que provocan la desviacion de un haz de luz (principalmente por
reflexion y refraccion, Charlesworth, 1978), la luz dispersada se detecta en un
fotomultiplicador y es directamente proporcional a la masa de soluto. Ademas de la
volatilidad del soluto, también influyen en la deteccion su estructura quimica y la

cantidad inyectada, ya que son otros factores que determinan el tamafio y numero de

particulas formadas en el proceso de deteccion.

Se ha descrito por varios investigadores que la respuesta del detector de masa no es lineal
y que ademas depende fuertemente de la temperatura del evaporador y, en menor medida,
de la presion 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 vy 1987,
Mourey y Oppenheimer, 1984; Perrin y Prevot, 1984; Oppenheimer y Mourey, 1985;
Warner y Mounts, 1990; Hopia y col., 1992; Dreux 'y col., 1996). Sin embargo, a pesar de
las variaciones que se puedan producir en las respuestas, se puede asurnir que, en un

rango de cantidades de soluto, el area del pico (4) se relaciona con la masa (»r) mediante

la siguiente relacién exponencial:

A=am";(3.2)

donde @ y x son coeficientes dependientes de! tamafio de las gotas, concentracion y

naturaleza del soluto, presion del evaporador y extractor, y temperatura del evaporador.
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NEBULIZACION

-~

EVAPORACION

Fuente

de luz

DETECCION
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movil

Aire a
presién

°C
Fotomultiplicador

Figura 3.2.4.1. Esquema de un detector de masa
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La transformacién logaritmica de la ecuacién anterior, sin embargo, muestra ya una

dependencia lineal entre los logaritmos de A y nr:

log A =xlog m+loga; (3.3)

Los valores de x encontrados en la bibliografia se encuentran entre 0,9 y 1,8, siendo
correctos todos ellos al entrar dentro del intervalo tedrico establecido 0,66-2,0, si bien, la
respuesta serd mas préxima a la linealidad con valores de x més cercanos a la unidad.
Charlesworth (1978) realiza un estudio profundo del detector y concluye que, para
concentraciones elevadas y dependiendo del resto de condiciones, la respuesta pasa de
exponencial a sigmoidal, encontrdndose un pequefio intervalo intermedio de

concentraciones donde la respuesta es lineal.

En el presente trabajo se deci6 estudiar la temperatura del evaporador y presion del aire
para optimizar la relacién area/masa segin los modelos propuestos. Las temperaturas y
presiones méximas y minimas vinieron dadas por las limitaciones del detector y

compresor, y por ¢l aumento en exceso del nivel de ruido basal.

Las condiciones estudiadas fueron las siguientes:
. se inyectaron por triplicado disoluciones de 10 y 20 pg de ergosterol, colesterol,

estigmasterol y escualeno en acetona,
- las temperaturas del evaporador estudiadas fueron de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,

55, 60,80y 96 °C auna presién de 172 kPa,
- se estudiaron temperaturas de 25, 45, 60, 80 y 96 °C a las presiones de 103, 207

y 276 kPa.

Los resultados se procesaron mediante el programa 9R del BMDP para conseguir que las

respuestas de los distintos patrones fueran los més semejantes y elevadas posibles.

176



Capltulo 3. Aplicacidn al destilada de la desodorizacion de aceltes vegetales.

3.2.42- Tinealidad 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 g, y 85 pg de escualeno.

Una vez establecidas Ia condiciones de presion y temperatura del detector se obtuvieron
las ecuaciones que relacionaron la respuesta con la cantidad inyectada (la adecuacién a la
linealidad era menos satisfactoria si los ensayos se¢ realizaban en condiciones no
optimizadas del detector de masa). La linealidad de la respuesta se calcnlé segun el
modelo descrito en el apartado anterior. Las operaciones se realizaron mediante el

programa 9R de regresion lineal simple del BMDP,

3.2.4.3- Célculo del factor de respuesta

En el calculo del factor de respuesta se decidié utilizar ergosterol como patrén interno, ya
que no se presentaba en la muesiras de destilado de la desodorizacion de aceite de oliva

ni girasol, y se resolvia bien respecto a los compuestos de interés de las muestras y otros

componentes no identificados.

Se inyectaron por duplicado dos soluciones con cada una de las siguientes cantidades:

- 10 pg de ergosterol,
2.5 5: 10; 20; 30 y 40 pg de colesterol, estigmasterol y escualeno.

Dado que el analisis cuantitativo con el factor de respuesta se basa en el cileulo por

minimos cuadrados, es decir, regresion lineal, se transformaron los parametros en una
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forma logaritmica que garantiza la relacion lineal simple entre la respuesta y la cantidad

inyectada:

Fo= log 4, - log Cyy

P a1 ; (3.4)
togArtog €,

siendo:
F; el factor de respuesta del compuesto /,
C, la concentracion del compuesto /,
Cp; a concentracion del patron interno,
A; el area del compuesto i,

Ap; el area del patrén interno.

3.2.4.4- Precisién del método

La precision de todo el método analitico, incluido el proceso de preparacion de muestra,
analizando por duplicado 5 hidrélisis de un mismo destilado de oliva,

| como patrén interno, y se calculd la desviacién estandar

se estimd
adicionando 1 mg de ergostero

relativa.

3.3- RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1- Andlisis cualitativo

3 3.1. 1- Anélisis estadistico en la eleccién de la columna y la fase mévil

Los resultados de &' obtenidos tras la inyeccion de los patrones permitieron el estudio de

la variacion del logk' de cada uno de ellos frente al tipo de columna utilizada, tipo de
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modificador y porcentaje en el que se encontraba en la fase mévil. En el caso del iso-
propanol, no se pudo hacer el estudio con la columna de 20 cm y 3 pm porque las
mezclas con acetonitrilo daban presiones excesivamente altas; los mismo ocurria con el
etanol. En el caso de la columna de 7,5 cm practicamente no hay separacién con

porcaentajes superiores al 2% por lo que no se ha tenido en cuenta. Las ecuaciones

obtenidas son las siguientes:

A- Metanol, columna de 7,5 cm, 3 pm:

- Desmosterol:  logk'= 1,76 - 0,00193-%MeOH; 2 = 0,9861;
- Ergosterol: logk’ = 1,83 - 0,00282-%MeOH; ? =0,9816;
- Lanosterol; logk’ = 1,91 - 0,00266-%MeOH; ? = (,9891,
- Fucosterol: logk'= 1,94 - 0,003 15:%MeOH; = 0,9880;
- Colesterol: logh’ = 1,96 - 0,00327-%MeOH; ? =0,9933;
- Estigmasterol:  logk’= 2,01 - 0,00356-%MeOH, 1* = 0,9938;
- Campesterol:  logk’=2,02 - 0,00355:%MeOH; 12 = 0,9836;
- B-Sitosterol: logk’ = 2,08 - 0,00371-%MeOH,; % = 0,9889;

B- Metanol, columna del5 cm, 5 jm:

- Desmosterol: logk’= 1,11 - 0,00272-%MeOH; = 0,9309;
- Ergosterol: logk’=1,14 - 0,00293-%MeOH,  =0,9229,
- Lanosterol: logh' = 1,24 - 0,00302-%MeOH; 1 = 0,9823,
- Fucosterol: logk' = 1,27 - 0,00339-%MeOH; 1* = 0,9446;
- Colesterol: logk'=1,29 - 0,00361-%MeOH,; * = 0,9669;
- Estigmasterol:  logk’=1,34 - 0,00378-%MeOH; P = 0,9800;
- Campesterol: logk'= 1,36 - 0,00376-%MeOH, r* = 0,5085;
- B—Sitosterol: logk' = 1,40 - 0,00383-%MeOH; P =0,9729;

C- Metanol, columna de 20 cm, 3 um:

- Ergosterol: logk'= 1,78 - 0,00228-%MeOH; ¥ = 0,9537,
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- Lanosterol: logk’ = 1,85 - 0,00230-%MeOH: r=0,9851;
- Fucosterol; logk’ = 1,89 - 0,00255-%MeOH: = 0,9563;
- Colesterol: logh’= 1,91 - 0,00282-%MeOH; = (,9814;
- Estigmasterol: ~ logk’ = 1,95 - 0,00300-%MeOH: ' =0,9838;
- Campesterol: logk’ = 1,96 - 0,00292-%MeOH:; r* = 0,9779;
- B-Sitosterol: logk’ = 2,00 - 0,00313-%MeOH; * = 0,9841;

D- Etanol, columna de 15 cm, 5 um:

- Desmosterol; logt'= 1,11 - 0,00788-%EtCH; P= 0,9668;
- Ergosterol: logk’ = 1,14 - 0,00806-%E{OH; f=0,9651;
- Lanosterol: logk* = 1,23 - 0,00883-%EtOH; = 0,9898;
- Fucosterol: logk”’ = 1,26 - 0,00907-%EtOH; = 0,9707;
- Colesterol: fogk’= 1,27 - 0,0091 1-%EtOH, ¥ =0,9788;
- Estigmasterol: logk’ = 1,33 - 0,00954-%EtOH, = 09846,
- Campesterol: logk' = 1,34 - 0,00962-%EtOH; r* = 0,9779;
- B-Sitosterol: logk' = 1,39 - 0,01005-%EtOH:; r? = 0,9843;

E- iso-Propanol, columna de 15 cm, 5 ptm:

- Desmosterol: logk’ = 1,10 - 0,00911-%iPrOH; = 0,9750;
- Ergosterol: logk’ = 1,13 - 0,00940-%iPrOH; = 0,9706;
- Lanosterol: logk’= 1,22 - 0,01018-%iPrOH; * =0,9881:
- Fucosterol: logk” = 1,25 - 0,01049-%iPrOH, ¥ =0,9734;
- Colesterol: logk' = 1,27 - 0,01065-%iPrOH; ¥ =0,9824;
- Estigmasterol:  logk’= 1,32 - 0,01113-%iPrOH; r =0,9870;
- Campesterol:  logk’= 1,33 - 0,01122-%iPrOH; i = 0,9809;
- B-Sitosterol:  logk’ = 1,38 - 0,01170-%iPrOH; r* =0,9854.

Las figuras 3.3.1.1(a-¢) son las representaciones graficas de las ecuaciones anteriores. Se

observé que la variacién del factor de capacidad en funcion del tipo de modificador era
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Capitulo 3. Aplicacidn al destilado de la desodorizacion de aceltes vegemle-s..
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Figura 3.3.1.1f. Andlisis de B-sitosterol por HPLC en las siguientes
condiciones:

- columna: 15 cm,

. tamafio de particula: 5 pm,

. fase mévil: acetonitrilo 100%

. detector: UV.
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Capitulo 3. Aplicacién al destilado de la desodorizacidn de acei fes vegefalgg,

mas evidente en el iso-propanol, seguido del etanol y metanol respectivamente debido a
que la menor polaridad del modificador causa una elucién mas répida de los solutos. En
el caso de utilizar iso-propanol, el logk’ descendié hasta 0,2 aproximadamente y para
todos los compuestos del estudio, para el caso de la utilizacion de etanol logk’ fue de
=0,4. En ambos casos la duracién de los andlisis es corta, sin embargo, esto hacer
empeorar la resolucién entre los compuestos eluidos. El empleo de metanol condujo a
mayores tiempos de retencion que el etanol e iso-propanol para iguales procentajes en la
fase movil; de este modo, la separacion de los diferentes compuestos fue mas
satisfactoria. La utilizacién de bajos porcentajes de modificador e, incluso, de 100% de
acetonitrilo en la fase mdvil conducia a la mixima separaciéon de los compestos
analizados, sin embargo, la resolucién no era aceptable debido a que los picos
presentaban importantes colas. La figura 3.3.1.1f muestra un cromatograma de estas
caracteristicas, donde se aprecia la aparicion de la cola en el pico de B-sitosterol. Al
comparar la variacion del logk’ respecto a la longitud de columna (columnas de 20 y 7,5
cm) se observd que la columna de mayor longitud producia resultados mas satisfactorios
que los de la de menor longitud, ademas de que los logk' estaban mas distanciados entre
cada compuesto. El hecho de encontrar valores de logk’ mucho menores en la columna de
15 cm no se debe a la longitud sino al tamafio de particula, observandose que la
utilizacién de particulas de 5 um conduce a la obtencién de menores tiempos de retencion
que el uso de particulas de 3 pm. De este modo, y en una primera aproximacién a los
resultados finales, se podia asegurar la conveniencia de la utilizacion de la columna de 20

cm de longitud, 3 pm de tamafio de particula y metanol como modificador, para evitar al

maximo la coelucién de los compuestos de la mezcla.

resolucion de los pares criticos, ya que se vié que algunos

4n de modificador. Se calculd la variacion de la

Posteriormente se estudio Ia

picos presentaban colas con baja proporci

resolucion segin el tipo y porcentaje de modificador en el caso de la utilizacién de la

columna de 15 cm y 5 pm de tamafio de particula. La longitud de columna se estudio

para los casos de 7,5 y 20 cm, ya que posefan el mismo tamafio de particula (3 pm) y con
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Capitulo 3. Aplicacion al destilado de la desodorizacién de aceites vegetales,

metanol como modificador, Los resultados fueron los que aparecen en las figuras

3.3.1.1g-p).

Las figuras 3.3.1.1g y h muestran ¢émo los mejores resultados en la resolucion se
consiguen al aumentar la longitud de la columna y disminuir el porcentaje de
modificador; sin embargo, la resolucién entre estigmasterol y campesterol mejora al
aumentar el porcentaje de metanol (figura 3.3.1.1j). La resolucién entre fucosterol y
colesterol solamente mejora al aumentar la longitud de la columna a partir de los 12 cm
(figura 3.3.1.1y). En cuanto a lo referido al tipo de modificador, para el par critico
desmosterol-ergosterol (figura 3.3.1.1k) la méxima resolucién se consigui¢ utilizando
etanol en un 20%, si bien, la resolucién dependié poco del tipo de modificador y mas del
porcentaje en que se encontraba en la fase movil. La resolucién entre el lanosterol y 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
resolucion en funcién del tipo de modificador, se ilevo a cabo utilizando la columna de 5
um de tamafio de particula del relleno, y es facilmente apreciable que la resolucién
aumenta sensiblemente al cambiar a al tamafio de 3 pwm: la grafica 3.3.1.1g sobre la
resolucion entre el lanosterol y fucosterol se basa en columnas de 3 pm y muestra que
para una supuesta longitud columna de 15 cm la resolucién conseguida es siempre

superior a la de los resultados obtenidos en 3.3.1.11. Los resultados de la resolucién entre

lanosterol-colesterol,  fucosterol-colesterol 'y estigmasterol-campesterol  (figuras

3.3.1.1(m-fi) son semejantes a los obtenidos en el caso del par lanosterol-fucosterol,
observandose un ligero aumento de la resolucion al aumentar la polaridad del
excepto para el par lanosterol-colesterol, aunque sus resutados muestran

modificador,

valores altos de resolucién. La figura 3.3.1.10 muestra cémo la resolucién entre el par

critico desmosterol-ergosterol disminuye de modo apreciable al aumentar el porcentaje

del modificador, coincidiendo con 10s resultados aportados anteriormente (figuras

3.3.1.1(g-1). La resolucion entre el ergosterol y el lanosterol, utilizando metanol vy la

columna de 20 cm (figura 3.3.1.1p) muestra siempre valores altos, pero son los mayores

los encontrados para porcentajes alrededor del 50%.
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Capltulo 3. Aplicacion al destilado de la desodorizacidn de aceiles vegetales.

Resolucién entre desmosterol y ergosterol

1,6
R=Resolucidén
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Figura 3.3.1.10. Influencia de la proporcién de metanol en la variacién de Ia resolucién.
Columna de 7,5 cm.
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Figura 3.3.1.1p. Influencia de la proporcién de metanol en la variacién de la resolucion.
Columna de 20 cm.
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Capltulo 3. Aplicacion al destilado de la desodorizacion de--acefre.s_" vegelales,

Los resultados muestran, en general, que, como era de esperar, se consigue una mejora de
la resolucién al disminuir el tamafio de particula del relleno, al aumentar la longitud de la
columna para aquellas de igual tamafio de particula, y al aumentar la palaridad. Estos
resultados concluyeron que para conseguir una mejor separacién de los patrones del
estudio se debia utilizar la columna de 20 ¢cm y 3 m de tamafio de particula con metanol
como modificador en la fase mévil. Respecto al porcentaje de metanol hay que decir que
para los pares criticos que eluian en primer lugar la resolucién mejoraba con bajos
porcentajes, sin embargo, para el par estigmasterol-campesterol (el que sufria una mayor
retencion) la resolucién aumentaba con el porcentaje de modificador, hecho que se
explica porque el aumento de la aunchura de los picos en la base era contrarrestado por el
empleo de maés cantidad de metanol. Estas ultimas conclusiones hicieron aconsejable el
empleo de gradiente de polaridad. La figura 3.3.1.1q muestra un cromatograma obtenido

utilizando la columna de 20 cm de longitud, con metanol, y las estructuras quimicas de

los patrones utilizados.

3.3.1.2- Fleccidn del gradiente

El gradiente permiti6 acortar ¢l tiempo de analisis, mejorando la eficacia al estrechar los

picos sin perder resolucién.

Se obtuvieron las ecuaciones correspondientes a la variacién del factor de capacidad con

el porcentaje inicial de metanol y con la velocidad de gradiente:

- Desmosterol: logk’ = 1,850 - 0,01498-G;
logk’'= 1,775 - 0,00496I,

- Ergosterol: logk’= 1,859 - 0,01487-G;
logk’= 1,784 - 0,00485- I,
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Capitulo 3. Aplicacion of destilado de la desodorizacidn de aceites vegelales.

escualeno

desmosterol
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estigmasterol
campesterol
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Figura 3.3.1.1g. Cromatograma y estructuras molecuiares de los
esteroles utilizados.
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Capltulo 3. Aplicacién al destilado de la desodorizacion de aceites vegetales,

- Lanosterol: logk'= 1,889 - 0,01218-G;
logk’= 1,828 - 0,00354 I;
- Fucosterol: logk'= 1,953 - 0,01800-G:
logk’= 1,863 - 0,00441 'I;
- Colesterol: logk’= 1,978 - 0,01944-G;

logk’= 1,881 - 0,00435 ‘I;
- Campesterol: logk’=2,013 - 0,02018-G;
logk’=1,912 - 0,00406 I;

- B-Sitosterol. loghk'=2,056 - 0,02182-G;
logk’ = 1,946 - 0,00386 -1;
- Escualeno; logk'= 1,893 - 0,00706-G:

logk’ = 1,858 - 0,00129 I;

donde G es el gradiente en %/min,

I es el metanol inicial en %.

Las figuras 3.3.1.2 a y b muestran las representaciones graficas de las ecuaciones arriba
indicadas. Se observé que el comportamiento del escualeno frente al gradiente era
copletamente distinto al del resto de componentes, produciéndose pocas variaciones del
tiempo de retencion, es decir, que el grasdiente de polaridad no parece afectar al tiempo
de elucion del escualeno. Estas diferencias pueden ser debidas a la distinta estructura
molecular del escualeno respecto a los otros compuestos, De esta forma, y en el rango
estudiado, la retencidn relativa del escnaleno mejoraba con unos compuestos a la vez que
empeoraba con otros. En el caso de haber un porcentaje inicial de metanol del 0% la
elucién del escualeno se produjo entre la del lanosterol y fucosterol. Si el % inicial era de
un 40% la elucién del escualeno, apenas variada, se produjo en el ultimo lugar, tras la
elucién del B-sitosterol. El resto de componentes sufrié una disminucion del tiempo de
retenciéon al aumentar el gradiente, no habiendo diferencias entre ellos, con poca

afectacién de la selectividad (o) en la mayoria de los casos y para ambas experiencias; la
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excepeion fue el par lanosterol-fucosterol en el que la selectividad toma valores préximos
a 1 cuando las condiciones fueron de un 40% de metanol inicial. Los pares criticos
estudiados fueron desmosterol-ergosterol y campesterol-B-sitosterol para la obtencidn de
los valores de resolucion, en el primero de ellos el valor de o, fue bajo en todas las
condiciones, en el segundo caso fue el ensanchamiento de los picos lo que llevé a esa
determinacion. Los gradientes entre 2 y 4%/min consiguen mayores separaciones entre el

escualeno y los esteroles lanosterol y fucosterol.

Posteriormente se procedié al estudio de la influencia de los dos factores cromatograficos
en la resolucion de los pares criticos. Las figuras 3.3.1.2 ¢ y d muestran las ecuaciones

obtenidas y sus representaciones graficas.

La resolucién entre el desmosterol y el ergosterol (figura 3.3.1.2¢) disminuye de modo
importante a medida que el porcentaje inicial de modificador aumenta y en menor medida
cuando dismunuye. Para la mejor separacion de estos compuestos conviene utilizar
procentajes iniciales bajos y gradientes de 3 « 8%/min. La mejor resolucion entre el
campesterol y el B-sitosterol se consigue para porcentajes iniciales muy bajos (0 - 3 %) y

gradientes bajos; la resolucion con un gradiente del 3%/min y acetonitrilo inicial al 100%

conduce a una resolucioén cercana a 1.

Concluyendo: se observa que en el rango estudiado se obtenia una mejor resolucidén con
un bajo porcentaje inicial de metanol y gradientes medios. Asi pues, se decidié que el
gradiente fuera de 3%/min partiendo de 0% de metanol, de esta forma, también se
conseguia que el escualeno eluyera entre el lanosterol y el fucosterol consiguiéndose la
mejor separacion posible del escualeno con cualquiera de los esteroles estudiados.
Respecto a los analisis de muestras de destilado de la desodorizacion de aceites de oliva o
girasol se consiguié que escualeno eluyera en primer lugar, sin producirse solapamientos

con el estigmasterol, campesterol ni B-sitosterol (compuestos existentes en el destilado).
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Resolucidn Desmosterol-Ergosterol
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Figura 3.3.1.2¢c. Infuencia del gradiente en la variacion de la resolucidn.



Capitulo 3. Aplicacidn al destilado de la desodorizacidn de aceites vegeiales,

Resolucién Campesterol-B-Sitosterol

R = 1,337 + 0,1111 - 0,159G - 0,00531F + 0,00450G" + 0,004801G

Metanol (% /min)
v

a & ] L L -

Metanol (% inicial)

G = Gradiente (%/min)
I = Metanol Inicial (%)

Figura 3.3.1.2d. Infuencia del gradiente en la variacién de la resolucidn.
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Capitele 3. Apliencion ol destilady de fa desodorizvacion de aceiles vogetales,

La figura 3.3.1.3 muestra los resultados del cdlculo de la resolucién de los pares criticos
(desmosterol-lanosterol, lanosterol-fucosterol, fucosterol-colesterol, colesterol-
campesterol y campesterol-B-sitosterol) dependiendo de la temperatura de la columna. Se
observd que la temperatura més adecuada era la de 45 °C, ya que la de 55 °C dismunia
los tiempos de retencion con apenas variacién de la anchura de los picos, y la de 35 °C
provocaba la aparicion de colas, por lo que habia también pérdida de resolucién. Asi

pues, la temperatura de la columna durante el andlisis se fijé en 45 °C.

3. 3.2~ Andlisis cuantitativo

La figura 3.3.2.1a muestra las drcas resultantes obtenidas tras la inyeccién de la solucién
de patrones en la cantidad de 20 pg, siendo las condiciones de presion del detector de 172
kPa y de temperatura entre 20 y 60 °C. Se observa un descenso marcado de la respuesta
del ergosterol entre 20 y 45 °C, existiendo apenas variacién a partir de esta temperatura y
hasta los 60 °C. La respuesta del colesterol sufre un comportamiento semejante, si bien,
no de modo tan acusado. La respuesta del estigmasterol desciende ligeramente entre los
20 y 35 °C, aumentando a temperaturas superiores. La respuesta del escualeno varia de
mode completamente distinto al resto de componentes de la solucién al producirse un
aumento importante entre los 20 y 40 °C, con una menor disminucién a temperaturas
mayores. Las bases de estos comportmmnientos se¢ encuentran, principalinente, en la
volatilidad (segin Charlesworth, 1978, en la temperatura a la que la presién de vapor es
de | mm Hg, o bien, el punto de fusién en su defecto) de cada uno de los compuestos,

reuntdos en la tabla 3.3.2.1 junto con su correspondiente punto de fusion.
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Capitulo 3. Aplicacién al destilado de la desodorizacidn de aceiles vegetales.

Tabla 3.3.2.1. Puntos de fusion de los componentes de la disofucion.

Pto. fusién (°C)

Ergosterol 168
Colesterol 148
Estigmasterol 164
Escualeno <-20

La disminucién de la respuesta que ocurre en los casos del ergosterol, colesterol y
estigmasterol en el rango de temperaturas bajas (25 - 45 °C para el ergosterol, 20 - 45 °C
para el colesterol, 20 - 35 °C para el estigmasterol) se debe a la disminucién del tamafio
de las particulas s6lidas en el evaporador , ya que aumenta la volatilizacion al aumentar la
temperatura. A temperaturas superiores (> 45 °C para el ergosterol y colesterol, > 35 °C
para el estigmasterol) se produce un aumento del tamafio de las particulas debido a la
dilatacion de éstas, siendo entonces éste un factor dominante sobre la volatilizacion y
aumentando la cantidad de luz desviada. Este mismo Gltimo comportamiento ocurre en el
caso del escualeno entre 20 y 40 °C, es decir, el aumento del tamafio de las particulas por
la dilatacién que sufren al aumentar la temperatura, por encontrarse en estado liquido a
estas temperaturas, ya que la dilatacién que se produce en estado liquido es mucho mas
importante que la producida en los estados solidos. Sin embargo, a temperaturas por
encima de ésta ultima (40 °C) comienza a apreciarse el efecto de la volatilizacién,
habiendo un leve descenso de la respuesta al acercarse a temperaturas en el evaporador
cada vez mayores. Estos resultados son concordantes con los obtenidos por otros autores
y por los obtenidos mediante razonamientos empiricos (Charlesworth, 1978), basdndose

las explicaciones dadas en las observaciones de estos otros autores.

Una segunda experiencia, que se dedicé al estudio de la presion del nebulizador y a
ampliar el rango de temperaturas hasta los 96 °C ofreci6 los resultados que se muestran
en las figuras 3.3.2.1 (b-e). Se observa que las nuevas temperaturas del estudio de 80 vy,

especialmente, 96 °C consiguen un gran aumento de la volatilizacién de todos los solutos




Capitulo 3. Aplicacion al destilado de la desodorizacién de aceites vege!&le_.r.
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Capltulo 3. Aplicacién al destilado de la desodorizacion de aceiles vegetales.
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Figura 3.3.2.14., Influencia de Ia presién y temperatura del evaporador
en la respuesta del estigmasterol.
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Figura 3.3.2.1e. Influencia de la presién y temperatura del evaporador
en la respuesta del escualeno.
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Capitulo 3. Aplicacton al destilado de la desodorizacién de deeifes vegetales.

posteriormente a la evaporaci6n de la fase mévil, produciendo una gran disminucién de la
respuesta. En el caso del escualeno, y debido a su mayor volatilidad, la respuesta es

extremadamente baja, haciéndose casi indetectable a 96 °C (figura 3.3.2.1e).

FEl aumento de la presién a temperatura constante conduce a la formacion de particulas de
menor tamafio, con la consecuente pérdida de respuesta. Charlesworth (1978) da
explicacion a este ultimo comportamiento: la diminucién del tamafio de particula supone
que la relacién superficie/volumen aumenta, ademas de que se produce un mayor nimero
de particulas, por tanto, la respuesta aumentaria. Sin embargo, para particulas muy
pequefias es muy importante el efecto de la pérdida de luz reflejada y refractada, que son
los mecanismos mas importantes en el fenémeno de la dispersion de la luz, surgiendo
otros fendmenos (dispersién de Raleigh y dispersion de Mie) que producen luz dispersada
de menor intensidad. De este modo, el ergosterol, colesterol y estigmasterol, sélidos a
temperatura ambiente, presentan dos minimos y dos maximos en los perfiles de respuesta,
el primero de ellos se produce a las menores temperaturas cuando se produce un aumento
de la temperatura del evaporador y se debe al efecto de la disminucién del tamafio de
particula estando en estado solido, su localizacién varia en funcion del compuesto en
cuestién y de la presién utilizada. El segundo minimo en el perfil de la respuesta se
produce a la mayor temperatura del estudio (96 °C), encontrandose la particula en estado
liquido o semisdlido. El perfil de respuesta del escualeno sitia los miminos en las
temperaturas extremas (25 y 96 °C) independientemente de la presion de estudio y

encontrandose siempre sus particulas del la nebulizacién en estado liquido.

La disminucién de la presién conduce a la formacién de particulas de gran tamafio , con
el consiguiente aumento de la respuesta por el favorecimiento de la reflexion y refraccion
como fenémenos dominantes en el proceso de dispersién de la luz y producen luz de
mayor intensidad, por eso la respuesta mayor se alcanza, a temperatura constante, a la

presion de estudio mas baja (103 kPa) para cualquiera de los cuatro compuestos

estudiados (figuras 3.3.2.1b-¢).
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Capltulo 3, Aplicacién al destilado de la desodorizacién de acgites vegetales.

La variacion de la respuesta con la presién del nebulizador y la temperatura del
evaporador del detector de masa pudo ser estudiada mediante las ecuaciones que se hallan
en las figuras 3.3.2.1(f-i) junto a sus representaciones graficas y que fueron obtenidas

mediante regresion mualtiple.

El comportamiento es similar entre ergosterol, colesterol y estigmasterol. Para estos
compuestos la maxima respuesta se alcanza a las menores presiones y temperaturas,
disminuyendo rapidamente a partir de los 80 °C, siendo poca la influencia de la presion a
partir de esta temperatura. El comportamiento diferente del escualeno quedd reflejado en
el calculo de su respuesta, ya que la maxima respuesta de escualeno se consigue también
disminuyendo la presion, pero a temperaturas cercanas a 45 °C, en lugar de 25 °C; la

respuesta disminuye rapidamente a partir de 70 °C, con casi nula influencia de la presién.

Las condiciones éptimas del detector fueron 30 °C y presion de 137 kPa. De este modo
la respuesta de todos los compuestos pudo ser lo mas alta posible siendo a la vez
semejante entre ellas (1,9 - 1,7). Temperaturas de 25 °C o menores no convinieron para el
estudio, ya que, si bien producian altas respuestas, aumentaba mucho el nivel basal de

ruido por la dificil eliminacion de la fase movil en el evaporador.

3.3.2.2- Linealidad de respuesta

El estudio de la linealidad de la respuesta en las condiciones del detector no optimizadas
(45 °C, 172 kPa) dio lugar a resultados semejantes a los obtenidos por Charlesworth en
1978 en el estudio de compuestos apolares. Se observd la tendencia sigmoidal de la
respuesta (figura 3.3.2.2a), existiendo un comportamiento logaritmico para cantidades
superiores a 50 pg, lineal en un tramo intermedio desde 6 hasta 25 ug (figura 3.3.2.2b), y
exponencial para las cantidades menores en el estudio (figura 3.3.2.2¢). Al representar los
datos obtenidos sobre un eje doble logaritmico se observo que los resultados seguian la

tendencia de una recta, concordando con los resultados anteriores de otros investigadores,
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Capitulo 3. Aplicacion al destilado de la desodorizacion de acelfes vegefales,

excepto para las cantidades mayores, hecho que también se ha descrito en la bibliogafia
sobre triglicéridos y otros compuestos de baja polaridad (figuras 3.3.2.2d-f). Al realizar
las regresiones, los valores del exponente x fueron de 1,55 para el ergosterol, 1,40 para el
escualeno, 1,51 para el colesterol y 1,46 para el estigmasterol, encontrindose todos ellos

dentro del intervalo aceptado por otros investigadores.

Los resultados del calculo de la linelidad de respuesta obtenidos tras la optimizacion del

detector mejoraron los previamente conseguidos. Las ecuaciones obtenidas fueron las

siguientes:
- Ergosterol; logd = 0,803 + 1,16-1ogC; * = 0,9834;
- Escualeno: log4 = 0,705 + 1,19-1ogC; r’ =0,9917;
- Colesterol: ~ logd = 0,846 + 1,12-logC: ? =0,9894;
- Estigmasterol: log4 = 0,504 + 1,25-1ogC; 12 = 0,9946;

donde A4 = area,

C = cantidad inyectada en pg.

Los valores hallados para x descendieron en los cuatro casos para hacerse mas cercanos a
la unidad, lo que significa que la respuesta se acerca mas hacia una tendencia lineal.
Estos resultados también posibilitaron la extensién de la respuesta exponencial hasta
cantidades de 50 ug. Las figuras 3.3.2.2(g y h) muestran la representacién grafica de las
ecuaciones obtenidas, mostrandose, ademas, la adecuacion con los datos experimentales.
El limite de deteccién para cada compuesto se calculd a partir del error estAndar de las

regresiones obtenidas (EE), siendo el limite de deteccion la cantidad en pg que

proporciona una respuesta tal que logd = 2-EE,
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Figura 3.3.2.2¢. Linealidad de respuesta. Condiciones del detector: 3 °C, 121 kPa.
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Capltulo 3. Aplicacidn al destilado de la desodorizacidn de aceiles vegetales,

Los limites de deteccion obtenidos fueron los siguientes:

- ergosterol: 0,26 ng;
- escualeno: 0,31 pg;
- colesterol: 0,22 pg;
- estigmasterol: 0,46 pg.

3.3.2.3- Factor de respuesta

Los factores de respuesta obtenidos se representan en la figura 3.3.2.3. 8i no se

consideran los resultados obtenidos para cantidades inyectadas inferiores a 2,5 pg, los

factores obtenidos respecto al ergosterol son:

Fescuuleno = 0388
Footesteral = 0,94
chtigmnstcrol = 0:86
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Capitulo 3. Aplicacion al destilado de la desodorizacidn de aceltes vegetales

ANALISIS DE LOS DESTILADOS DE LA DESODORIZACION DE ACEITES
VEGETALES POR ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE C DE ALTA RESOLUCION

3.4- MATERIALES Y METODOS

La preparacidn de las muestras y el procedimiento utilizado es el mismo que se detalla
para los analisis de muestras de nata y sus extractos (apartado 2.6 y 2.7). Las muestras

analizadas fueron:
- destilado de la desodorizacion de aceite de oliva,

" % « w“© giraSOI,
- extracto obtenido a 13 MPa, 40 °C y 70 min a partir del destilado de aceite de

oliva,

La identificacion de los compuestos se llevd a cabo con la ayuda de tablas de
desplazamientos quimicos existentes en la bibliografia. La tabla 3.4 contiene los

desplazamientos quimicos correspondientes al escualeno (Breitmaier y col,, 1975) y B3-

sitosterol (Wright y col., 1978).
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Capitulo 3. Aplicacion al destilado de la desodorizacion de aceites vegetales

Tabla 3.4, Desplazamientos quimicos de escualeno y B-sitosterol.

Escualeno B-Sitosterol

n’ 8 (ppm) n’ 3 (ppm) n® & (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
i 2 6 ]
3 5 7 9 1 2

numeracion de los carbonos del escualeno
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Capltulo 3. Aplicacion ai destilado de la desodorizacion de aceites vegetales

numeracion de los carbonos del B-sitosterol

Se calculé el porcentaje molar en que se encontraban los compuestos anélizados de modo

andlogo al realizado con la grasa lactea.

3.5- RESULTADOS Y DISCUSION

Los espectros de DDO obtenidos mediante BC.RMN son los mostrados en las figuras
3.5(a-c), las figuras 3.5(d-f) muestran los espectros de DDG. A continuacién, en la tabla
3.5a se detallan los desplazamientos quimicos asignados a sus correspondientes carbonos,

asi como sus integrales para cada sefial y en las muestras analizadas.

Tabla 3.5a. Desplazamientos quimicos, grupos funcionales asignados e integrales

correspondientes tras el analisis por BC_RMN de los DD de aceites de oliva y

girasol.
Area
DDO DDG
3 (ppm) Carbono Control Extracto
180,27 -COOH' 11,62 15,7 15,7
135,07 ClO0(Es)® 2,6 3,2 -
134,86 C6 (Es) 2,6 3,2 -
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gidn de aveltes vegetales

tabla 3.5a (continuacién)

Area
DDO DDG
8 (ppm) Carbono Control Extracto
131,19 C2 (Es) 2,9 3| -
130,19 Ci3 (L) 1,5 1,9 10,6
130,01 C9(O,L) 15,0 16,8 15,9
129,71 Cl10 (0} 13,5 14,9 81
128,07 Clo (L) 1,5 1,9 9,0
127,91 C12 (L) 1,3 1,9 i1,2
124,43 C3 (Es) 3.3 5,0 -
12432+ C7,Cll 6,5 10,1 0.8
24,29 (Es)
60,16 n.a’ 0,3 1.6 -
3973 C5CHEs) 5,7 10,7 -
34,10 2 15,5 21,9 26,2
31,90 03 15,4 20,6 19,5
3,52 w3 (L) 2.7 4,0 19,0
29,76~ -(CHj)- 1199 1668 157,5
28,83
28,26 C12 (Es) 3.3 5,6 -
2721 CH-CH= 23,8 324 33,3
+27.15 cis
26,77 C8 (Es) 2.5 48 -
26,66 C4 (Es) 2.5 4.8 -
2565 Cl(Es)+ 5,18 7.6 13,9
Cll(L)
2496 C3(L) 2,6 3.0 ]
2468 2 12,0 169 1266
22,67 w2 15,8 21,7 36,8
17,64 C13 (Es) 2.4 4.3 -
16,01 14 (kEs) 2,7 4.1 0,4

217



Capitnlo 1. Apticocidn al destilodo de ta desedorizactd de aveites vegetales

tabla 3.5a (continuacion)

Area
DDO DDG
8 (ppm) Carbono  Control Extracto
15,97  CI5(Es) 2,7 4,1 0.4
14,07 wl 15,2 215 21,2

‘los carbonos no asignados a mingim compuesto definido se reficren al total de dcidos grasos
hibres de b muestra,
“Eg = gscualens,

‘na = no asignado

Los componentes principales, tanto del DDO, DDG, como del extracto analizado fueron
los acidos grasos libres, de este modo se comprobd que estos compuestos son también
extraidos por el didxido de carbono supercritico. Los dcidos grasos mayoritarios fueron
los insaturados: oleico en el DDO, y linoleico y oleico respectivamente en ¢l DDG. Los
dcidos grasos saturados se encontraron en menor proporcion. No se detecté la presencia
de acidos grasos de cadena corta, que si aparecen como consecuencia de tratamientos de
calentamientos severos, como las frituras (Coll Hellin y Clausell, 1985). Estos resultados
indicaron que la composicion en acidos grasos de los destilados es muy semejante a la del
aceite virgen, aunque en los primeros se encuentran libres. No se detecté la existencia de
triglicéridos, tampoco de otros lipidos saponificables como son los ésteres metilicos y
etilicos de los 4cidos grasos, tan abundantes en otros estudios realizados por otros

investigadores (24,1%,; Bondioli y col., 1993).

La fraccion insaponificable del DDO y su extracto estuvo compuesta en su gran mayoria
por escualeno, y no se detectd la presencia de ningin otro compuesto. La proporcion de
escualeno encontrada en el DDO fue muy superior a la det DDG, donde tnicamente pudo
cauntificarse la cantidad de escualeno partiendo de aquellos carbonos con tiempo de
relajacion mis corto (carbonos metilicos); sin embargo, ¢ste pudo detectarse gracias a la

apreciacion de sefiales menores no cuantificables. Asimismo, pudo ser detectada la
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Capitulo 3. Aplicaciin al destitode de a desodorizacion de aceites vegetales

presencia de compuestos esterdlicos en el DDG, lo que no ocurrié en el DDO. La baja
intensidad de las sefiales de éstos compuestos junto con la similitud de sus § (Wright y
col, 1978) no permitié distinguir entre la existencia de PB-sitosterol, estigmasterol,

campesterol u otro esterol. La composicién del DDO y su extracto fue bastante similar.

Seguidamente, la tabla 3.5b recoge los resultados obtenidos para la cuantificacion de los

componentes de los destilados:

Tabla 3.5b. Compeosicion de los DD de aceites de oliva y girasol.

DDO DDG
Control  Extracto

Escualeno’ ((w}jmm) 15,08 16,02 1,45
Cl15+ wl

Insaturado/saturado’ CH, ~CH =2 3,61 3,06 1,58

wl-(CH, —CH =/2)

Oleico/linoleico’ (Cl 0(0)) 9,00 7.84 0,71

Cl(L)

'(%omol),
“acudos grasos libres (mol/mol).

El hecho de utilizar los carbonos metilicos y metilénicos para cuantificar los compuestos
de las muestras se debe a que poseen tiempos de relajacion menores, con lo cual, los
resultados obtenidos en las integraciones son los mds proximos a los valores reales. Esto
se observa claramente si se comparan las integrales obtenidas para los carbonos @l y los
carboxilicos, los segundos poseen integrales menores debido a unas relajaciones
incompletas. El uso de los carbonos olefinicos es el mds conveniente para el calculo de la
relacion molar entre acidos oleico y linoleico, por existir por separado sefiales
caracteristicas de cada uno de ellos. Los tempos de relajacion no influyen en el calculo al

tratarse de sefiales muy proximas.
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Capitule 3. Aphizaciin of destilodo de ha desodures:

Los resultados obtenidos tras los andlisis del DDO y su extracto son muy similares, con
lo que se podia concluir que en csas condiciones la selectividad en la extraccion era baja
y los compuestos se encuentran en las mismas proporciones antes y después de la

extraccion supercritica.

No se pudieron establecer comparaciones entre la composicién de los destilados y los
aceites virgenes de los que procedieron al no diponer de ellos. En cuanto a los datos
encontrados en la bibliografia acerca de la composicion de los aceites virgenes de oliva y
girasol (Gunstone y col., 1986) se vio que existia una gran variabilidad; sin embargo, se
pudo concluir que la composicién de los destilados estaba dentro de los rangos de
composicion de los aceites virgenes en lo referido anicamente a la composicién en dcidos
grasos y con la diferencia de que en los destilados se encuentran en forma carboxilica
ltbre y en los aceites se encuentran esterificados al glicerol constituyendo los

tnglicéndos.

St consideramos que los acidos grasos libres del DDO son oleico y palmitico (los
mayoritarios) obtenemos que ¢l escualeno se encuentra en una concentracidn de 208
g/Kg. Esta concentracion es sensiblemente mayor a la encontrada en ¢l aceite virgen

(alrededor de 1,5 mg/Kg, Fedeli, 1977).
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Capitrle 3. Aplicacién of destilasto de ko desodarizacion de oceiles vegetales

APLICACION DE LA EXTRACCION CON CO; SUPERCRITICO AL
DESTILADO DE LA DESODORIZACION DE ACEITES VEGETALES

3.6- MATERIALES Y METODOS
3.6, 1- Descripcion del equipo extractor

Las extracciones con fluidos supercriticos se llevaron a cabo con un extractor Hewlett-
Packard modelo 7680A equipado con un restrictor variable que permite el control
independiente del flujo y la presién, y ademds produce una despresurizacion instantanea
del fNuido supercritico a su salida. La muestra se deposita en una celda cilindrica de acero
inoxidable de 7 mL de volumen; para la recogida del extracto el equipo estd provisto de
una trampa solida intercambiable, donde se produce la caida de presion mencionada, que
se lava posteriormente con un disolvente orgdnico para la recuperacion del extracto
retenido. El control del sistema se realiza automdticamente a través de un programa
informatico especifico sumimistrado con el equipo, con un ordenador Hewlett-Packard
modelo Vectra QS/165. El fluido supercritico usado fue diéxido de carbono de calidad
analitica. Existe también un sistema criogénico mediante didéxido de carbono para enfriar
la bomba, celda de extraccion, restnictor y trampa, y que no necesariamente ha de ser de
cahdad tan alta como el supercritico. La figura 3.6.1 muestra un esquema del

funcionamiento del equipo.

1.6.2- Optimizacidon en la preparacidn de la muestra

La celda se preparé para la extraccién introduciendo el destilado, habiendo taponado
previamente la entrada y sabida de la celda con lana de vidrio. Con este método se
producian contaminaciones en la lineas del extractor, ya que la muestra es liquida y sale
por la parte inferior de la celda, contaminando las extracciones posteriores. Por ello, se

decidio utilizar arena de mar lavade (Panreac) en una cantidad de 5 g para servir de

225



Capitulo 3. Aplicacion al destilads de la desodorizaciin de aceltes vegetales

BOMBA
=

REETRIL‘TURT, -
u
el S— U CO,
i
2 RECOGIDA
e DEL
= EXTRACTO
A& DISUELTO
L] »4
o

e

# o DISOLVENTE

CO,

Figura 3.6.1. Esquema del equipo extractor
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soporte del destilado. Tanto la arena como 1a lana de vidrio no se extraian ni retenian los
compuestos de la muestra. La cantidad de muestra indroducida dependié de dos factores:
a) que ¢! extracto se obtuviera en la mayor cantidad posible y b) que la arena no quedara

saturada de muestra y ésta pasara hacia los conductos del extractor.

Las muestras fueron destilados de la desodorizacion de aceites de oliva y girasol.

34, 3- Efecto de la presidn y la temperatura en la extraccion del destilado de la

desodorizacion de aceites vegetales

Se estudid la cantidad de destilado extraido en funcién de la temperatura y la presion
aplicadas en la celda. En los diferentes métodos utilizados se consideraron los valores de

tas siguientes variables:

- flujo del fluido supercritico: 1 y 3 mL/min,

- iempo de extraccion: 20 y 30 min,

- fraccionamientos: hasta los 70 min con frecuencias de 2, 5y 10 min,

- temperatura de la celda de extraccién: 40, 50 y 60 °C,

- presion: 10; 13; 15, 17,5, 20, 22,5, 25 y 30 MPa,

~ disolvente de lavado. cloroformo:metanol (2:1),

- trampa para recoger los extractos: de bolas de acero inoxidable (Hewlett-

Packard).

En los pnmeros ensayos realizados, el extracto fue depositado sobre la superficie de fas
bolas de acero de la trampa, que se lavd con la mezcla de disolventes mencionada tras
completar la extaccidn, recogiéndose las disoluciones en viales de 1 ml.. El nimero de
viales utilizado fue de 6 para asegurar la completa disolucién del extracto y averiguar a la
vez ¢l numero minimo de viales necesarios, que se encontrd ser de 2. La cantidad de

extracto se obtuvo por pesada tras la evaporacion del disolvente en una corriente de N,.
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En todos los casos se mantuvo la trampa a 20 °C y el restrictor a 45 °C durante la
extraccion, elevandose la temperatura de la trampa a 45 °C durante el lavado de la misma

con disolvente.

Los fraccionamientos se realizaron mantemiendo presion y temperatura de la celda
constantes. Finalizado el tiempo de extraccidn de cada fraccidn se acomodaban las
condiciones de lavado, recogiéndose log viales con la disolucién, y posteriormente se

continuaba con un nuevo paso extractivo del fraccionamiento.

Asimismo, se colocaron frascos con la mezela cloroformo:metanol (2:1) a la salida
haciendo burbujear el CO; gaseoso que sale del extractor con el fin de retener los restos

de extracto arrastrado por el gas,

Los extractos obtenidos se analizaron por cromatografia liquida de alta eficacia (segin los
apartados 3.2 y 3.3).

J.d.4- Modificacion del equipo de extraccidn
Las modificaciones realizadas en el extractor se encaminaron a obtener todo el extracto

producido, para que no existieran pérdidas, v, a la vez, a mejorar la repetibilidad de las

extraceiones.
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3.5- RESULTADOS Y DISCUSION
3.5 1- Optimizacion en la preparacidn de la muestra

Se comprobd que una cantidad supenor a 400 mg de muestra producia una saturacion de
la arena, pasando el destilado al interior de las lineas del equipo, contamindndolo. Dado
que la cantidad de arena utilizada era la maxima admisible debido a la capacidad de la
celda de extraccién, se tomo la cantidad de 400 mg como la mayor posible para la

obtencion de extractos sin producirse contaminacion m pérdidas hacia el interior del

equipo.

Sin embargo, tal como se comprobd posteriormente, la trampa de bolas de acero no
permitia la retencion de altas cantidades de extracto, por lo que hubo que reducir la
canhidad de muestra a la maxima permitida por la trampa, que fue de 80 mg. Esta

reduccion dificulté 1a obtencién de mayores extractos.

La modificacién llevada a cabo en ¢l equipo extractor (apartado 3.7.2) permitid

nuevamente ¢l uso de cantidades de muestra de 400 mg,

3.7.2- Modificacidn del equipo extractor

La figura 3 7 2a representa el esquema del exiractor una vez modificado. La modificacion
consistid en burbujear el CO; gaseoso en un frasco que contenfa la mezcla
cloroformo:metanol (2:1) empleada (200 mL.) pars impedir que se perdiera extracto por
arrastramiento de moléculas de soluto por el gas tras la despresurizacidén. El realizar la
modificacion fue necesano tras descubrir que se producian pérdidas de la muestra

extraida.
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Figura 3.7.2a. Esquema del equipe extractor modificado
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Otra modificacion necesaria fue la de obviar la salida del extracto disuelto procedente de
la trampa hacia los viales. En su lugar, se procedié a conducirlo al frasco de burbujeo. La
cantidad de extracto se obtuvo por pesada tras la evaporacion del disolvente a presion

reducida.

Los pnmeros resultados obtenidos se ifustran en la figuras 3.7.2b. Estos resultados se¢
obtuvieron previamente a la modificacién del equipo y con una cantidad de muestra de
400 mg Se observd que fraccionamientos realizados con frecuencias de 5 min a 40 °C
con diferentes presiones conducian a resultados en la extraccidn total dificilmente
explicables, ya que a fas presiones mds bajas (13 MPa) se obtenia mayor cantidad de
extracto que a las mayores presiones y asf sucesivamente. Del mismo modo, se observé
que ¢l mdximo en la extraccion se alcanzaba antes en el tiempo para presiones mayores
(25 MPa), pero el rendimiento era siempre menor & que bajas presiones. Tras alcanzarse

el maximo de extraccién se producia una extraccion nula de destilado en las siguientes

fracciones.

La figura 3.7.2c muestra la vanacién en la cantidad extraida en los fraccionamientos
dependiendo de la duracion de cada paso en las condiciones de 13 MPa y 40 °C. Los
fraccionamientos realizados con frecuencias de 5 min condujeron a la obtencién de
mayores cantidades de extracto, mientras que la cantidad de extracto disminuyd conforme
aumentaba la duracion de cada paso, siendo menor con fracciones de 10 min. Las
extracciones llevadas a cabo en un solo paso con una duracion de 70 min produjeron
extractos minimos. La imposibilidad de la explicacién de los resultados obtentdos se
resolvio cuando se comprobd que la cantidad de extracto restante se eliminaba por
arrastramiento del CO; gas tras la despresurizacion. La colocacidn de frascos con
disolvente en la salida del gas para la extraccidn de 70 min en un solo paso permitio
confirmar esta hipotesis ya que las cantidades perdidas se recuperaron y llegaron a igualar
a las cantidades extraidas en los fraccionamientos de § min (también indicado en la figura
37 2¢). Este hecho se debe a que la trampa de bolas de acero es incapaz de retener todo
¢l extracto, llegada una canndad, ésta queda saturada y el resto de extracto se pierde junto
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Figura 3.7.2¢. Extracios de destilado de oliva oblenidos a 13 MPa, 40 °C.
Fraceionamienios cads 5 y 10 min. Extraciones de 70 min con recogida de extracto arrastrado por el

didxide de carbono gaseoso (R).

232



i de aceftes vegetoles

Capitelo 3. Aphcetin of destifade oy by desodortsas

al CO; gaseoso. El fraccionamiento en tiempos cortos penmite que la trampa no se sature
y que s¢ recupere para el siguiente paso tras el lavado con el disolvente. Esta es la razén
por la que los resultados mas satisfactorios se alcanzaron para tiempos de fracciones de 5
min, seguidos de 10 min y por altimo de 70 min (figura 3.7 2¢). Al clevar la presion del
tratamiento se produce una més ripida extraccion por 1o que los cfectos comentados
anteriormente se hacen mds patentes y provocan que ¢l tiempo necesario de cada paso en

un fraccionamiento se reduzca hasta 2 min.

Las figuras 3 7.2d para los tratamientos a 40 °C y 3.5 2e para los tratamientos a 60 °C
muestran que, independientemente de la presién del tratamiento, los resultados en el
rendimiento de la extraccion son buenos y totalmente explicables si los pasos del
fraccionamiento tienen una duracién de 2 min. Las condiciones de mayor extraccion se
alcanzan a 30 MPa y 40 °C, siendo ya total la extraccién a los 20 min de tratamiento. A
medida que disminuye la presion de estudio a temperatura y tiempo constante disminuye
¢l rendimiento obtenido, existiendo una gran diferencia entre los resutlados obtenidos a
25 y 22.5 Mpa, hecho explicable por el descenso de densidad que se produce. A la
temperatura de 60 °C los rendimientos obtenidos son menores que a 40 °C girando en
torno al 40%, y las diferencias debidas a la presidn utilizada son menos patentes. Las
diferencias entre obtenidas entre las extracciones a 40 °C y a 60 °C se deben a que el
proceso deterrinante en la extraccién es el debido a la densidad v el aumento de la
solubilidad de los compuestos a extraer, tanto a altas, medias o bajas presiones, y en lo
que se refiere Gnicamente a la cantidad de extracto. Al comparar el rendimiento de la
extraccton habwéndose reahizado ¢l fraccionamiento o no, y antes de la modificacion del
equipo de extraccion (figura 3.7.2f), se observa claramente que las mayores diferencias se
producen entre las extracciones & 40 C y a presiones sucesivamente mayores ya que
¢stas se producen mas ripidamente, con o que la trampa se satura antes y la cantidad de

extracto no retenido en la trampa es mayor.

La baja capacicad de la orampa para retener el extracto y la consecuente necesidad de

realizar fraccionamientos en pases muy cortos condujo & que los métodos utilizados no
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fueran factibles y fue necesana la modificacidn del equipo de extraccién. Las figuras
3.7.2g v h muestran los resultados obtenidos para los tratamientos de extraccién del
destilado de la desodorizacion del aceite de oliva y girasol respectivamente, utilizando el
acoplamiento del frasco de burbujeo. Estos datos quedan también reflejados en las tablas
372ayb

Tabla J3.7.2a. Extractos obtenidos a partir del destilado de la

desodorizacion de aceite de oléva (mg) en las condiciones indicadas.

Presion (MPa) 40°C 50°C 60°C

10 253 59 38
15 1550 1161 87
20 2379 2217 2304
25 3268 3454 3554
30 377,2 3638 3826

Tabla 3.7.2b. Extractos obtemidos a partir del destilado de la

desodorizacion de aceite de girasod {mg) en las condiciones mdicadas.

Presion (MPa) 40°C S0°C 60°C

10 25,7 10,1 10,9
15 13,2 934 618
20 226,53 1655 1524
25 2612 2646 2841
30 2733 3410 3439

iento de ka extraccion se produce a 40

A presiones de 10, 15 y 20 MPa ¢l maximo rendim
°C, seguido de 50 y 60 °C debido a que la densidad del fhuido es el factor dominante en
la extraccion. A la presida de 235 MPa se produce un equilibrio entre la densidad del
fluido y el efecto de la volatihidad del sustrato, existiendo un rendimiento semejante a las
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tres temperaturas de estudio, esto mismo se produce entre 30 y 60 °C a 20 MPa. El
cambio de densidad provocado por la compresibilidad del fluido es poco notable entre 25
y 30 MPa, sin embargo, es marcado ¢l efecto del aumento de la presién de vapor por
aumento de la temperatura; esto conduce que ¢l mayor rendimiento se alcance a 60 °C,
seguido de 50 y 40 °C respectivamente, ¥y de modo més evidente en el caso de las

expericncias realizadas con destilado de la desodorizacidn de aceite de girasol.

3.7.3- Efecto de la presidn y la temperatura en la extraccidn de los compuestos
de la fraccidn insaponificable del destilado de la desodorizacidn de aceites

vegeltales

Los compuestos insaponificables hallados en el destilado del aceste de oliva fueron
escualeno, P-sitosterol, campesterol y estigmasterol; se detectaron otros compuestos
minoritarios, pero sin llegar a identificartos (posiblemente A'-avenasterol o A’-
estigmastenol). Estos mismos compuestos fueron los existentes en los destilados de aceite
de girasol y sus extractos, habiendo més cantidad de esteroles y menos escualeno

respecto a las muestras de oliva (tabla 3.7 3a). No se detectd la presencia de B-caroteno ni
de a-tocoferol en ninguna de las muestras analizadas tras la inyeccién de patrones. Las

figuras 3.7.3a y b muestran los cromatogramas de DDO y DDG respectivamente.

Tabla 3.7.3.a Composicsdn de la fraccién msaponificable del destilado de

la desodonzacién de aceites de oliva y girasol.

DDO (%)  DDG (%)

Escualeno 40,9 26,51

Campesterol 29,19 22.56

Estigmasterol n.d. 23,88

B-Sitosterol 29 RS 27,05
ad = o detectado
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El escualeno es el componente mayoritario en la fraccidn insaponificable de ambos
sustrastos, si bien , el DDO posee la mayor cantidad El segundo componente en
procentaje es el B-sitosterol. El campesterol es el esteral que s¢ encontré en menores
proporciones en el DDG; sin embargo, no se detectaron cantidades cuantificables de

estigmasterol ea el DDO.

Las tablas 3.7.3(b-g) mueswran las cantidades extraidas, expresadas en mg en cada
extracto, de los compuestos insaponificables identificados para cada una de las
condiciones estudiadas y con DDO y DDG como sustrato. Los andlisis realizados a los
extractos obtenidos a partir de DDO no detectaron estigmasterol en cantidades
cuantificables, excepto en las condiciones de 30 MPa y 50 °C. Independientemente de la
temperatura, a la presion de 10 MPa sdlo se detectd la presencia de escualeno, a 15 MPa
se extrajeron 1,14 mg de B-sitosterol a 40 “C y el campesterol comenzd a ser
cuantificable a partir de las extracciones a 20 MPa y 30 °C. Las cantidades extraidas de
escualeno, campesterol y B-sitosterol sumentaron al aumentar la presién de la extraccion,
siendo siempre mayoritaria la cantidad extraida de escualeno, seguida de B-sitosterol y
campesterol. Los extractos obtenidos a partir del DDG también contuvieron escualeno
como componente mayoritario, seguido de B-sitosterol, estigmasterol y escualeno. Sin
embargo, la cantidad de esteroles extraida fise superior a la del DDO. El campesterol se
extra)o cuantitativamente a partir de 23 MPa a las tres temyperaturas. E] estigmasterol y el
B-sitosterol no se detectaron en los extractos obtemidos a 10 MPay 30 y 60 °C.

Las figuras 3.7 3¢ (DDO} y d (DDG) representan la extraccion de escualeno y de
esteroles totales en funcidn de la densadad ded COy y la temperatura de los tratamientos.
Se observa que existe und mayer extiasceidn de escualeno respecto a los esteroles a
densidades mferiores a 0,70 g/ml., sobre todo en el caso del DDO, presentando la
extraccon de escualend pocas vartcwones en todo el rango de densidades (entre 1 y 3
mg, tanto para los extractos de DDO como de DIXG). Los esteroles son pobremente
iferiores a 0,70 gml.. sin embargo, a densidades superiores

extraidos a denssdades

239



e aeites vegelales.

Capitulo 3. Aplicacion ol destikada d2 ke desochritacion
PR T e e

Tabla 3.7.3b. Composicion (mg) de la fraccién insaponificable de los extractos de DDO

obtenidos a 40 °C.

Presion (MPa) escualeno campesterol estigmasterol B-sitosterol

10 1,91 - . .
15 2,33 - - 1,14
20 2,38 - - 1,21
23 2,41 1,43 - 1,47
30 2,48 1,79 1,80

‘Fabla 3.7.3¢c. Composicién (mg) de la fraccion insaponificable de los extractos de DDO
obtenidos a 30 °C.

Presion (MPa) escualeno campesterol estigmasterol B-sitosterol

10 1,12 - - -
15 2,38 - . -

20 2,67 1,59 - 1.45
25 2,56 1,65 - 1,66
30 2,61 1,78 1,42 1,80

Tabla 3.7.3d. Composicién (mg) de la fraccién insaponificable de los extractos de DDO
obtemdos a 60 °C.

_Presién (MPa) escusleno  campesterol estipmasterol B-sitosterol

10 1,32 - . .
18 2,48 . . .

20 2,41 . . 1,20
28 .51 1,77 - 1,71

30 2,49 1,64 . 1,67




Tabla 3.7.3e. Composicion (mg) de la fraccién insaponificable de fos extractos de DDG
obtenidos a 40 °C.

Presién (MPa) escualeno campesterol estigmasterol B-sitosterol

10 .54 - 1,14 1,04
15 2,09 . 1,43 1.39
20 2.86 . 136 1,86
28 2,88 1,87 1,24 1,90
30 2,58 0,91 1,53 2,05

Tabla 3.7.31, Composicién (mg) de la fraccién insaponificable de los extractos de DDG
obtenidos a 50 °C.

Presién (MPa) escualeno campesterol estigmasterel B-sitosterol

10 1,12 - - -
15 1,98 - 1,35 1,29
20 219 - 1,45 1,58
25 2,21 1,34 1,60 1,91
30 2,61 1,76 1,78 2,59

Tabla 3.7.3g. Composicion (mg) de la fraccrdm insapomficable de los extractos de DDG

obterudos a 60 °C.

estigmasterol B-sitosterol

Presién (MPa) escualeno campesterol

10 L1 - - -
15 1,37 . 1,37 1,18
20 2,66 . 1,35 1,59
25 .79 1,20 1,68 2,30

30 2,44 1,87 2,07 2,45
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experimentan un ripido aumento en sus cantidades extraidas, elevandose la cantidad de

esteroles totales obtenida por encima de la de escualeno.

La temperatura actia de modo decisivo en la extraccién de los componentes de la
fraccion insaponificable (figuras 3.7.3¢ y d). Se observa que ¢l awmento de la temperatura
a densidad constante aumenta las cantidades extraidas de escualeno y, més claramente, de
esteroles. El aumento de la temperatura se observa principalmente sobre la extraccion de
los esteroles, ya que estos compuestos son menos solubles que el eseualeno en el CO;
supercritico y el aumento de la volatilidad se constituye como factor primerc en la
extaccion. Este claro aumento de la extaccién de esteroles se produce a densidades de
0,74 g/ml, a 60 °C, 0,79 g/mL & 30 °C y 0,89 gl a 40 °C. La extraccién de esteroles en
las condiciones de mas bajas densidades también viene dada por las cantidades relativas
de ¢éstos en lo destilados originales; de este modo, hay una mayor extraccién de esteroles
en las muestras de DDG debido a que se presentan en mayores cantidades y de escualeno
en el DDO. También se observa el efecto de la temperatura del tratamiento en la
extraccion del escualeno, produciéndose méximos de extraccion, para cada temperatura,

en densidades semejantes a las de los esteroles, pero de modo menos marcado.

La selectividad de la extaccion del escualeno respecto al total de esteroles puede
definirse, de modo anglogo al del colesterol respecto a los trighicéridos (apartado 2.5.7),

comy:

refacion  escwmlenw / esteroles en el  extracto
relaciom  exwunleno ! esterodes en  origen

Selectividhmd =

reflejados en las figuras 3.7 3e para ¢l DDO y

1.os resultados de la selectividad quedan
3.7.31 para el DDG. La mayor selectividad se alcanza para las extracciones donde no ha
wdo kos valores bacia infinito, sin embargo, las

habido extraceidn de esteroles, tendic
cantidades de escualeno extraldo son wuy bajas (los rendimientos en la extraccion estan
recogidos en las tablas 3.7.2a y b} Se produce otro miximo en la selectividad a 20 MPa y
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las temperaturas de 40 y 60 °C para la extraccidn de escualeno a pattir de DDG,
alcanzandose el valor de 2.5, que, sin embargo, es inferior al alcanzado en estas mismas
condiciones partiendo de DDO (alrededor de 3). A presiones mayores de 20 MPa, la
selectividad disminuye, llegando a valores de | - 1,5 en cualquiera de las tres
temperaturas y sustrastos, excepto a 25 y 30 MPa y 40 °C con DG, que se mantiene
superior (cercana a 2), debido a la menor extraccién de esteroles en estas condiciones. Se
puede concluir que las condiciones de mayor selectividad se alcanzan a las menores
presiones y mayores temperaturas de estudio, pero se desaconscja el tratamiento por
obtenerse un bajo rendimiento de extracto. L.as condiciones mas favorables son las que se
producen al tratar DDO a una presidn de 20 MPa y 40 °C. Si se parte de DDG con las
mismas condiciones de tratamiento, la selectividad conseguida disminuye en 0,5

unidades.

Una gran parte de los componentes de los destilados de la desodorizacion de los aceites
de oliva y girasol son dcidos grasos libres, y éstos también se extraen cuando se someten
a un tratamiento con CO, supercritico, tal como se vio en los andlisis reahzados por RMN
(apartado 3.5). Se calcularon las cantidades relativas de compuestos insaponificables
(escualeno + esteroles) que se encontraban en los extractos por diferencia a partir de las
masas de extracto obtenidas gravimétricamente. Los resultados quedan expresados en las
figuras 3 7 3g para el DDOy 3.7.3h para el DDG.

Se aprecia que a (0 MPa y, en mucha menor medida, a 13 MPa los extractos se hayan
enriquecidos en material insaponificable, aungue la cantidad extraida es demasiado baja.
A presiones mayores, no parcce haber vanaciin en las  bajas cantidades extraidas
respecto a la de dcidos grasos libres. Las condiciones de 60 °C y 10 MPa fueron las mas
favorables en las reducciin de la extraceion de los dcados grasos del DDO, seguido de la
extraccion a 30 y 40 °C por este orden. La explicacién puede ser la baja volatilidad de los

acidos grasos libres frente a los emeroles y, sobre 1odo, al escualeno, que es ¢l compuesto
msapomficable que s encuentra en més contidad en los destlados. La menor cantidad en
que se encuentra el escualeno en ¢l DDG frente al DDO puede ser la causa de que la
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fraccidn insaponificable se encuentre en menor proporcién en los extractos, aunque
también se ha de tener en cuenta que el DDG tiene mas cantidad de dcidos grasos
msaturados que el DDO y que éstos son més ficilmente extraibles por el CO;
supercritico. Las extracciones a que se somete el DDG proporcionan extractos menos
ncos en compuestos insaponificables que el DDO y las diferencias conseguidas a las
mayores temperaturas son menos evidentes. A partir de 20 MPa y para todas las
temperaturas y sustratos del estudio se mantiene la relacion entre compuestos
saponificables/insaponificables, habiendo una composicién semejante a la de las muestras

en su ongen.
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4.1- INTRODUCCION. LOS CITRICOS

Los frutos citricos representan una de las producciones mds relevantes de 1a agricultura
espafiola y la méas importante de las provincias de Murcia y Valencia. Predominan las
variedades para el consumo en fresca, pero también tienen importancia las que pueden
destinarse a las industrias para su transformacidn en zamos.

4. 1. 1- Composicion de los cltricos

Los frutos citricos, por su alto contenido en vitaminas y componentes minerales, constituyen,
dentro de la alimentacion humana, un producto de apreciado valor nutritivo. Entre dichas
frutas, las naranjas son las mas aceptadas; esto se debe fimdamentalmente al sabor agradable
debido a la relacion azdcar/icido, caracteristica de eflas y a su notable valor alimenticio
(Kefford, 1973).

Las partes fundamentales de los frutos citricos son epicarpio o flavedo, mesocarpio o albedo y

endocarpio o pulpa (figura 4.1.1).

El flavedo ¢s la capa més externa del fruto. En ella se encuentran los plastiios y numerosos
stidios contienen clorofila en los frutos no maduros, y

tptoxanting cuando el fruto ha madurado.

vesiculas de aceite esencial. Los pha

caroteno, xantofila y, en menor cantidad, ¢

%a, compuests por células de forma y tamafio

El albedo es una capa blinca y parengquannato:
uregular, con grandes espacios mercedubares Henos de aire.

La composicion del albedo es la uigniesie:

Agua 7% - K0P%
Matena seca 20 - 25%
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Azicares 44%
Glucosa 63,5%
Fructosa 20,5%
Sacarosa 16%
Celulosa 33%
Sustancias pécticas 20%.
Los citricos son, a continuacion de las manzanas, la segunda fuente mds importante de

pectinas para la industria. Oros componentes del albedo son los glucdsidos, hesperidina y
limonina, este Gltimo importante por el problema de su intenso sabor amargo en la aceptacion
de los productos denvados de los citricos.

Debajo de las capas que constituyen ¢l flavedo y albedo estd el endocarpio o pulpa, formado
por una sene de segmentos. Cada segmento contiene una masa compacta de vesiculas con
zumo. La pulpa es la principal parte comestible del fruto y generalmente alcanza el 50- 80%
del peso del fruto entero (Kefford, 1973).

Los solidos disueltos en los zumos citricos estdn compuestos principalmente por aziicares y
tes predomeinantes dentro de los sdlidos

acidos. En las naranjas son los azicares las compone
disueltos. Los acidos presentes en el zumo de naranja son el citrico, que predomina, y el
malico. También hay pectinas solubles que al exprimir la fruta quedan, en parte, incorporadas
al z7umo. Entre las enzimas cxistentes cabe destacar la pectinesterasa, cuya actividad es mayor

en el endocarpio que en el albedo.

estacar un alto porcentaje de

Por wtmo, dentro del frwo estin ks semmithas

proteinas y de acerte.
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eplicarpto

meaacarplo

sadocarpio
semd 1 1as

| Sugmento
mesdr afs entre segrentos

ves igula conteniendo zumo

pared eelular

chlula

VEBICULA

pared celulax organule

vacwola conteniends zump

| nme oo

CELLLA

Figura 4.1.1. Morfelogia de la naranja.
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d.1.2- Sustancias pécticas

Las sustancias pécticas son un grupo complejo de polisachridos deidos que se encuentran en
cantidades variables en el espacio intercelular de los tejidos de plantas superiores,
particularmente en la lamina media. Estas sustancias se pueden clasificar del siguiente modo
(Fogarty y Kelly, 1983):

las sustancias pécticas designan a aquellos ghicidos coloidales complejos de origen
vegetal y que contienen una gran proporcidn de unidades de deido anhidrogalacturdnico. Los
grupos carboxilicos det dcido poligalacturénico pueden estar esterificados parcialmente por

grupos metilo o parcial o otalmente neutralizacdos por una o mds bases,

la protopecting es el nombre dado a la sustancia que origina las sustancias pécticas,
también de origen vegetal y que ademnds es insoluble en agua,

los dcidos pectinicos definen a los deidos poligalacturdnicos que no contienen mas que
una pequefia parte de ésteres metilicos. Bajo las condiciones adecuadas forman geles con
aziicares v dcidos; si el contenido en metoxilos es bajo pueden formarse geles con algunos
iones. Las sales de los dcidos pectinicos pueden ser neutras o dcidas.

nectinas se refieren a bos dcidos pectinicos solubles en agua, pueden
contener diferentes proporciones de ésteres metilicos y grado de neutrahizacién. También
pucden formar geles.

salmente libre de ésteres

metilicos Los pectatos son sus. sales deriy

251



Capitulo 4. Aplicacidn paro la inschvecin i el snmmn de naranja.

Los polisaciridos pécticos son acidos poligalacturénicos, formados por dcido galacturdnico

con enlaces o-1,4 (que potencian la formacién de celoides) y ramificaciones de otras

unidades no urdnicas, como rhamnosa, arabinosa, galactosa, xilosa y focosa. La figura 4.1.2.1
heiman, 1974).

representa la estructura general de las sustancias péeticas

0
© &-mOCH;
0

T

OH

i % x s l:'! [ mi&

Figura 4.1.2.1. Estructura de las sus

Fl namero de esterificaciones de bos grapos carboxiticos a metanol es vanable y depende
apos acetilos en C2 y C3,

también de la especie vegetal en cueatiin
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afectando a lag propiedades de gelificacion. El peso molecular, en el caso de 1a naranja, esta
alrededor de 40000 y 50000.

La pérdida de solubilidad puede producirse por las siguientes razones:
1. union a iones polivalentes como los de calcio, magnesio y hierro, que causan la
precipitacion de las sustancias péeticas poco esterificadas y reducen la solubilidad de

las altamente estertficadas,

ilos de otros constituyentes celulares,

2. unién de los grupos carboxilicos a los hidrox
como la celulosa o hemicelulosas,

3. enlaces ionicos entre los carboxilos y kos grapos bisicos de las proteinas,

4 uniones mas débiles con otros constituyentes celulares,

neros de la pared celular.

5. entrelazamiento mecdnico entre si 0 con polin

Las sustancias peécticas se localizan en la kimina media, la capa de umion mtercelular y la
pared pnmana de los vegetales (Rombouts y Pilnk, 1980). Su sintesis comienza en las
primeras etapas de crecimiento y disminurye posterionms
en parte, de la cantidad de sustancias péoicas. El fiwto verde pres
msolubles, que se transforman en sotubbes duramie la madus acin, suavizando la textura. La
facitidad de disolucién en agua empeors ol sureantar ba lomgitud de la cadena polisacérida,
hitiraciin o formuan disoluciones alamente viscosas,

nee. La textura de Jos frutos depende,

enta  protopectinas,

pero en caso de producese 1
CONCETTACIN.

cEra ioTHCA, [JI“L temperatura y
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La siguiente tabla muesira el contenido de sustancias

Fruto Sustancias pécticas (%)
Uva 0,2-1,0
Manzana 0,516
Pomelo 1,6-4,5
Limdn 3.0-4,0
Limén (semillas) 6,0
Limdn (corteza) 32,0
Limon (pulpa) 25,0
Naranja (corteza) 20,0
Naranja (membrana) 29.0
Naranja (vesiculas) 16,0

za turbia se considera una

En zumos de citricos, a diferencia de otros zmnos
caracteristica deseable. La turndez propia del zumno no s¢ presenta en el zumo existente en las
vacuolas celulares, sino que proviene de la ruptura de las células durante el proceso de
extraccion. En este proceso, compuestos de alto peso mobecular de los organelos y citoplasma
quedan suspendidos en el zumo junto con fragmentos de membrana y material de origen
la turbidez al zumo y se compone de un

péctico. Toda esta suspensidn coloidal proporcions
30% de proteinas, 20% de hesperiding, 15% de celalosa y hemicelulosa y 5% de pectina
(Bennet, 1987), siendo el 30% restante a€in desconocido. Sin embargo, el efecto de la pectina
cimball, 1991}, va que su msolubilizacidn también
gran peso molecular (hasta 100.000

puede arrastrar otros compuestos ademis de considerar
0 200 000).
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4.1.3- Endimas pécticos

La abundancia de sustancias pécticas en los vegetales ha creado diferentes sistemas
enzimaticos capaces de degradar estas estructurss. Estos se diferencian tanto por su
mecanismo de aceién como por su distribucidn. Los enzimas pécticos se producen por plantas
écticos se clasifican en dos

y microorganismos, pero no por células animales. Los enz
principales grupos (Rombouts y Pitmk, 1980):

l. enzimas que desesterifican mediante hidrblisis, son las pectinesterasas
1sas). La desesterificacidn de la pectina produce

llamadas pectasas y pectin-metiles
metanol y acido péctico (figura 4.1.3a).

0
? &on

5 ©
&mogu,
HO HO -
% 7 PE » on} 7 CH ,0H
gmogu,“‘" a éwoﬂ * 3

O

HO

Figura 4.1 3a. Reaccion de la pectinest

acturémica, son las despohmerasas. Estos
osidicos por hadrdkisis (hidrolasas, figura

2 enzimas (e rompen ka cademn peox
enzimas producen la rotura de los endace:
41 Eb) 4 por Mmmm i b
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Figura 4.1.3b. Reaccién de las hidrolasas (poligalacturonasas

Las poligalacturonasas tienen a los pectatos como mejor sustrato para su accion, mientras que
la actividad disminuye al aumentar el grado de esterification.

o 0
N EOSH;, 0

o
fiﬁ@ o
Q
=X

%
%u

Figura 4.1 3¢. Reaccion de las hasas (poctin- :
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4.1.4- Pectinesterasas en citricos

Las pectinesterasas son biosintetizadas por plantas superiores, hongos y algunas bacterias. Las
de frutos son las mejor estudiadas, encontrandose miltiples formas moleculares e isoenzimas.
La accion pectinesterasica fue ya estudiada por Frémy en 1840, que observé que al adicionar
zumo de zanahoria a una solucién de pectina se formaba un gel. El gel se debia a la hidrdlisis

de los ésteres de la pectina seguida de la precipitacién como pectato célcico.

Los citricos, junto con el tomate, son los frutos que presentan mayores cantidades de
pectinesterasa (Versteeg y col., 1978). El ablandamiento de los tejidos del fruto durante la
maduracién y el almacenamiento se ha ascciado con la accion de la pectinesterasa, mas que a

la accidn de los otros enzimas pécticos.

La calidad de los zumos de citricos depende de las reacciones enzimdticas que ocurren no
s6lo durante el desarrollo y maduracién del fruto, sino también durante el procesado y
almacenamiento del zumo. Cuando un 2zumo se obtiene por expresién del citrico, los enzimas
son liberados de los lugares donde normalmente se encuentran. Varios de estos enzimas
catalizan reacciones adversas que afectan al sabor y apariencia del zumo, en general a su

calidad. La pectinesterasa es el enzima que més afecta al empeoramiento de la calidad del

Zumo,

Al comienzo del desarrollo de la industria de procesado de zumos de citricos se reconocié la
clarificacion en zumos embotellados y enlatados como resultado de la accidon de

pectinesterasa que no habia sido inactivada por medio de la pasterizacién, normalmente

realizada a 70 °C 1 min (Ting y Rouseff, 1986).

La pectinesterasa se encuentra asociada con elementos estructurales del fruto. Segin
Bruemmer (1980) no existia actividad en el zumo filtrado, pero encontrd 58, 44 y 28 unidades
de actividad pectinesterasica por kg de tejido seco en flavedo, albedo y pulpa

respectivamente. Si nos atenemos al zumo, la maxima actividad se encontré en los restos de
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vesiculas (pulpa) y la menor en el sobrenadante del zumo centrifugado, siendo la actividad del
zumo proporcional a su contenido en pulpa (Rouse, 1951; Rouse y col,, 1954). Jansen y col.
(1960) mostraron que la pectinesterasa estd unida a las paredes celulares formando un
complejo enzima-sustrato con la pectina, Conforme la pectinesterasa actia sobre la pectina,
desesterificandola, el enzima va pasando al medio desde la pared hasta llegar a un equilibrio.

Sin embargo el enzima soluble es un 20% mads activo que €l unido a la pared.

4.1.4.1- Isoenzimas

Actualmente se conocen varias formas de pectinesterasa de citricos que difieren en sus
propiedades cinéticas y termoestabilidad (Versteeg, 1979). Algunas de las irregularidades
para la inactivacién térmica de la pectinesterasa y la estabilidad de la turbidez pueden

atribuirse a la accion de diferentes formas de pectinesterasa.

Se han encontrado formas multiples de pectinesterasa de citricos. Evans y McHale (1978)
caracterizaron dos isoenzimas en naranjas y limones, el primero de ellos lo encontraron en la
piel y el segundo en las vesiculas y carpelos. Versteeg y col. (1978) también partieron de
pulpa y piel de naranjas, llegando a caracterizar dos isoenzimas (PEI y PEII). Los trabajos de
Rombouts y col. (1982) llegaron a aislar PEII unicamente de la piel, pero PEl se encontrd
también en carpelos y vesiculas, Ambos tenian un peso molecular de 36200, pero PEI era dos
veces mas activo. PEI tenia una actividad 6ptima a pH 7,6 y PEIIl a 8,0. Posteriormente,
Versteeg (1979) aislé un tercer isoenzima (HM-PE) y comprobé que era mas termoestable
que PEl y PEII, de 54000 de peso molecular y con un 5% de la actividad total. También pudo
separar HM-PE en tres fracciones, siendo el isoenzima HM-PEII el que contenia el 85% de la
actividad. En total se llegaron a aislar 12 isoenzimas de pectinesterasa en zumo de naranja, si

bien, PEIl y PEII mostraron mas del 80% de la actividad (60% y 30% respectivamente).
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4.1.4.2- Estabilidad de los isoenzimas

La actividad pectinesterasica de naranja se pierde solamente en un 15% tras dos afios si se
conserva a 4 °C en NaCl 0,1M y tampén fosfato a pH 7,5 (Versteeg, 1979). A 30 °C PEl era
estable 24 h a pH 4 y 7, pero PEII sélo lo era durante 6 h a pH 4, Sin embargo, HM-PE era

activo tras 15 dias de almacenamiento.

Experiencias sobre la estabilidad térmica llegaron a la conclusién de que a pH 4, PEII era la
menos estable al inactivarse a 55 °C, PEI se inactivaba a 65 °C y HM-PE a 85 °C. Segin
Kimball (1991), la temperatura de pasterizacién normalmente empleada para el zumo de
naranja (alrededor de 66 °C) ha de elevarse hasta 88 °C durante un tiempo no inferior a 10-15
s para evitar la accion de los enzimas; en el zumo de limén la temperatura puede bajarse hasta
74 °C por su alto contenido en 4cidos. Segin Versteeg (1979), PEIl y PEII poseen el 90% del
total de la actividad clarificante del zumo a 30 °C, sin embargo, a 5 °C PEI solamente
consevaba un 1% de su actividad a 30 °C y no se obsevaba una clarificacion significativa
hasta la cuarta semana, excepto por la causada por la HM-PE, que si permanecia activa,
Segiin Ting y Rouseff (1986) la temperatura de pasterizacion ha de elevarse hasta 90 °C 10 s
0 temperaturas mayores con menores tiempos. Seymour y col. (1991a y b) purificaron y
caracterizaron dos formas de pectinesterasa, Ia termoestable (TS-PE) y la termoléabil (TL-PE)
distinguiéndose por su inactivacién a 70 °C durante 5 min. Segin Snir y col. (1996) la
inactivacion de la TL-PE se consigue a partir de 2 min, no variando la actividad total en

calentamientos de tiempos menores 0 iguales a 10 min.

Wicker y Temelli (1988) estudiaron la cinética de inactivacién de la pectinesterasa del zumo
de naranja cuando era sometida a un tratamiento térmico, observando un comportamiento no
lineal debido a la existencia de fracciones de enzima con diferente termoestabilidad, si bien la
velocidad de inactivacién podia acomodarse a una cinética de orden 1. Sin embargo,
anteriormente, Marshall y col. (1985) observaron que la cinética de inactivacién del enzima
dependia de la cantidad de sélidos solubles en el zumo, cuantificada como °Brix, entre 10 -

35 °Brix la cinética era de primer orden, pero por encima de 40 °Brix la cinética se tornaba
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sigmoidal. Los estudios sobre la inactivacién de la pectinesterasa se han realizado en su
mayoria sobre tratamientos térmicos a presién atmosférica, incluso se han realizado estudios
sobre la inactivacién con CO, supercritico; sin embargo, no se han encontrado referencias que
traten de acomodar los resultados de inactivacién a una cinética cuando los tratamientos se

realizan mediante 1a técnica del CO, supercritico.

4143

Versteeg (1979) concluyd que HM-PE era el isoenzima responsable de la desestabilizacion
del zumo de naranja durante el almacenamiento y que la estabilizacién de la turbidez se
consigue por calentarniento a 90 °C 1 min para inactivar este isoenzima. Sin embargo, la alta
temperatura del procesado produce sabores desagradables en el zumo (Kew y Veldhuis,
1961). Ademas, aunque representen las menores fracciones de la actitividad pectinesterasica
del total del fruto (Rombouts y col., 1982; Versteeg, 1979; Seymour, 1991a; Walker, 1992),
estas formas son las mds activas en zumos mantenidos a 4 °C, siendo necesaria su
inactivacion (Versteeg, 1980; Seymour, 1991b). También, Versteeg y col. (1980) advierten de
la posible desestabilizacion de la turbidez a pesar del almacenamiento a temperaturas bajo

cero pero supetiores a ~20 °C, incluso en concentrados.

4.2- MATERIALES Y METODOS

4.2.1- Preparacion de la muestra

Previamente a cada tratamiento, las naranjas procedentes del comercio (4 Kg) se exprimian en
un exprimidor doméstico Braun Citromatic de 50 Hz. El zumo se hizo pasar por un tamiz de 1
mm de luz de malla para eliminar fragmentos groseros de pulpa y evitar la aparicion de

obstrucciones en la conducciones del equipo de tratamiento supercritico.
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Parte del zumo obtenido se utilizaba para realizar los diferentes tratamientos. El resto del
zumo se conservaba a 4 °C y se utilizaba como control para los posteriores analisis a realizar
en el mismo dia. Las muestras se congelaron a -20 °C para prolongar su conservacién en el

caso de que fuera necesario,

4.2.2- Efecto sobre el zumo de naranja del tratamiento con dioxido de carbono en

condiciones supercriticas

Los tratamientos se llevaron a cabo utilizando el extractor de fluidos supercriticos
semipreparativo LDC Analytical modificado (apartado 2.4.2). Se realizaron en modo
estatico y sin obtencién de extracto. La figura 4.2.2 representa el equipo tal como fue
modificado para los tratamientos del zumo de naranja. La celda fue la cominmente

utilizada para la extraccién a partir de sdlidos con las valvulas cerradas para la realizacion

de tratamientos estaticos.

El zumo se sometid a las siguientes condiciones de temperatura, presion y tiempo:

- 40y 60 °C,

- 6,9; 20,7 y 34,5 MPa,

- 1,5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 minutos,

- 120 y 180 min a 34,5 MPa y 60 °C con el fin de someter la pectienesterasa a las

condiciones de inactivacién mas severas.

Posteriormente se realizaron los andlisis junto con el control, que fue el zumo recién

exprimido sin someter al tratamiento supercritico.
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Figura 4.2.2. Esquema del extractor supercritico semipreparativo
para el tratamiento de zumo de naranja
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4.2.3- Determinacion de la actividad pectinesterdsica

La actividad pectinesterasica (APE) de los zumos controles y los sometidos a condiciones
supercriticas se determind por valoracién (Rouse y Atkins, 1955). Para evitar errores por

exceso en la valoracion, el dioxido de carbono de la muestra se eliminaba bajo corriente de

Nz,

Se utilizé como sustrato 30 mL de una solucién de pectina de citricos altamente metoxilada
(Sigma Chemical Co.) al 1% en solucién acuosa con NaCl 0,IM y NaN;3 1mM, agitada
constantemente a 30 °C. El pH de esta solucién se ajusta a 7,50 (6ptimo de actuacion del
enzima) con disoluciones de NaOH y Hecl. La adicién de la muestra (2-5 mL) provoca la
liberacién de metanol y grupos carboxilicos procedentes del sustrato en exceso. La APE se
calcula a partir del volumen de NaOH 0,0IN consumido para neufralizar los grupos
carboxilicos producidos en un tiempo de 5 min. Se define 1 UPE (unidad de actividad
pectinesterasica) como la cantidad de enzima que libera 1 umol de grupos carboxilicos por

minuto en las condiciones estandar de ensayo, La APE se suele dar como UPE por unidad de

volumen de muestra en mL y se calcula mediante la siguiente formula:

3
_ (L NaOH) (N NaOH) (10') 4

UPE/  —
mL (min) (mL zumo)

4.2.4- Medida de la turbider
El zumo se sometié a las siguientes condiciones:

- temperaturas de 40, 50 y 60 °C,
- presiones de 6,9; 13,8; 20,7, 27,6 y 34,5 MPa.
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El tiempo de tratamiento fue de 1 h. Tras el tratamiento el zumo era extraido con la presién

propia de la celda. También se realizaron tratamientos en los que se despresurizé la celda

previamente a la extraccion del zumo.,

En el mismo equipo se realizaron tratamientos a 40, 50 y 60 °C durante 1 h a presion
atmosférica para la realizacién de controles térmicos. También se sometié el zumo a presidn
subcritica (5,5 MPa) y temperatura ambiente durante un tiempo minimo como control en la

variacion de turbidez sin inactivacién de pectinesterasa.

La medicién de la turbidez se realizo segin el método de Versteeg y col. (1980). El zumo se
centrifugd a 320xg durante 10 min, El sobrenadante se virtio en cubetas de 1 mm de espesor y

se midid la absorbancia a 660 nm frente a un blanco de agua destilada en un

espectrofotémetro Beckman modelo DU®-70.

El célculo de la precision del método de medida se realizé a través del cilculo de la
desviacién estandar relativa de triplicados de muestras. Se realizaron quintuplicados durante

dos dias de una misma muestra ya centrifugada para comprobar la estabilidad de la turbidez

de los preparados.

4,2.5- Medida del color

El color es uno de los atributos de calidad mds a considerar en la apariencia o aspecto de los
alimentos. En concreto, se ha observado anteriormente que el color de los zumos de naranja

sufre variaciones al ser sometido a tratamientos supercriticos, si bien, estos resultados son

dificilmente interpretables (Balaban y Arreola, 1991).

El color se midié segin el método de Gonzéles y col. (1990). Previamente se centrifugé el

zumo a 320xg durante 10 min. Se realizaron los espectros de absorcion UV/VIS de los
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sobrenadantes en el espectrofotémetro, acoplado a un ordenador con velocidad de registro de
2400 nm/min, equivalente a registrar un dato de absorbancia cada 2 min. Las medidas se
realizaron por quintuplicado para el estudio de su precisién. El método de Gonzales y col. se
fundamenta en el la CIE, mejorando el tiempo de analisis de las muestras. Se realiza un
registro y procesamiento de datos con ordenador, se consigue el control de un alto mamero de
muestras en un tiempo corto y, ademds, el andlisis de los atributos cromaticos de los muestras
estudiadas es mas eficiente, comodo, preciso, exacto que otros utilizados anteriormente y
permite un mejor entendimiento de los resultados. Este método ha sido utilizado con €xito por

Gonzéles (1990), Gonzéles y col. (1990), y Gémez-Cordovés y Gonzalez-SanJosé (1995).

Posteriormente se calcularon los parimetros cromaticos, que son la intensidad, tonalidad,
brillantez, longitud de onda dominante y pureza de cada muestra. Estas variables se definen

de la siguiente manera (Gonzéles, 1990):

intensidad, es el area entre la curva de absorbancias y el eje de longitud de onda desde
400 hasta 600 nm,

tonalidad, es la pendiente de la curva de absorbancias en el rango de 450 a 500 nm,

por regresion lineal simple,

brillantez, es la cantidad de gris que contiene un color, dentro de una escala

comprendida entre el negro y el blanco,

longitud de onda dominante, es el matiz de color tal como rojo, verde, azul, etc.,

pureza, corresponde a la variacion que tiene un color cuando al permanecer invariable

el tono se va aclarando paulatinamente.
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4.2.6- Efecto del almacenamiento sobre la turbidez y color

Se llevé a cabo un estudio de la variacién de la turbidez y del color durante el

almacenamiento de zumos sometidos a los siguientes tratamientos;

I. almacenamiento a 4 °C,
- control (zumo no tratado),
- 27,6 MPay 40 °C durante 1 h, extrayendo el zumo a presion,
- 27,6 MPay 50 °C durante 1 h, extrayendo el zumo a presion,

2, almacenamiento a temperatura ambiente,
- control (zumo no tratado),
- 34,5 MPay 60 °C durante 1 h, extrayendo el zumo a presion,

- 5,5 MPa a temperatura ambiente durante el tiempo minimo necesario para su

posterior extraccién a presion.

4.3- RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1- Efecto del tratamiento con didxido de carbono supercritico sobre la

inactivacion de pectinesterasa de zumo de naranja

El estudio de la precisién del método de valoracién de la APE, tras realizar valoraciones por

quintuplicado, ofreci6 valores de desviacion estandar relativa <9%.

Las tabla 4.3.1 presenta los resultados de APE de los zumos antes y tras el tratamiento

supercritico para las condiciones estudiadas.
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Tabla 4.3.1. Actividad pectinesterasica (UPE/mL) de los zumos antes y tras los tratamientos

con dioxido de carbono supercritico (SC-COy).

tiempo 40°C 60 °C
(min) 6,9 MPa 20,7MPa 34,5 MPa | atmosf. 6,9 MPa 34,5 MPa
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

Se observé que los tratamientos a 60 °C fueron los mas enérgicos; sin embargo, también se
observd que la presién era un factor a tener en cuenta, ya que los tratamientos a presion
atmosférica a 60 °C sufrieron una menor inactivacién de la pectienesterasa. A presion
atmosférica y 60 °C la inactivacién es mas lenta que a cualquiera de las presiones de estudio,
ya que al cabo de 1 min la actividad se ha reducido solamente a 0,80 UPE/mL, mientras que
en los tratamientos superctiticos Hega a ser de 0,20 UPE/mL, pudiéndose considerar valores
de +0,05 como error del propio método de medida. Los tratamientos realizados a 60 °C
dejaron una actividad residual de 0,20 +0,05 UPE/mL causada por la pectienesterasa

termorresistente (la inactivacion se consiguié totalmente en ensayos realizados a 90 °C y

presion atmosférica).

En los estudios realizados a 40 °C se pudo adecuar al orden cero la cinética de inactivacién

mediante analisis por regresién lineal simple, siguiendo fa ecuacion:
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APE [ mL = APE /mL - Kt (4.2)

donde: APEg = APE inicial expresada como UPE,
K = constante de velocidad expresada en UPE/(mL-min),

t = tiempo en minutos.
Los resultados obtenidos para la cinética de inactivacién fueron los indicados a continuacién:

- 40 °C'y 6,9 MPa; APE/mL = -0,00509t + 1,1388, 1* = 0,9210;
- 40 °C'y 20,7 MPa: APE/mL = -0,01033t + 1,2401, * = 0,9023;
- 40 °C y 34,5 MPa; APE/mL = -0,14204t + 1,20501, r* = 0,9715.

Se puede observar, también, el efecto dependiente de la presion sobre la inactivacién
pectinesterasica, ya que la constante de velocidad de inactivacién aumenta progresivamente
(en valor absoluto) al aumentar la presion del tratamiento, siendo la alcanzada a 20,7 MPa el
doble que a 6,9 MPa, y a 34,5 MPa llega a ftriplicarse. Este un hecho que satisface las
espectativas para conseguir efectos de inactivacién con empleo de menores temperaturas de

calentamiento. Sin embargo, los tratamientos no son tan drésticos como los que se realizaron

a 60 °C, independientemente de la presién utilizada.

4.3.2- Efecto del tratamiento con didxido de carbono supercritico sobre la

modificacion de la turbidez del zumo de naranja

Los resultados tras la medicion de la turbidez de una misma muestra durante dos dias se
presentan en la figura 4.3.3a (del apartado 4.3.3). Se observa que la turbidez de los zumos tras
la centrifugacién es muy estable tras dos dias de mediciones, ya que Ia desviacion estandar
relativa conseguida es <1,5%, del mismo modo que esta turbidez no impide una muy buena

repetibilidad de los resultados. La razon de la estabilidad se explica ya que tras la
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centrifugacion disminuye la concentracién de pectinesterasa en el sobrenadante,

disminuyendo su actividad.

La precisién del método al realizar triplicados de un zumo ofrecié un valor de desviacion

estandar relativa <1,5%, siendo un método muy preciso (figura 4.3.3b, del apartado 4.3.3).

Se observé un aumento generalizado de la turbidez del zumo de naranja tras los tratamientos
supercriticos. El aumento no se producia en los tratamientos térmicos a presion atmosférica.
La tabla 4.3.2 presenta los resultados de absorbancias a 660 nm de los zumos antes y tras los
tratamientos en las condiciones indicadas. En todos estos casos el zumo se extrajo a presion

tras finalizar el tratamiento. La figura 4.3.2 representa la variacion de turbidez calculada del

siguiente modo:

AT = _:C’;____’- (4.3)
I

siendo:
AT la variacion de la turbidez,
T} la turbidez antes del tratamiento,

Tla turbidez tras el tratamiento,

Tabla 4.3.2. Turbidez (Ag) de los zumos antes y tras los tratamientos con diéxido de

carbono supercritico (SC-CO,).

Temperatura (°C)
Presion (MPa) 40 S0 60

control SC-CO, confrol SC-CO; control SC-CO,
atmosférica 0,0359 00387 00359 00417 0,0359 00320

6,9 0,0271 0,1069 00340 00763 0,0406  0,0847
13,8 0,0476 0,2231 00464 02063 0,0200  0,1479
20,7 0,0393 00864 00393 01197 00393 0,/337
27,6 0,0504 01967 00504 01204 00869 01707
34,5 0,0274 0,0963 00274 01496 00869 0,1199

269



Capitulo 4. Aplicacién para la inactivacion de la pectinesterasa del zumo de naranja.

Sin embargo, aumenté también la turbidez en los zumos que no eran sometidos a presiones
leves (5,5 Mpa) y a temperatura ambiente. El aumento en la turbidez de los zumos no se
produjo cuando éstos eran extraidos del equipo tras la despresurizacion de la celda (a presion

atmosférica) a pesar de haber sido sometidos al tratamiento supercritico (ver también el

apartado 4.3.4).

Por lo tanto, el aumento de la turbidez no se debe al tratamiento supercritico sino a las fuerzas
de cizallamiento que se producen mediante la despresurizacién. Estas fuerzas provocan una
disgregacion de las particulas del zumo en particulas mas pequefias y numerosas que se
mantienen mas tiempo en suspensién, aumentando la turbidez del zumo y disminuyendo la
formaci6n de precipitados. En conclusion, el aumento de turbidez del zumo no es dependiente
de la presién y la temperatura del tratamiento supercritico a que se ha sometido sino que

depende de las fuerzas producidas al realizar la despresurizacién simultdneamente a la

obtencion del zumo una vez tratado.

4.3.3- Efecto del tratamiento con didxido de carbono supercritico sebre la

modificacion del color del zumo de naranja

Se realizaron los calculos de precisién del equipo y del método al igual que en la medida de la

turbidez (apartado 4.3.2). Los resultados, representados en las figuras 4.3.3a y 4.3.3b

respectivamente, fueron igualmente satisfactorios.

La figura 4.3.3c muestra los espectios de absorcién UV/VIS de un control, dos zumos
sometidos a condiciones supercriticas (obtenidos simultaneamente, SC+FC, o tras la

despresurizacién de la celda, SC) y de un zumo presurizado a 5,5 Mpa, FC.

Los zumos tratados con diéxido de carbono supercritico y extraidos a presién (SCHFC)

ofrecieron valores de absorbancias mayores que los controles en todo el espectro de

longitudes de onda estudiado. Estos resultados indican que no existe un cambio en el color
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sino una pérdida de transmitancia debido a la mayor presencia de particulas suspendidas en el
zumo. Sin embargo, entre 400 y 600 nm se aprecia que se produce un aumento de la
absorbancia que no se corresponde unicamente con un simple aumento de las particulas en
suspensién, sino que es debida a la modificacién del color. Las mayores aborbancias en estas
longitudes de onda producen un viraje de color desde el naranja (control) hasta el amarillo
(zumo tratado) facilmente apreciable bajo un examen visual. La figura 4.3.3d muestra una

fotografia de un zumo antes del tratamiento y de otro zumo tratado del modo SC+HFC.

El tratamiento a 5,5 MPa y temperatura ambiente (FC) produjo resultados similares a los
anteriores, Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los zumos tratados y
extraidos a presién atmosférica (SC) y los controles. Las causas de estos resultados son las
mismas que las expuestas pﬁra la modificacién de la turbidez (apartado 4.3.3), es decir que fa

ausencia de fuerzas de cizallamiento evita la formacién de mas particulas suspendidas, no

apreciandose modificacién de la transmitancia,

La tabla 4.3.3 oftece los resultados obtenidos para los controles y los tratamientos realizados.
Se observa que, tras los tratamientos, se produce un aumento en los valores de pureza ¢
intensidad, no se produce diferencias significativas en los valores de longitud de onda
dominante, y disminuyen los valores de brillantez y tonalidad. Estos resultados se achacan al

aumento de la turbidez y no a un cambio de color, excepto los resultados de la tonalidad, que

reflejan el cambio del naranja (controles) al amarillo (tratados).

Los resultados obtenidos difieren a los obtenidos por Balaban y Arreola (1991) ya que no se
observaron diferencias dependientes de las condiciones de temperatura y presion de

tratamiento sino de la forma de obtencién del zumo una vez tratado para la inactivacidn de la

pectinesterasa.
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Figura 4.3.3d. Zumo de naranja antes y después del tratamiento con CO; supercritico,
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Tabla 4.3.3a. Influencia en la brillantez del tratamiento supercritico y posterior obtencién
del zumo a presion.

Temperatura (°C)
Presion (MPa) 40 50 60
control SC-CO, control SC-CO; control SC-CO,
atmosférica 31,82 31,83 31,82 28,41 31,82 37,73

6,9 39,14 2,95 53,41 7,76 25,41 5,67
13,8 47,86 2,34 21,50 0,16 48,58 0,80
20,7 30,89 3,25 30,89 1,90 30,89 1,36
27,6 23,32 0,28 23,32 2,05 35,22 0,60
34,5 37,75 3,97 37,75 0,77 35,22 3,19

Tabla 4.3.3b. Influencia en la pureza del tratamiento supercritico y posterior obtencion
del zumo a presidn.

Temperatura (°C)

Presion (MPa) 40 50 60
control SC-CO; control SC-CO; control SC-CO,

atmosférica 32,28 3Li7 32,28 35,98 32,28 32,61

6,9 4928 91,89 26,30 87,28 47,84 88,91
13,8 30,00 93,19 51,23 98,76 33,37 97,93
20,7 4748 88,05 47,48 94,27 4748 95,74
27,6 5322 95,28 53,22 90,73 43,07 84,01
34,5 3839 89,29 38,39 96,89 43,07 42,18
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Tabla_4.3.3c. Influencia en la longitud de onda dominante del tratamiento superetitico y
posterior obtencién del zumo a presion,

Temperatura (°C)
Presion (MPa) 40 S0 60
control SC-CO, control SC-CO; control SC-CO;
atmosférica 580,2 5795 5802 5798 5802 5788

6,9 579,1 5838 579,5 583,6 581,1 584,6
13,8 579,6 586,8 581,3 392,6 5792 589,8
20,7 5754 584,9 575,4 587,4 5754 585,3
27,6 574,9 587, 1 574,9 586,5 571,6 588,3
34,5 580,5 583.6 580,5 589,6 571,6 587,0

Tabla 4.3.3d. Influencia en la intensidad del tratamiento supercritico y posterior
obtencidn del zumo a presion.

Temperatura (°C)

Presién (MPa) 40 50 60
control  SC-CO, control SC-CQ; control SC-COy

atmosférica 131,28 /34,19 131,28 14111 131,28 118,33

6,9 128,72 460,35 79,76 34796 166,96 386,38
13,8 92,92 49443 189,24 852,96 97,71 676,87
20,7 150,05 38891 150,05 522,98 150,05 579,09
27,6 181,05 70514 181,05 485,60 126,48 569,27
34,5 121,78 418,35 121,78 63857 126,48 348,12
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Tabla 4.3.3e. Influencia en la tonalidad del tratamiento supercritico y posterior obtencion
del zumo a presion.

Temperatura (°C)
Presion (MPa) 40 S0 60

control SC-CO; control SC-CO; control  SC-CO;

atmosférica  -27510° -277.10° -2,75:10° 315107 275100 -3,14107
6,9 6.0810° -1,483107 -19810° -1,31410° 39710° -1,367-10°
13,8 242:10° -1,590-107 4,42:10° -2,70410° 2,77110° 2522107
20,7 J7510° -4,17210° 275107 -1,569-10° 17510° 2,418 107
27,6 9,1510° -2,20010° -9,1510% -1,315107 -5,16:107 -3,4810°
34,5 34510° -1,26610° -3,45:10° _1,892-107 516107 2,3810°
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4.3.4- Modificacion de la turbidez y color del zimo de naranja dirante el

almacenamiento

Las figuras 4.3.4ay b muestran fotografias de los zumos conservados a 4 °C tras un d.la yuna
semana, respectivamente, del tratamiento con CO; supercritico. Se obsewa:quc'ut.ras un dia
todas las muestras han clarificado parcialmente. La turbidez del clariﬁoado-esi mayor en los
dos zumos tratados que en el zumo control debido al aumento del numero de niénores
particulas en suspensién. Ademas, se observa que el volumen de precipitado es menor en los
Zzumos tratados, ya que parte de éste aun se conserva €n suspension, y su aspecto ‘es més
gelatinoso. Las observaciones realizadas tras una semana de almacenamiento désde el

tratamiento sirvieron para marcar més las diferencias entre el zumo control y los tratados.

Respecto a los zumos almacenados a temperatura ambiente se realizaron medidas de turbidez
durante 15 dias, tras los que los zumos presentaban ya un deterioro que imposibilité la
realizacion de posteriores medidas. Los resultados se representan en la figura 4.3.4¢c. En los
tres casos estudiados se observé un aumento de turbidez al cabo de un dia, debido
probablemente a la actuacién de otros procesos enzimaticos que producen un aumento del
niimero de particulas estables en suspension (poligalacturonasas y pectin-liasas), con el

consiguiente aumento de la turbidez.

A partir del cuarto dia de almacenamiento, el zumo que no fue sometido a ningn tratamiento
recuperd el valor inicial de la turbidez y ésta sigui6 perdiéndose lentamente hasta el dia 15.
Hay que tener en cuenta que la turbidez inicial en los coniroles es baja, con lo que la

disminucién que se produce durante el almacenamiento es poco pronunciada,

Los zumos que sufiieron las fuerzas de cizallamiento (SC+FC y FC, figura 4.3.4c),
producidas por la salida del di6xido de carbono a presion, alcanzaron valores iniciales de
turbidez sensiblemente mayores a los controles, tal como ya se ha indicado en el apartado
4.3.2, pero no se puede considerar significativa la diferencia de turbidez entre estos dos tipos
de tratamientos.
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Capltule 4. Aplicacidn para la inoctivacidn de la pectinesterasa del rumo de naranja.

| e

Figura 4.3 4b. Zumo de naranja tras 1 semana de almacenamiento a 4 °C,
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Capitulo 4. Aplicacién para la inactivacién de la pectinesterasa del zumo de nargnia,

El zumo presurizado (FC, figura 4.3.4¢) sufrié una rapida pérdida de turbidez desde el dia 1
hasta el dia 10, ya que el aumento de la turbidez fue compensado posteriormente por la accién

de la pectinesterasa, que conservaba plenamente su actividad. Posteriormente, 1a ¢larificacion

se desarrolld mas lentamente.

El zumo sometido a condiciones supercriticas (SC + FC, figura 4.3.4c) mantuvo estables los
valores de tubidez hasta el dia 10 debido a la baja actividad pectinesterasica, Una posible
reacitvacion del enzima (Balaban y Arreola, 1991) fue la cavsante de la pérdida de turbidez
entre los dias 10 y 15, De este modo se comprueba que se mejora la turbidez de un zumo con
el tratamiento de presidn, si bien es la inactivacién de la pectinesterasa llevada a cabo con ¢l

diéxido de carbono supercritico la que permite una estabilizacién de estos valores elevados de

turbidez durante tiempos de almacenamiento mas prolongados,
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Concltisiones.

CONCLUSIONES

1°, El anlisis de la grasa lactea por cromatografia liquida de alta eficacia junto con el
analisis por GC de los acidos grasos de las fracciones procedentes de la separacion
por HPLC premitid la estimacion de 181 especies moleculares, 30 de ellas
identificadas por primera vez, debiéndose destacar la presencia de 10 triglicéridos

con un nimero impar de carbonos y 3 con un 4cido graso de cadena ramificada.

2° La comparacién en la composicion triglicérica de la grasa de leche de oveja, cabra y
vaca, pone de manifiesto que la de oveja es la mas enriquecida en triglicéridos
saturados de media, la de vaca en triglicéridos de cadena larga saturados y la de cabra

en triglicéridos saturados de cadena media.

3*. La adicion de un soporte sélido e inerte que aumente la superficie de contacto y evite
la formacion de canales preferenciales es necesario para mejorar el rendimiento de las

extracciones y, sobre todo, la extraceion selectiva de colesterol.

4*. Las condiciones de 14,5 MPa y superiores en presencia de bolas de vidrio son las que
proporcionan una mayor reduccion de colesterol en la nata (75%)
independientemente de la temperatura. La mayor selectividad se consigue a la

densidad de 0,7 g/mL y temperatura de 60 °C.

5*. La espectroscopia de C-RMN ha demostrado ser una técnica de utilidad por ser

complementaria a las técnicas cromatogréaficas usadas en la presente memoria.

6°. El detector de masa a 30 °C y 121 kPa es adecuado para el andlisis cuantitativo por
HPLC de esteroles y escualeno en mezclas en las que exista una gran variedad de

estos compuestos.
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Conclusiones:.

7°. La mayor selectividad en la extraccion de escualeno respecto a los esteroles en los
destilados analizados se consigue a bajas presiones (10 - 20 MPa) y altas
temperaturas (60 y 50 °C), si bien, densidades muy bajas (0,29 - 0,39 g/mL)

conducen a bajos rendimientos de la extraccién.

8", La inactivacion de la pectinesterasa responde a una cinética de orden cero, siendo la
constante de velocidad directamente proporcional a la temperatura y presion del

tratamiento con CO, supercritico.

9°. El aumento de la turbidez y la variacion de color de los zumos tratados se debe a la
aparicién de fuerzas de cizallamiento en el caso de que la obtencién del zumo sea
simultinea a la despresurizacién. La variacion de la turbidez y el color, en las
condiciones estudiadas, es independiente de la presién y la temperatura del

tratamiento,

10°. La inactivacion de la pectinesterasa junto con la obtencién del zumo
simultdneamente a la despresurizacién contribuye a preservar el aspecto del zumo

durante el almacenamiento, ya que, a temperatura ambiente, se consigue un aumento

de la turbidez y su mantenimiento hasta un tiempo de 15 dias.
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ANEXO I

10 CLS : REM**#*¥xkxdx¥krandom gradiente e isocratico primeros™* *¥#kkdokkdookk ko k
20 OPTION BASE 1

30 N = 30: INPUT "NUMERO Y NOMBRE DE LA FRACCION"; X, X$

40 DIM AS(N), D(N, 2), AGT(N), CONC(N, 2), F(N), PAG(N)

50 PRINT " - INDICA EL AREA DE LOS SIGUIENTES ACIDOS GRASOS"

60 PRINT "EN NUMERO DE CUENTAS"

70 FOR 1= 1TO N: READ A$(D), D(I, 1), D(I, 2)

80 PRINT AS(D), D{, 1), D(, 2): INPUT "AREA"; AGT(I)

85 NEXT 1

92CLS:Y=X*40/60+13+1/3

93 INPUT "AREA DEL PATRON INTERNO EN NUMERO DE CUENTAS"; API

94 INPUT "CONCENTRACION DE PATRON INTERNO"; CPI

95 ECNmin = (LOG((Y - 2.8297) / 2.8297) / LOG(10) + .81143 - .0289) / .06025

96 ECNmax = (LOG((Y - 2.8297 +2/3)/2.8297) / LOG(10) + 81143 + .0289) / .06025
IO FORI=1TON

110 IF I = 1 THEN F(I) = .238: GOTO 118

P11 IF I =2 THEN F(I) = 476: GOTO 118

112 JF I =3 THEN F(l) = .623: GOTO 118

113 IF I = 23 THEN F(I) = .914: GOTO 117

114 IF 1 =25 THEN F(I) = .868: GOTO 117

115 IF I =27 THEN F(I) = .87 ELSE F(I) = |

117 IF I = 23 OR I =25 OR I =27 THEN CONC(, 1) = AGT(I) * CONC(15, 1) / (AGT(15) *
F()). GOTO 119

118 CONC(I, 1) = AGT(I) * CP1/ (API * F(I))

119 NEXT1

140 CLS

ISOFORI=1TON

I55FORJ=ITON

166 FORIO=JTON

163 TRGO(1) = D(1, 1) + D(J, 1) + D(I0, 1): TRGO(2) = D(1, 2) + D(J, 2) + D(I0, 2)

165 ECN = TRGO(1) - 2.12448 * TRGO(2)

170 IF ECN > ECNmin AND ECN < ECNmax THEN CONC(], 2) = CONC(I, 1): CONC(, 2) =
CONC(I, 1}: CONC(10, 2) = CONC(I0, 1)

175 NEXT IO

180 NEXT]J

181 NEXTI

182 Z$ = "BAF\" + X$: OPEN "0", #1, Z3

183 FOR [ = | TO N: WRITE #1, A$(I), D({, 1), D(l, 2), AGT(I), CONC(, 1), CONC(, 2),
F(I); NEXT1

184 WRITE #1, API, CPI

185 CLOSE 1

210 TCONC =20
220 FOR I =1 TO N: TCONC = TCONC + CONC(], 2): NEXT I

230 FOR [ = 1 TO N: PAG(I) = (CONC(I, 2) / TCONC) * 100

240 NEXT ] ) ) i
241 LPRINT " FRACCION"; X; " ELUCION A LOS"; Y; "MINUTOS

300



242 LPRINT " ECNmjn="; ECNmin: " ECNm x="; ECNmax
243 LPRINT "AREA DE PATRON INTERNO: "; API. " CONCENTRACION DE PATRON
INTERNOQ: *, CP{

250 LPRINT : LPRINT "TRIGLICERIDO"; TAB(33); "NC"; TAB(39); "DE"; TAB(46},
"ECN"; TAB(57); "%"; : LPRINT

260FOR1=1TON

270FOR J=1TON

280FOR10=JTON

290 TRGS = A$(D) + A$(J) + AS(10)

320 1IF J <> [ THEN 360

330 1F 10 = J THEN RES = (PAG(I) * PAG(J) * PAG(10})) / (10000) ELSE RES =~ (PAG(T) *
PAG())} * PAG(IO) * 3) / (10000). GOTO 370

360 IF I0 = J THEN RES = (PAG(I) * PAG({J) * PAG(10) * 3) / (10000) ELSE RES = (PAGK(T}
* PAG(J) * PAG(I0) * 6) / (10000)

370IF RES < .1 THEN 410

375 ECN = (D(1, 1)+ D(J, 1)+ D(I0, 1)) - 2.12448 * ({1, 2) + D(J, 2) + (16, 2))

380 [F ECN < ECNmin OR ECN > ECNmax THEN 410

400 LPRINT TAB(4), TRGS; TAB(32), TRGO(1), TAB(39), TRGO{2), TAB(45), ECX,
TAB(55); RES

410 NEXT 10

420 NEXT )

430 NEXT |

440 DATA "C4:0 " 4.0,"C6:0",6,0,"C8:0 *,8,0,"C10:0 ",10,0,"C10:1 ,10,1,°C12:6 °, 12,0
450 DATA "C13:0".13,0,"C14:0 ",14,0,"C14:1 *,14,1,"-C15:0 *,15,0,"ap-C15.0 “13,0,°C15:0
15,0 _
460 DATA "C15:1",15,1,"i-C16:0 ",16,0,"C16:0 ",16,0,"Cl6:1 " 16,1,*C16.1(Pa) °, 16,1,"t
C17.0"17,0

470 DATA "ai-C17:0".17,0,"C17:0 *,17,0,"C17:1 *,17,1,*C18:0 ® 18,0,"C18:1{0) ", 18,1

480 DATA "C18:1(V) ".18,1,"C18:2(L) ",18,2,"C19:0 *19,0,“C18:3(Ln} ".18.3

490 DATA "cteC18:2 ",18,2,C20:0 *,20,0,"C20:1 *,20,1

700 END
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10 CLS

20 OPTION BASE 1

30 N = 30; INPUT "NUMERO Y NOMBRE DE LA FRACCION*; X, X$

40 DIM A$(N), D(N, 2), AGT(N), CONC(N, 2), F(N), PAG(N)

S0 PRINT " - INDICA EL AREA DE LOS SIGUIENTES ACIDOS GRASOS®

60 PRINT "EN NUMERO DE CUENTAS"

J0FOR 1= 1 TO N: READ A3(I), D(I, 1), D(, 2)

80 PRINT A$(I), D(I, 1), D(I, 2): INPUT "AREA"; AGT(})

85 NEXT 1

92CLS: Y =X*40/60+13+1/3

93 INPUT "AREA DEL PATRON INTERNO EN NUMEROQ DE CUENTAS", APl

94 INPUT "CONCENTRACION DE PATRON INTERNO", CPI

95 ECNmin = (LOG((Y - 2.8297) / 2.8297)/ LOG(10) - 72093 - €151}/ 61919

96 ECNmax = (LOG((Y - 2.8297 +2/3)/2.8297) / LOG(10) - 72093 + 0151)/ 61919
09 FORI= | TON

110 IF I = | THEN F(I) = .238: GOTO 118

111 IF 1 =2 THEN F(I) = .476. GOTO 118

112 IF I =3 THEN F(I) = 623: GOTO 118

113 IF [ =23 THEN F(l) = 914: GOTO 117

114 IF [ =25 THEN F(I) = 868: GOTO {17

115 IF 1 =27 THEN F(l) = 87 ELSE F(I) = |

L17IF1=23 ORI =25 ORI =27 THEN CONC(, 1) = AGT() * CONC(}S, Ly {AGTELS) ¥
F()): GOTO 119

118 CONC(L, 1) = AGT(I) * CP1/(AP1* F(I))

119 NEXT 1

140 CL.S

IS0 FORI= 1TON

155 FORJ=I1TON

et 5 1) + D(I0, 1)) - 2.14747 * (X1, 2) + D{J, 2) + D@0, 2))

165 ECN = (D(1, 1)+ D{J, 1)+ D(I0, 1)} - 2. «4) + DA ‘
17(53 IF ECN(> (E‘,C'I\)Imin E\NI; ECN < ECNmax THEN CONCI(1, 2} = CONCL, 1} CONC(, 2} =
CONC(J, 1): CONC(10, 2) = CONC(IO, 1)

175 NEXT 10

180 NEXTJ

181 NEXT I

182 78 = "B \F\" + X$' OPEN "0", #1, Z3

183 FOR | = 1 TO N: WRITE #1, A$(D). D(I. 1), (L,
F(I) NEXT I

184 WRITE #1, APL, CPI

185 CLOSE 1

210 TCONC =0 o
220 FOR 1 = 1 TO N: TCONC = TCONC + CONC(L, 2) NEXT !

230 FOR 1 = | TON: PAG(T) = (CONC(1, 2)/ TCONC) * 1
240 NEXT | ELUCION ALOS", Y, "MINUTOS’

241 LPRINT FRACCION", X, * \LOS Y
242 LPRINT * ECNmn="; ECNmin, ° BONm v, BCNmn

23 AGT(D, CONCIL 1) CONCL 2).
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243 LPRINT "AREA DE PATRON INTERNO: “; AP, * CONCENTRACION DE PATRON
INTERNO: *; CPI

250 LPRINT : LPRINT "TRIGLICERIDO"; TAB(33); "NC*, TAB(39), "DE"; TAB(46);
"ECN"; TAB(57); "%"; : LPRINT

260 FORT=1TON

270 FORJ=ITON

280 FOR10 = J TO N

290 TRGS = A$(I) + A$(J) + A$(10)
320 IF J <> T THEN 360 -
330 IF10=] THEN RES = (PAG(I) * PAG(J) * PAG(I0)) / (10000) ELSE RES = {PAG(I) *
PAG(J) * PAG(I0) * 3) / (10000). GOTO 370

360 IF 10 = ] THEN RES = (PAG(I) ¥ PAG(J) * PAG(I0) * 3} / (10000) ELSE RES = (PAG(D)
* PAG(J) * PAG(I0) * 6) / (10000)

375 ECN = (D(I, 1) + D(I, 1) + D(I0, 1)) - 2.14747 * (D(L, 2) + D(I., 2) + D(I0, 2))

380 IF ECN < ECNmin OR ECN > ECNmax THEN 410

390 TRGO(1) = D(1, 1) + D{J, 1) + D0, 1): TRGO(2) = D(J, 2) + D{J, 2) + D0, 2)

400 LPRINT TAB(4); TRG$; TAB(32); TRGO(1); TAB(39); TRGO(2), TAB(45); ECN,
TAB(55); RES

410 NEXT 10

420 NEXT

430 NEXT [

440 DATA "C4:0 ",4,0,"C6:0 ",6,0,"C8:0 ",8,0,"C10:0 *,10,0,"C10:1 ",10,1,"C12:0 *,12,0

450 DATA "C13:0 *,13,0,"C14:0 ",14,0,"C14:1 ", 14,1,"-C15:0 ", 15,0,"i-C15:0 *,15,0,"C15:0
" 15,0 |
460 DATA "C15:1 ",15,1,"i-C16:0 ",16,0,"C16:0 ",16,0,"C16:1 *,16,1,“C16:1(Pa) “,16,1,"-
C17:0"17,0

470 DATA "ai-C17:0 ,17,0,"C17:0 ",17,0,"C17:1 ",17,1,"C18:0 *,18,0,"C18:1(0) *, 18,

480 DATA "C18:1(V} ",18,1,"C18:2(L) ",18,2,"C19:0 ",19,0,"C18:3(Ln) ",18,3

490 DATA "ctcC18:2 ",18,2,"C20:0 *,20,0,"C20:1 *,20,1

700 END

e ANTERIOR
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