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Obtencidn de aceites comestibles a partir de nuevas semillas

RESUMEN

La calidad e inocuidad son temas centrales en la economia alimentaria actual por
estar vinculada a la eleccion de alimentos. La répida e intensa introduccién en el
mercado espafiol de productos enriquecidos y fortificados hace que sea esencial
disponer de informacion referente de estos alimentos en nuestro pais.

Por ello, en este trabajo se ha evaluado el impacto del enriquecimiento de
fitoesteroles en la semilla de girasol sobre el aceite obtenido. Los estudios de la
composicion quimica del aceite de girasol producido por semillas mejoradas
genéticamente y sus caracteristicas organolépticas, junto con la demanda por los aceites
virgenes de semillas, hacen que tanto productores como consumidores demanden una
normativa que regule los estandares de calidad de estos productos. EI Codex
Alimentarius (2015) exige que el color, olor y sabor sean el caracteristico del aceite
designado y éste debe estar exento de olores y sabores extrafios o rancios. No se ha
establecido hasta el momento, de forma objetiva, esta caracterizacion para aceites de
semillas en general, ni para aceites virgenes de girasol en particular.

La produccion de aceites virgenes de girasol permitiria, en principio, la
obtencion de aceites de mayor calidad, ya que en el proceso de refinacion se pierden
muchos compuestos de interés nutricional. Sin embargo, para garantizar un mercado a
estos nuevos alimentos se requiere un estudio en profundidad de sus caracteristicas,
principalmente de su perfil organoléptico, ademas de su composicion, estabilidad y
aplicabilidad.

Esta Tesis forma parte de un proyecto de investigacion financiado por la Junta
de Andalucia, con referencia P12-AGR-1837, a partir del cual se han desarrollado
mediante seleccion de lineas derivadas de mutagénesis y cruzamientos nuevas semillas
de girasol con alto contenido en fitoesteroles totales y elevadas concentraciones de
Campesterol, Estigmasterol y A7-Estigmastenol, respectivamente.

El principal objetivo del presente trabajo ha consistido en la obtencion y
caracterizacion de aceites a partir de estas semillas modificadas para establecer las
mejores condiciones de extraccion y refinacion que permitan obtener un aceite
comestible con el maximo contenido final de fitoesteroles. La mayor dificultad
encontrada para su desarrollo ha sido el escaso nimero de muestras facilitadas debido a
la dificultad en el cultivo.
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1.1 LA SEMILLA DE GIRASOL

El girasol (Helianthus annuus) es una planta herbacea de la familia de las
Asteraceas originaria de Norteamérica. Se introdujo en Europa en el Siglo XVI como
flor ornamental y no fue considerada oleaginosa hasta el siglo XVIII. El cultivo se

expandi6 por Rusia llegando a ser el primer productor mundial.

Actualmente, de la produccion global de semillas oleaginosas (431 millones de
toneladas en 2017/18), la semilla de girasol representa un 9%, ocupando la tercera
posicion en la produccion mundial después de la soja y la colza. La Figura 1 ilustra la

produccion mundial de semillas de girasol en los diez Gltimos afios.

Segun la encuesta sobre superficies y rendimientos de cultivos de Espafia
(ESYRCE), la superficie de siembra de girasol en nuestro pais se sitlia en 695.393 ha en
2018.
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Figura 1.- Produccién mundial de semillas oleaginosas (miles de toneladas). (USDA)

(European Commission, 2017).
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Las semillas de girasol pueden contener entre 44 y 47% de riqueza grasa, por lo
que su cultivo es de gran interés no sélo desde el punto de vista de la produccién de
aceite a gran escala obtenido con disolvente, sino también de aceites virgenes mediante
prensas en plantas industriales de pequefio o mediano tamafo. El porcentaje de aceite
obtenido en prensa es de un 70-85% Y éste se caracteriza por ser un aceite virgen de alta
calidad (Rass, 2008).

La mejora genética de las semillas de girasol ha hecho posible que existan en el
mercado aceites de girasol modificados en sus &cidos grasos, como por ejemplo, con
alto contenido en oleico, llegando a alcanzar valores del 90% del contenido total de
acidos grasos, o en el acido estearico (Anushree et al., 2017), lo que le confiere mejor
estabilidad oxidativa y un efecto hipocolesterolémico (Zambelli et al., 2015).

El contenido de los componentes minoritarios en el aceite de girasol va a influir
en las propiedades de éste. Otras modificaciones genéticas afectan a este tipo de
componentes, como el aumento de y-tocoferol (>95%) (Velasco et al., 2004). Asi, los
tocoferoles y fitoesteroles tendran un impacto positivo en sus propiedades fisico-
quimicas y nutricionales, mientras que los fosfolipidos, acidos grasos y ceras tendran un
impacto negativo en la calidad y estabilidad del mismo (Velasco & Ruiz-Méndez,
2015).

Por tanto, los procedimientos de extraccion del aceite deberian estar enfocados
en extraer el maximo contenido posible de estos componentes beneficiosos, y los de

refinacién, donde se pierden en un alto porcentaje, en mantenerlos.
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1.2 FITOESTEROLES

1.2.1 Estructura quimica

Al igual que el colesterol en los animales, los fitoesteroles son constituyentes
esenciales de las membranas celulares en plantas, responsables de diferentes funciones,
entre las que destacan su papel en la regulacion de la fluidez y permeabilidad de
membrana (Trautwein & Demonty, 2007). Con estructura similar al colesterol, los
fitoesteroles son alcoholes derivados del ciclopentano-perhidrofenantreno o esterano. Su
estructura bésica, como se muestra en la Figura 2, consta de un anillo tetraciclico unido
por el carbono C17 a una cadena lateral de 8 a 10 atomos de carbono (Hartmann, 1998).
Poseen un grupo hidroxilo en el carbono C3 y la mayoria tienen un doble enlace entre
los carbonos C5 y C6 vy, por lo tanto, se denominan Ab5-esteroles. Otros grupos de
fitoesteroles comunes son los A7-esteroles, con un doble enlace entre los carbonos C7 y
C8, y los A5,22-esteroles con dobles enlaces entre los carbonos C5 y C6 y también entre
C22 y C23. A los fitoesteroles saturados sin dobles enlaces en su estructura se
denominan fitoestanoles. Estos se encuentran de forma natural en cantidades mucho

mas pequefias que los fitoesteroles (Moreau et al., 2002).

Figura 2.- Estructura quimica de los fitoesteroles.
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Se han descrito méas de 200 tipos de esteroles en diferentes especies de plantas
(Lagarda et al., 2006). Los méas abundantes son el p-Sitosterol (24a-etilcolest-5en-3p-
ol), Campesterol (24a-metilcolest-5en-3p-ol) y Estigmasterol (5,24a-etilcolest-5,22-en-
3p-ol) (Piironen & Lampi, 2004). Estos fitoesteroles representan aproximadamente el
45-90%, 30% y 25%, respectivamente (Lutjohann, 2004; Wooddgate et al., 2006; FAO,
2008). Poseen funcionalidad para la propia planta, asi el Estigmasterol y el Sitosterol
participan en el crecimiento embrionario (Schrick et al., 2002; Schaller, 2004; Dufourc,
2008).

Las estructuras de los fitoesteroles mas abundantes se muestran en la Figura 3,
en la que puede observarse que la principal diferencia con el colesterol consiste en la
existencia de un grupo metilo o etilo en el carbono C24. Ello implica una mayor
complejidad estructural debido a que la adicion de grupos alquilo en la cadena lateral da
lugar a la existencia de carbonos asimétricos y, por tanto, a diferentes estructuras

esteroisoméricas.

Por otra parte, a diferencia del colesterol, la estructura de los esteroles vegetales
puede incluir grupos metilo en su carbono 4, dando lugar a tres subclases (Figura 4): los
4,4-dimetilesteroles, que contienen dos grupos metilo, los 4-monometilesteroles, que
poseen un grupo metilo, y los 4-desmetilesteroles, que no contienen grupos metilo
adicionales (Herchi et al., 2009). Las dos primeras subclases corresponden a
intermediarios en la sintesis de los esteroles, siendo los 4-desmetilesteroles los que se

encuentran en las plantas oleaginosas en cantidades sustanciales.
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HO
p-Sitosterol
Colesterol
HO Estigmasterol

Figura 3.- Estructuras de los esteroles mayoritarios.

Figura 4.- Estructuras de las subclases de esteroles.
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Ademaés, como se muestra en la Figura 5, los fitoesteroles se encuentran en la
naturaleza en forma libre o conjugada. Asi, el grupo hidroxilo del esterol puede estar
esterificado con un &cido graso dando lugar a los ésteres de esteroles, también puede
estar glicosilado con una hexosa constituyendo el grupo de los esterol-glucésidos y
estos Ultimos, a su vez, pueden estar esterificados con acidos grasos en el carbono 6 de
la hexosa como es el caso de los esterol-glucésidos acilados (Moreau et al., 2002;
Phillips et al., 2002).

Los ésteres de esteroles constituyen una fraccion muy importante de los
fitoesteroles, alcanzando niveles que pueden oscilar del 30 al 45% de esteroles totales,
como en el aceite de girasol, o incluso méas del 70% en los aceites de maiz y salvado de
arroz (Kochhar, 1983).

Los esteres del acido ferulico (y-orizanol) tambien aparecen en cantidades
apreciables en numerosos alimentos, como en el arroz y sus derivados (Sahu et al.,
2018), mientras que los esteroles glicosilados son minoritarios en la mayoria de
alimentos, salvo algunas excepciones, ya que pueden constituir mas del 80% del total

de esteroles en la patata (Jonker et al., 1985).

Esterol libre { ~ AN Esteres de esteroles

CH,0
O 0 2] ;‘
) OH H 1 2 o ) N H'
ONY ~ w  Esterol glucésidos OHN, | " Esterol glucésidos acilados

Figura 5.- Principales grupos de los esteroles vegetales.

8 de 179



Obtencidn de aceites comestibles a partir de nuevas semillas

1.2.2 Fitoesteroles en aceites

Los aceites vegetales (maiz, soja, girasol y canola) son las fuentes naturales mas
ricas de fitoesteroles, sequidos de frutos secos y legumbres (Piironen et al., 2000). Sin
embargo, si consideramos su frecuencia de consumo, las principales fuentes de
fitoesteroles pueden ser las verduras y frutas, seguida de legumbres y cereales (Garcia-
Llatas et al., 2015).

El contenido en fitoesteroles de las semillas y frutos oleaginosos es muy variable
y determina en parte el contenido en sus correspondientes aceites (Verleyen et al.,
2002a). Se ha comprobado tanto en las plantas como en los aceites, que la concentracion
y composicion de esteroles varia atendiendo a distintos factores como los agronémicos,
variedad, medioambientales (Roche et al., 2006, 2010; Ayerdi Gotor et al., 2015),
factores geogréficos (Vlahakis & Hazebroek, 2000) y procesos industriales de
extraccion y refinacion (Ferrari et al., 1997; Piironen et al., 2000; Phillips et al.; 2002;
Zlatanov et al. 2009; Sujith Kumar et al. 2017; Ferdosh et al. 2018).

En la Tabla 1 se presenta el contenido de fitoesteroles de los principales aceites
y grasas, donde pueden observarse las grandes diferencias que existen tanto en su
contenido total como en su composicién. El B-Sitosterol y el Campesterol son los
fitoesteroles mas comunes de los aceites vegetales y los mejores aliados para reducir los
niveles de colesterol debido a su semejanza con la estructura quimica del colesterol
(Brufau et al., 2008).

Es importante tener en cuenta que los aceites vegetales también contienen
pequefias cantidades de colesterol, generalmente no mas de 30-50 mg/kg (Behrman &
Gopalan, 2005). Sin embargo, el aceite de girasol apenas contiene colesterol (Behrman
& Gopalan, 2005; Schwartz et al. 2008).
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Tabla 1.- Contenido medio en fitoesteroles totales (mg/kg) y concentracién de los
principales fitoesteroles (%) en aceites vegetales no refinados (adaptado de Padley et
al., 1994).

Total Camp Estig B-Sito A5-Av A7-Est A7-Av Bras Otros

Maiz 11700 23,0 6,0 66,0 4,0 1,0 0,0 0,0 0,0
Algodon 4260 4,0 0,9 93,0 2,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Oliva 1440 2,0 0,7 91,0 2,1 4,2 0,0 0,0 0,0
Palma 2530 14,2 7,9 74,7 2,0 1,2 0,0 0,0 0,0
Colza 6120 25,0 0,0 58,0 2,0 5,0 0,0 10,0 0,0
Cartamo 3480 12,9 8,9 52,0 1,1 20,2 2,9 0,0 2,0
Soja 3610 20,0 199 529 3,0 3,1 11 0,0 0,0

Girasol 3910 7,9 7,7 60,1 4,1 15,1 4,1 0,0 1,0

Camp, Campesterol; Estig, Estigmasterol; B-Sito, B-Sitosterol; A5-Av, A5-Avenasterol; A7-Est, A7-
Estigmastenol; A7-Av, A7-Avenasterol; Bras, Brasicasterol.
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1.2.3 Analisis de compuestos esterdélicos

La determinacion cuantitativa de estos compuestos en vegetales se ha abordado
desde hace décadas. Moreau et al. (2002), Lagarda et al. (2006) y Ferdosh et al. (2018)
han realizado excelentes revisiones sobre este aspecto. A continuacién, se presenta un

breve resumen de las técnicas de extraccion, separacion y analisis de estos compuestos.

- Extraccion de fitoesteroles

Los métodos comunes de extraccion de lipidos, extraen también los fitoesteroles.
Los disolventes no polares, como el hexano, extraen de forma cuantitativa los ésteres de
esteroles y la mayor parte de los esteroles libres (Moreau et al., 2002; Read & Bacic,
2002). Los esterol-glucdsidos y esterol-glucosidos acilados se extraen con hexano en
muy baja proporcion, aumentando el porcentaje de extraccion conforme aumenta la
polaridad del disolvente (Moreau et al., 2003). El procedimiento mas habitual de
extraccion de esterol-glucosidos y esterol-glucosidos acilados es el método de Folch
(1957), que utiliza una mezcla de cloroformo-metanol, posteriormente modificado por
Bligh & Dyer (1959). El tejido vegetal seco y molido se extrae a temperaturas menores
de 40°C, con un volumen suficiente de una mezcla cloroformo:metanol (2:1, v/v). En
esta extraccion se obtienen todos los compuestos liposolubles tales como esteroides,
triacilgliceroles, terpenoides, acidos grasos y otros. Sin embargo, adn quedarian
esteroles ligados en el solido residual, que seria necesario hidrolizar para liberarlos y

poderlos analizar como esteroles libres.

La hidrolisis alcalina rompe el enlace éster tanto de los ésteres de esteroles como
de los esterol-glucésidos acilados, mientras que la hidrolisis acida acta, ademas, sobre

el enlace glicosidico.

- Métodos de concentracion y purificacion de compuestos esterélicos

Dada la complejidad de la fraccion esterdlica y su baja concentracion en la
muestra, no existen técnicas que permitan determinar la concentracion y/o composicion
de la fraccidn esterdlica en la muestra inicial sin utilizarse técnicas complementarias de

concentracion y purificacion.
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El procedimiento habitual en aceites para separar la fraccion esterodlica consiste
en una hidrélisis alcalina o saponificacion con potasa etandlica seguida de la extraccion
de la fraccion insaponificable. Se designa con la denominacién de insaponificable a un
grupo de sustancias que después de efectuada la saponificacién son insolubles en agua y
solubles en disolventes organicos. Esta extraccién permite, por tanto, concentrar los
compuestos minoritarios (0,5-3% de la muestra inicial para la mayoria de los aceites)
aislandolos de los componentes mayoritarios del aceite que quedan en la fase acuosa
como jabones de acidos grasos.

Una vez obtenida la fraccion insaponificable, los métodos de separacion usuales

son la cromatografia en capa fina y la extraccion en fase solida (Lagarda et al., 2006).

La hidrolisis alcalina necesaria para la obtencion de la fraccion insaponificable
da lugar al cambio de estructura de los ésteres de esteroles a esteroles libres y, por ello,
hasta hace pocos afios, todos los estudios realizados en aceites estuvieron limitados a la

determinacion cuantitativa de los esteroles libres.

Para profundizar en la composicion detallada de la fraccion de ésteres de
esteroles se utiliza la cromatografia de adsorcion o extraccion en fase solida en columna
de silice, aprovechando su menor polaridad que la de los triglicéridos (Cunha et al.,
2006; lafelice et al., 2009) y de la de los esterol-glucosidos, de mayor polaridad que los
triglicéridos (Bondioli et al., 2008; Van Hoed et al., 2008; Lacoste et al., 2009). En
ambos casos se parte del aceite y mientras la elucion de los ésteres de esteroles se
realiza con un disolvente de polaridad inferior al necesario para obtener los
triacilgliceroles, los esterol-glucésidos se eluyen con un disolvente polar, tras la

eliminacion de los triacilgliceroles.

- Andlisis cromatografico de los compuestos esterolicos

Desde el descubrimiento de los fitoesteroles, se han desarrollado varios métodos
para su analisis cuantitativo. ElI primer método aplicado para la determinacién de
fitoesteroles fue el método de precipitacion con digitonina (Paquot, 2013).
Posteriormente, se introdujo un método colorimétrico mas sensible basado en una
reaccion de oxidacion enzimatica. Sin embargo, éste se volvié obsoleto debido a que se

trataba de un método laborioso y a que precisaba reactivos costosos (Naudet &
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Hautfenne, 1985). Los extractos obtenidos mediante diversos procedimientos se han
analizado mediante diferentes técnicas cromatograficas para separar, identificar y
cuantificar los diferentes esteroles, como la cromatografia de gases (GC), la
cromatografia de adsorcion en columna de relleno (CC), la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) y la electrocromatografia capilar (CEC) (Ferdosh et al., 2018).
También se ha aplicado la cromatografia de capa fina (TLC) para la evaluacion
preliminar de los fitoesteroles cualitativa y cuantitativamente (Ferdosh et al., 2018).

Hoy en dia, la GC es la técnica mas frecuentemente utilizada para el analisis de
fitoesteroles. Aunque la GC es la mejor opcion para la determinacion de fitoesteroles, el
analisis por cromatografia liquida, HPLC y cromatografia liquida de alta presion
(UPLC), también puede considerarse como una opcion para determinar y aislar
fitoesteroles individuales (Lu et al., 2007).

La GC en columna capilar ofrece ventajas potenciales al reducir el tiempo de
andlisis y mejorar la separacion de los diferentes esteroles (Abidi, 2001). La mayoria de
los fitoesteroles han sido determinados con una fase estacionaria no polar, aunque una
fase ligeramente polar, con 5% de difenilo y 95% de dimetilpolisiloxano, proporciona
una mejor resolucion de los picos Yy, por tanto, una determinacion mas precisa de los
fitoesteroles individuales. Para el analisis por GC, los analitos son derivatizados y
evaluados como trimetilsilil (TMS) derivados. Es dificil mejorar la forma y la
resolucién de los picos de los fitostanoles y fitoesteroles individuales sin derivatizacion
(Laakso, 2005). N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida en piridina anhidra y
bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida con 1% de trimetilclorosilano o hexametildisilazano
con piridina seca y trimetilclorosilano son normalmente utilizados como reactivos para

la derivatizacion (Ferdosh et al., 2018).

La deteccion de fitoesteroles se puede realizar mediante deteccion por ionizacién
de llama (FID), resonancia magnética nuclear (RMN), infrarrojo (IR), deteccion
ultravioleta (UV) (Murui & Siew, 1997), deteccion por dispersién de luz (ELSD)
(Moreau et al., 2003) y espectrometria de masas (MS) (Abidi, 2001; Carretero et al.,
2008). Sin embargo, los detectores mas comunes son FID (Lacoste et al., 2009) y MS,
utilizado principalmente para la confirmacion de sus estructuras quimicas (Cunha et al.,
2006; Lagarda et al., 2006).
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El andlisis de esteroles es utilizado para caracterizar aceites de distinta
naturaleza e incluso de distintas variedades, como en el caso del aceite de oliva virgen,
y para detectar posibles mezclas fraudulentas con aceites de menor valor. Por ejemplo,
el Brasicasterol es caracteristico de las cruciferas. La colza contiene una concentracion
relativamente alta de Brasicasterol, que se sintetiza por desaturacién del Campesterol
por la esterol-C22-desaturasa, mientras que estd ausente o presente en cantidades muy

pequefas en otros aceites vegetales comunes.

La determinacion de la composicion de acidos grasos y el analisis de esteroles
son los principales anlisis aplicados en la industria para identificar la naturaleza de los
aceites (Codex Alimentarius, 2015). Mientras que el primero es un método
relativamente simple y rapido, la obtencion de la fraccion insaponificable y el desarrollo
en placa fina necesarios para el anélisis de esteroles hacen que el método estandar sea

laborioso y que se necesite un tiempo considerable para la preparacion de la muestra.

En el presente trabajo de Tesis se propone una mejora analitica de las
determinaciones estandar de la composicion de acidos grasos y de esteroles en aceites

de semilla.

1.2.4 Productos enriguecidos con fitoesteroles

Aunque son varios los efectos atribuidos a los fitoesteroles, el mas reconocido es
su capacidad de reducir el colesterol total y colesterol LDL en plasma y, por tanto, de
reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Hendriks et al., 1999; Sierksma et
al., 1999; Piironen et al., 2000; Awad et al., 2003; Trautwein & Demonty, 2007;
Mannarino et al., 2014).

Los fitoesteroles son consumidos diariamente a traves de alimentos naturales
aungue los niveles no son significativos para reducir el colesterol. Por ejemplo, las
personas con dietas vegetarianas consumen al dia 1 g de fitoesteroles, mientras que otras
dietas contienen menor cantidad (Lagarda et al., 2006). En una dieta occidental la
ingesta diaria de fitoesteroles es de 150-400 mg (Ostlund, 2002; Lagarda et al., 2006;
Trautwein & Demonty, 2007; EFSA, 2008), con contenidos de 65% de B-Sitosterol,
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30% de Campesterol y 5% de Estigmasterol (Trautwein et al., 2003). Estos niveles sélo
constituyen un 10-20% de la ingesta recomendada para reducir la hipercolesterolemia (2
g/dia) (Saraiva et al., 2011; Shanahan & Lorimier, 2013).

En la Tabla 2 se puede observar el contenido de fitoesteroles de algunos
alimentos seleccionados. De estos valores se desprende que el enriquecimiento de
ciertos alimentos y la formulacion nutracéutica con fitoesteroles es de gran importancia
(Mannarino et al., 2014).

El efecto de reducir los niveles de colesterol fue la mayor influencia en la
fabricacion de alimentos funcionales enriquecidos con fitoesteroles (Zawistowski,
2010). A pesar de que su accion fue descrita a inicios de 1950, su uso como tal se
retardo principalmente porque, al margen del elevado coste de su proceso de obtencion,
los primeros fitoesteroles comercializados en 1957 (Cytellin, Eli Lilly) tenian muy baja
biodisponibilidad.

Tabla 2.- Contenido de fitoesteroles en alimentos (mg de fitoesteroles/g de alimento)*

myg fitoesteroles/g producto

Aceites

Aceite de oliva refinado 2,36
Aceite de oliva virgen 2,60
Aceite de orujo 2,79
Aceite de girasol 4,93
Cereales

Trigo 0,42
Arroz 0,29
Legumbres

Lenteja 1,17
Garbanzo 1,08

*Resultados obtenidos por Jiménez-Escrig et al. (2006); Lama-Mufioz et al. (2011).
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La margarina fue la primera aplicacion comercial de alimentos enriquecidos con
fitoesterol. Estas margarinas, fortificadas con estanoles y ésteres de esteroles vegetales,
suministraban a los consumidores la cantidad ideal de esteroles requeridos para producir
los efectos beneficiosos deseados (Leeson & Floter, 2002; Meister, 2002).

Hoy dia, la variedad de matrices de alimentos se ha expandido méas alla de la
margarina para incluir mayonesa, aderezos para ensaladas, productos lacteos (yogurt,
leche, quesos), chocolates, barritas de cereales, zumos de fruta, carne (salchichas) y
productos horneados (pan) (Weingartner et al., 2009; MacKay & Jones, 2011; Maki et
al., 2013; Barbagallo et al., 2015). Sin embargo, los nutracéuticos con fitoesteroles
pueden ser mas préacticos y eficaces para ayudar a los pacientes hipercolesterolémicos
que no consumen a diario los alimentos mencionados anteriormente (Woodgate et al.,
2006; Sorrentino, 2008; AbuMweis et al., 2014). De hecho, se ha sugerido que las
capsulas de fitoesteroles son mas flexibles y convenientes para dosis continuas.
Ademas, son mas accesibles, con otros agentes farmacéuticos/nutracéuticos que reducen
el colesterol para mejorar su capacidad terapéutica y eficacia preventiva como terapia
adyuvante (McPherson et al., 2005; Shaghaghi et al., 2013). Los fitoesteroles también
tienen un papel importante en las areas de los productos farmacéuticos (produccion de
esteroides terapéuticos) y en la industria cosmética como emulsionantes (Abidi, 2001;
Rudkowska, 2010; Cherif, 2012).

Su utilizacion como ingredientes funcionales ha contribuido al desarrollo de
numerosos estudios fundamentalmente relacionados con la busqueda de técnicas para
aumentar su contenido en los alimentos de origen vegetal (Miettinen, 2001; Piironen et
al., 2004; Cunha et al., 2006; Lagarda et al., 2006) y a conocer su accidn beneficiosa
sobre la salud (Moreau et al., 2002; Lin et al., 2009).

La produccién de alimentos enriquecidos con fitoesterol representé una
oportunidad de negocios tanto en la industria alimentaria como en la farmacéutica para
el desarrollo de alimentos funcionales y nutracéuticos, respectivamente. Segun Moreau
et al. (2002), existian al menos 10 compariias diferentes que estaban desarrollando y
comercializando fitoesterol, ingredientes a base de fitoestanol, asi como productos
comerciales de alimentos y bebidas fortificados con fitoesteroles en muchas partes del

mundo.
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Recientemente, los productos alimenticios fortificados (Corréa et al. 2017) y los
suplementos (Laitinen et al. 2017) contindan produciéndose y mejorandose desde el
punto de vista sensorial y funcional (Fergunson et al, 2016). La mayoria de estos
alimentos y bebidas funcionales se han formulado para alcanzar una ingesta de 1-2 g de
fitoesteroles o fitostanoles por dia (Moreau, 2015). Sin embargo, parece que la demanda
mundial de este tipo de productos no esta creciendo notablemente en el momento actual
(Moreau et al., 2018).

Los fitoesteroles y fitostanoles afiadidos a alimentos se obtienen de los
destilados de desodorizacion procedentes de la refinacion del aceite de soja, y de aceites
esenciales obtenidos a partir de la pasta de papel derivado del pino y otras coniferas
(Moreau, 2015).
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1.3 EL ACEITE DE GIRASOL

1.3.1 Componentes mayoritarios

El aceite de girasol representa casi el 80% de la produccion de aceites de
semillas en Espafia y constituye el 10% de la produccion mundial de aceite de girasol
(FEDIOL, 2018).

Con mas de un 98% de su peso, el aceite crudo de girasol esta compuesto por
triacilgliceroles, ésteres de glicerol con tres moléculas de acidos grasos. Sus
propiedades fisicas y quimicas vienen determinadas principalmente por la composicion

de &cidos grasos y su distribucion en la molécula de glicerol.

1.3.1.1 - Triacilgliceroles

En la Tabla 3 se presenta la composicion en triacilgliceroles de los aceites de
girasol y girasol alto oleico. Como es conocido, los acidos grasos no se distribuyen de
manera aleatoria en los aceites vegetales. La posicion 2 del triacilglicerol esta ocupada
por un acido insaturado, mientras que los &cidos grasos saturados, casi de forma

exclusiva, se localizan en las posiciones sn-1,3.

Tabla 3.- Composicidn en triacilgliceroles de aceites de girasol (%).

Triacilgliceroles Girasol Girasol Alto Oleico

LLL 33,9 0,4
OLL 28,2 0,9
PLL 9,6 -

OOL 8,5 8,2
POL+SLL 111 1,4
000 1,2 62,6
SOL+POO 4,8 10,1
SO0 0,8 14,2
POS 1,9 2,1

Abreviaturas: P (palmitico, C16:0), S (estearico, C18:0), O (oleico, C18:1), L (linoleico, C18:2)
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En el girasol, dado su alto contenido en &cido linoleico, el principal
triacilglicerol es la trilinoleina (LLL) (33,9%), seguida de la oleo-dilinoleina (28,2%).
La trioleina (OOO) constituye aproximadamente el 1%. Por tanto, el porcentaje de
triacilgliceroles con cuatro o0 méas dobles enlaces es superior al 80%.

Este perfil de triacilgliceroles es responsable de los puntos de solidificacion
bajos que presenta este aceite (de -16°C a -19°C), permitiendo, por ejemplo, que se
pueda mantener una mayonesa elaborada con este aceite en condiciones de refrigeracion

sin que se rompa la emulsién (Grompone, 2005).

Por el contrario, el girasol alto oleico presenta un porcentaje de OOO del 62,6%.
El hecho de que su composicion de &cidos grasos sea similar a la que presenta el aceite
de oliva, puede generar casos de adulteracion o fraude, dada la diferencia de precios
entre ambos aceites. Sin embargo, la naturaleza del aceite puede establecerse a traves de
la composicion de esteroles y a la diferente composicion de triacilgliceroles. Aunque la
00O es la especie principal en ambos aceites, el girasol alto oleico presenta un

contenido superior al 60%, mientras que en el aceite de oliva suele ser inferior al 50%.

Ademas, el aceite de oliva contiene una alta proporcion de dioleilpalmitina
(POO), del orden del 20% (Cert & Moreda, 2000).

1.3.1.2 - Acidos grasos

Las composiciones de &cidos grasos de los aceites de girasol presentes en el

mercado se muestran en la Tabla 4.

El Codex Alimentarius (2015) distingue tres tipos de aceite segun su contenido
en acido oleico: girasol, girasol alto oleico y girasol medio-oleico. El aceite de girasol se
caracteriza por una concentracion alta de acido linoleico seguida de acido oleico. Desde
el punto de vista nutricional conviene destacar que el consumo de este aceite
proporciona acidos grasos esenciales (&cido linoleico) y que el contenido en acido
linolénico es relativamente bajo (0,3%), confiriéndole una estabilidad oxidativa

relativamente alta.
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Tabla 4.- Composicion de los acidos grasos principales del aceite de girasol (%).

Girasol Alto oleico Medio oleico
C16:0 5,0-7,6 2,6-5,0 4,0-5,5
C18:0 2,3-4,0 2,0-4,0 3,0-5,0
C20:0 0,1-0,5 0,2-0,5 0,2-0,4
C22:0 0,3-1,5 0,5-1,6 0,6-1,1
C24:0 nd-0,5 nd-0,5 0,3-0,4
C18:1 14,0-39,4 75,0-90,7 43,1-71,8
C18:2 48,3-74,0 2,1-17,0 18,7-45,3

Datos: Ayerdi Gotor & Rhazi (2016). nd: no detectado

Por otra parte, los &cidos grasos saturados (palmitico y estearico) no suponen

mas de un 15% del contenido total (Grompone, 2005).

En la década de los 60 se desarrollaron en Rusia semillas de girasol con alto
contenido en acido oleico (> 80%), tratando semillas Peredovik con dimetil sulfato, un
agente quimico mutagénico. A la nueva variedad se la denominG Pervenets. La principal
diferencia entre el girasol y el girasol alto oleico viene dada por el cociente
oleico/linoleico. El aceite de girasol alto oleico permanece liquido en un amplio rango

de temperaturas y posee una gran estabilidad oxidativa.

Por tltimo, aparece a nivel comercial el aceite denominado “NuSun” o medio
oleico, obtenido por hibridacion mediante polinizacién cruzada entre una variedad alto
oleico y una variedad tradicional. NuSun contiene menos del 10% de acidos grasos
saturados, 50-75% de monoinsaturados, 30-32% de poliinsaturados y menos de 1% de
acido linolénico (Gupta, 1998). Es mas estable que el aceite de girasol y ha tenido un

enorme éxito debido a que no esta protegido con patentes.

La Reglamentacién Técnico-Sanitaria de aceites vegetales comestibles vigente
en Espafia (Real decreto 478/2007) recoge la composicién de acidos grasos del aceite

refinado de girasol que se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5.- Caracteristicas de los aceites refinados de girasol establecidas en la
Reglamentacion Técnico-Sanitaria de aceites vegetales comestibles (Real decreto
478/2007).

Acidos grasos Composicion porcentual (% )*
C12:0 <0,1
C14:0 <0,1
C16:0 2,7-7,6
C16:1° <0,3
C17:0 <0,2
C17:1 <0,1
C18:0 2,1-6,5
c18:1° 14,0-90,7
C18:2° 2,1-74,0
C18:3° <0,3
C20:0 <0,5
C20:1 <0,5
C22:0 <1,6
C24:0 <0,5

% En estos intervalos estan incluidos los diferentes tipos de aceite refinado de girasol. ® Suma de isémeros
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El aceite debe presentar un aspecto limpio y transparente a 20°C durante 24 h,
con un color <2,5 unidades Rojas Lovibond, sin humedad ni impurezas solidas y con
una acidez inferior a 0,2%.

Debido a los nuevos aceites obtenidos mediante modificacién genética, la
reglamentacién esta en constante cambio para incluir las composiciones de las nuevas
variedades comercializadas. La vigente reglamentacion incluye las variedades
tradicionales y de alto contenido en &cido oleico, estableciendo rangos muy amplios
para los dos principales &cidos insaturados, oleico y linoleico. Ademas, considera
también la posibilidad de formacion de isdémeros trans e isdmeros de posicion de dobles
enlaces en el proceso de refinacion. La existencia de nuevas variedades de alto
contenido en &cidos palmitico y estearico (Martinez-Force & Garcés 1999; Fernandez-
Moya et al., 2005) ha tenido como consecuencia una nueva modificacion de la
reglamentacion con la introduccion del punto 3.3. “Pruebas de pureza de los aceites de
girasol alto estearico-alto oleico” que indica que estos aceites deben cumplir con las
caracteristicas establecidas en el Anexo especial afiadido a esta reglamentacion en 2010,

donde se amplia el rango de C18:0, entre 15y 36,5%.

1.3.2 Componentes minoritarios: Fitoesteroles

Los principales fitoesteroles en el aceite de girasol son B-Sitosterol (60% del
total de desmetilesteroles), A7-Estigmastenol (14%), Campesterol (8%) y Estigmasterol
(8%), aunque existe una gran variacion en la composicion. Por ejemplo, Vlahakis &
Hazebroek (2000) han detectado germoplasma con concentraciones maximas de 20,4%
de Campesterol, 17,9% de Estigmasterol y 81,5% de B-Sitosterol. Verleyen et al.
(2002b) han encontrado un 15,1% de A5-Avenasterol. Fernandez-Cuesta et al. (2012b)
identificaron germoplasma con niveles maximos de 18,0% de Campesterol, 16,1% de
Estigmasterol y 30,0% de A7-Estigmastenol. Ademas, se han obtenido valores maximos
de 23,9% para Estigmasterol, 20,5% para A5-Avenasterol y 10,6% para A7-Avenasterol

en Helianthus spp silvestre. (Fernandez-Cuesta et al., 2011).

La Figura 6 muestra la ruta biosintética de los principales fitoesteroles en el
girasol. La ruta comprende dos ramas principales a partir del 24-metileno lofenol. La

primera conduce a la biosintesis de B-Sitosterol y Estigmasterol, y la segunda a la
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biosintesis de Campesterol. La primera rama tiene A7-Estigmastenol como uno de los

productos intermedios. (Velasco & Ruiz Méndez, 2015)

HO

=

cycloartenol

AS-avenasterol campesterol

stigmasterol

Figura 6.- Ruta biosintética de los principales fitoesteroles en el girasol (Velasco
& Ruiz-Méndez 2018)
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El aceite de girasol presenta un 30-40% de fitosterol en forma de esterol éster.
Las composiciones modificadas de acidos grasos en los mutantes de girasol modifican
también la composicion de los restos acilos de estos compuestos (Broughton et al.,
2018).

La Tabla 6 muestra la composicion de esteroles en los principales aceites de
girasol, asi como los limites de concentracion total de esteroles recogidos en el Codex
Alimentarius (2015). El limite maximo de esteroles es de 5200 mg/kg y los tres
esteroles mayoritarios, B-Sitosterol, Campesterol y Estigmasterol, estan presentes en
proporciones elevadas, siendo el contenido de A-7-Estigmastenol el mas especifico para

determinar la genuinidad del aceite.

Tabla 6.- Composicion y contenido de esteroles en aceites de girasol presentes en el
mercado (Codex, 2015).

Girasol Alto-oleico Medio-oleico
Composicién (%)
Colesterol nd-0,7 nd-0,5 0,1-0,2
Brasicasterol nd-0,2 nd-0,3 nd-0,1
Campesterol 6,5-13,0 5,0-13,0 9,1-9,6
Estigmasterol 6,0-13,0 4,5-13,0 9,0-9,3
B-Sitosterol 50-70 42,0-70 56-58
A5-Avenasterol nd-6,9 1,5-6,9 4,8-5,3
AT-Estigmastenol 6,5-24,0 6,5-24,0 7,7-7,9
AT7-Avenasterol 3,0-7,5 nd-9,0 4,3-4,4
Otros nd-5,3 3,5-9,5 5,4-5,8
Esteroles Totales (mg/kg) 2400-5000 1700-5200 4558-4815

nd, no detectado.
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1.3.3 Otros componentes minoritarios

Otros componentes presentes en los aceites en cantidades minoritarias son
diacilgliceroles, fosfolipidos, acidos grasos libres (AGL), hidrocarburos, tocoferoles,
ceras, alcoholes alifaticos, trazas metalicas, compuestos carotenoides, compuestos
fendlicos y clorofilas (Tabla 7) (Sanchez-Muniz & Cuesta, 2003; Grompone, 2005).
También pueden contener pesticidas resultantes de practicas agricolas (Gunstone,
2005).

Tabla 7.- Componentes menores del aceite de girasol crudo.

Componentes mg/kg aceite Referencia
Diacilgliceroles 10000-18900 Sanchez-Muniz & Cuesta, 2003
Fosfolipidos 6000-12000 Carelli et al., 2002a
Acidos grasos libres 3700-4500 Sanchez-Muniz and Cuesta, 2003
Fitoesteroles 2400-4600 Grompone, 2005
Hidrocarburos 1000 Basti et al., 1978
Tocoferoles 403-935 Grompone, 2005

Ceras 200-3500 Carelli et al., 2002b
Alcoholes alifaticos 59-63 Sanchez-Muniz and Cuesta, 2003
Trazas metales 45-95 Gupta, 2002
Carotenoides 6,5-15,3 Premovic et al., 2010
Compuestos fendlicos 4,8-16,4 Perretti et al., 2004
Clorofilas 0-1 Premovic et al., 2010

1.3.3.1 Fosfolipidos

Los fosfolipidos, cominmente denominados fosfatidos o gomas, estan
constituidos por una molécula de glicerol esterificada en las posiciones 1 y 2 con acidos
grasos y en la posicion 3 con el &cido fosférico que, a su vez, estd normalmente unido a

un grupo polar de naturaleza variada.
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Los aceites crudos de girasol presentan un alto contenido de fosfolipidos. Estos
estan constituidos por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y acido
fosfatidico (Gupta, 2002; Salas et al., 2015).

El contenido de fosfolipidos en los aceites crudos de girasol oscila entre 0,5% y
1,2%, siendo superior en los aceites que se obtienen con disolvente. La mayoria de estos
compuestos son hidratables y se retiran del aceite crudo con agua en la etapa de
desgomado del proceso de refinacion (Zufarov et al., 2008). Sin embargo, también
contienen fosfolipidos no hidratables, cuyo contenido podria variar en funcién de la
actividad de la fosfolipasa D, que es capaz de convertir fosfolipidos hidratables en
fosfolipidos no hidratables en presencia de agua (Haraldsson, 1983). Estas moléculas
tienen efectos desfavorables durante el proceso de refinacion, ya que pueden saturar las
tierras decolorantes (Taylor, 1993) o pardear los aceites durante la desodorizacion
(Zamora et al., 2004).

El contenido en fosfolipidos se evalia en los aceites de forma indirecta,
considerando el contenido en fosforo multiplicado por un factor que depende de la

composicion relativa en estos compuestos (Carelli et al, 2002a).

1.3.3.2 Ceras

Otros componentes minoritarios saponificables caracteristicos del aceite de
girasol son las ceras, componentes principales de la cascara (Martini & Afion, 2000).
Las ceras son ésteres de acidos grasos y alcoholes grasos. Cuando poseen 44 ¢ mas
atomos de carbono cristalizan y causan turbidez, interfiriendo en su procesamiento y
comercializacion. Estas se conocen como “ceras cristalizables” y se eliminan en la etapa
de descerado o “winterizado” a fin de obtener un aceite claro, que no se vea afectado
por las temperaturas de almacenamiento y sea bien aceptado por el consumidor. Por
ello, es una préctica habitual en la industria eliminar estos compuestos durante el

proceso de refinacion.

El contenido y la composicion de las ceras en el aceite de girasol pueden variar
significativamente debido a las diferencias genéticas de las semillas, a la relacion

grano/cascara y al método de extraccion (Broughton et al., 2018).
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1.3.3.3 Componentes de la fraccion insaponificable

La fraccion mayoritaria de componentes menores del aceite de girasol la
constituye la denominada fraccion insaponificable, que incluye aquellos componentes
menores que no son saponificados con el tratamiento caustico habitual, pero que son
solubles en grasas y disolventes (AOCS, 2011). La Comisidn del Codex Alimentarius
recomienda una materia insaponificable maxima de 15 g/kg para el aceite de girasol
crudo (Codex Alimentarius, 2015).

Los principales compuestos encontrados son, ademas de los fitoesteroles ya
mencionados, tocoferoles, pequefias cantidades de alcoholes, compuestos fenolicos e
hidrocarburos, como carotenoides y escualeno (15-20 mg/100g). Generalmente, el
contenido total constituye entre 0,5 a 1,5% del peso del aceite crudo (Grompone, 2005).

De estos compuestos destacan por contenido e importancia los tocoferoles.

Tocoferoles

Los tocoferoles son compuestos heterociclicos de tipo fendlico con una cadena
hidrocarbonada lateral ramificada, que le confiere un caracter lipofilo. Son antioxidantes
naturales y tienen actividad de Vitamina E. La composicion y contenido en tocoferoles

de las variedades comerciales se recogen en la Tabla 8.

Tabla 8.- Composicién y contenido en tocoferoles de aceites de girasol presentes en el

mercado.
Girasol Alto oleico Medio oleico
Composicién (%)
a-tocoferol 403-935 400-1090 488-668
B-tocoferol nd-45 10-35 19-52
y-tocoferol nd-34 3-30 2-19
d-tocoferol nd-7 nd-17 nd-2
Tocoferoles totales (mg/kg) 440-1520 450-1120 509-741

Datos: Codex Standard 210-1999 (2015); nd: no detectado.
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1.3.4 Elementos metalicos

La calidad de los aceites comestibles esta directamente relacionada con la
concentracion de trazas metélicas. Algunos elementos (Cu, Zn y Fe) constituyen
minerales esenciales y son importantes para la salud, mientras que otros (Ni, Pb, Cd, As

y Hg) pueden ser perjudiciales si se consumen en cantidades excesivas.

Con respecto a la calidad comercial, estdn bien establecidos los efectos
negativos que los metales pesados tienen sobre el sabor y la estabilidad oxidativa de los
aceites (Chen et al., 1999).

Las principales fuentes de metales pesados para las plantas son sus medios de
crecimiento, principalmente la solucion de nutrientes y los suelos (Tlzen, 2003a-b),
aungue existen otras fuentes como los pesticidas y los fertilizantes (Mena et al., 1996).
Ademas, en los aceites y grasas comestibles se produce un contacto inevitable con
superficies metalicas durante los procesos de extraccion y, especialmente, en la
refinacién, donde la incorporacion de metales se ve favorecida por las altas

temperaturas (Martin-Polvillo et al., 1994).

Desde el punto de vista técnico, principalmente el Fe y el Cu reducen
drasticamente la estabilidad oxidativa de los aceites comestibles. La presencia de Ca y
Mg en los aceites reduce la eficacia de las operaciones de desgomado y refinacion, y los
jabones de Na reducen la eficacia de la etapa de decoloracion, al inactivar los sitios de
adsorcion en la tierra decolorante. EI Ca y el Mg suelen estar unidos a los fosfatidos o
fosfolipidos (Zufarov et al., 2008), que contienen P, y dan lugar a depositos en el aceite
por la formacion de coloides, de ahi el interés en su eliminacion en el proceso de

refinacion.

1.3.5 Requisitos exigidos por la Reglamentacion vigente

La evaluacion de la calidad implica una comparacion entre la composicién de la
grasa y lo que se le exige como minimo para un uso determinado. Las normas de

calidad para grasas y aceites establecidas oficialmente pretenden salvaguardar la salud
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publica, regular contratos comerciales o facilitar métodos de inspeccion, muestreo y

analisis para cumplir los dos primeros objetivos.

El Codex Alimentarius (2015) define a los aceites virgenes como aquéllos que se
obtienen, sin modificar el aceite, por procedimientos mecénicos y por aplicacion
Unicamente de calor. Pueden haber sido purificados mediante lavado, sedimentacion,
filtracion y centrifugacion Unicamente. El color, olor y sabor de cada producto debe ser
el caracteristico del producto designado, que debe estar exento de olores y sabores

extrafos.

Las principales diferencias establecidas entre un aceite virgen y un aceite

refinado se recogen en la Tabla 9.

En algunos paises el consumo de los aceites virgenes de semillas esta en auge.
La Sociedad Alemana de la Grasa (DGF) ya propuso en 2007 un método estandarizado
para aceite de colza virgen (Standard method DGF, 2007). En Espafia, sin embargo, no
existe reglamentacion en este sentido para los aceites virgenes de semillas. La
Reglamentacion Tecnico Sanitaria para Aceites Comestibles (B.O.E. 1983) obliga al
consumo de aceite refinado y tiene por objeto fijar las caracteristicas de identificacion y
las especificaciones de calidad. Estas Gltimas se centran en tres aspectos
fundamentalmente: apariencia, caracteristicas organolépticas y ausencia de sustancias

extrafias y/o nocivas.

Tabla 9.- Principales diferencias establecidas en el Codex Standard 210-1999 referidas

a aceites virgenes y refinados.

PARAMETRO Unidades Virgen Refinado
indice de Acidez mg KOH/kg 4 <0,6
Indice de Peroxidos meq O/kg 15 10
Reconocimiento de jabones mg/kg 0,005 Negativo
Metales

Hierro mg/kg 5,0 <1,5
Cobre mg/kg 0,4 <0,1
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Con respecto a la apariencia, los aceites refinados deben ser claros y brillantes,
estableciéndose que, a una temperatura de 20°C y durante un periodo de 24 h, deberan
mantenerse claros y estar libres de sedimentos. Por tanto, todo aquello que cause
turbidez en el aceite deberé ser eliminado a lo largo del proceso de refinacién

Un problema que puede plantearse a la hora de producir aceite virgen de girasol
es el provocado por las ceras que recubren las céascaras de las semillas, que son co-
extraidas durante el prensado y que precipitan durante el almacenamiento del aceite
provocando turbidez. Esta turbidez, que en principio puede crear rechazo por parte del
consumidor, se puede eliminar a través de una de las etapas del proceso de refinacion,
winterizacion, sin que esto repercuta en la calidad final del aceite virgen. Otra opcion es
la elaboracion de aceite de girasol a partir de semillas descascaradas, lo que contribuiria
a la obtencion de un aceite con propiedades sensoriales mas atractivas, pero implicaria
un menor rendimiento en el prensado. De ahi que los productores tiendan a elaborar
aceites de girasol a partir de semillas parcialmente descascaradas, buscando un

compromiso entre el rendimiento y la calidad del aceite resultante (Rass et al., 2008).

También se requiere el secado a vacio para eliminar el agua y la filtracion para
eliminar restos de tierras decolorantes y otras impurezas. Estos dos ultimos
requerimientos se controlan especificamente tanto para los aceites virgenes como
refinados, ya que la normativa establece que el contenido de humedad y materias
volatiles en estufa de vacio debe ser inferior al 0,1%, y el contenido en impurezas

insolubles en éter de petrdleo inferior a 0,05%.

Las especificaciones del color dependen de cada tipo de aceite. Asi, para el
aceite de girasol se establece que no debe ser mas intenso que el equivalente a una

combinacion de 25 unidades amarillas y 2 unidades rojas de la escala Lovibond.

Estas especificaciones se relacionan también con las caracteristicas
organolépticas, ya que el aceite debera estar exento de olor y sabor a rancio, sin que
manifieste contaminacidn por sustancias extrafias. Para ello, es esencial la eliminacién
de humedad, acidez libre y jabones debido a que son catalizadores de reacciones de

oxidacidn e hidrélisis en la grasa. No obstante, no existe normalizada ninguna prueba de
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analisis sensorial y sélo el valor del indice de peroxidos (<10 meq O/kg) garantiza una
limitacién en la cantidad de compuestos de alteracién presentes.

La aceptacion de los aceites virgenes dependerd en gran medida de su perfil
aromatico. En este sentido, hay una relacion directa entre el contenido y composicion de
compuestos volatiles del aceite y su aceptacion por parte del consumidor. No son
muchos los estudios sobre los volatiles que pasan al aceite crudo o virgen de girasol.
Bocci & Frega (1996) presentaron el analisis de componentes volatiles que pueden
contribuir a la formacidn del sabor del aceite extraido de las semillas de girasol.

Estudios sobre de la evaluacion sensorial de los aceites virgenes de girasol
descascarado fueron realizados por Rass et al. (2008), que lo caracterizaron como un
aceite con un ‘“sabor parecido a la semilla de girasol”, “avellanado” y a veces
“afrutado”; mientras que a los aceites obtenidos de la semilla completa les atribuyeron
un “sabor parecido a la madera”, “fuerte, astringente y amargo”. Estas caracteristicas
negativas, principalmente el sabor amargo, junto con su fuerte sabor a semilla de girasol
y a madera, hacen que los aceites virgenes de girasol se traten con corrientes de vapor a
temperaturas comprendidas entre 120°C y 180°C a vacio durante horas. Esta
desodorizacidn suave elimina los aromas desagradables haciendo posible el uso de estos
aceites en la industria alimentaria y sin perder su denominacion de virgenes (Grob et al.,
1994).

Posteriormente, Bendini et al. (2011; 2014) llevaron a cabo un analisis
descriptivo cuantitativo (QDA) para caracterizar la calidad sensorial de aceites de
extraccion en frio de girasol en comparacion con aceites refinados. Mediante la
evaluacion con un panel de cata, encontraron 18 descriptores sensoriales que
caracterizaban a estos aceites y que se correlacionaban con los volatiles determinados
por cromatografia de gases. Los principales compuestos fueron terpenos
(aproximadamente 225 mg/L), constituidos por a-pineno (80%), limoneno (5%),
sabineno (3,3%), 13-pineno (1,8%), 1,2,6,6-tetrametil-1,3-ciclohexadieno (1,5%) y
canfeno (1,2%). También se encontré una pequefia cantidad de hexanal (1,3%) y trazas
(<1%) de compuestos no identificados, que los autores atribuyeron a otros
hidrocarburos y alcoholes terpénicos y/o aldehidos. Grob (1994) sugerié el a-pineno

como marcador util para distinguir los aceites de girasol obtenidos s6lo por procesos
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mecénicos de aceites sometidos a un tratamiento fisico. Varios estudios han mostrado
que este compuesto es el predominante en los aceites de girasol prensados en frio
(Etievant et al., 1984; Cioni et al., 2005; Krist et al., 2006; Bendini et al., 2011)

Se encuentran mas referencias en relacibn a compuestos derivados de la
oxidacion del aceite tanto crudo como refinado (Keszler et al., 1998; Guillén &
Goicoechea, 2008; Uriarte et al., 2011; Ontafion et al., 2013). Entre los compuestos
detectados hay gran diversidad, como aldehidos, 2,4-alcadienal, cetonas, acidos, ésteres,

alcoholes, asi como hidrocarburos alifaticos y aromaticos.

Entre los componentes minoritarios del aceite virgen de girasol implicados en el
aroma cabe destacar el contenido de compuestos fenolicos, cuyas concentraciones
oscilan de 4,8 a 16,4 mg/kg de aceite (Perretti et al., 2004). Aunque no hay estudios de
fenoles y de su influencia en el aroma de aceites de girasol, se ha comprobado que
aceites de oliva enriquecidos en fenoles afectan el aroma del mismo (Genovese et al.,
2015). Existen estudios donde se ha relacionado el contenido fendlico con la formacion
de aromas en sistemas modelos (Delgado et al., 2015; 2016). Este efecto podria estar
presente en los aceites de girasol, principalmente virgenes por sus contenidos en

fenoles.

Por ultimo, en las normas de etiquetado del producto se establece un periodo de
consumo preferente de un afio, por lo que deben mantener sus caracteristicas en el

mercado durante el citado periodo.
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1.4 OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE ACEITE DE GIRASOL

La produccion comercial de los aceites vegetales se realiza tanto por métodos
fisicos, mediante prensado, como por extraccion con disolvente. En las semillas y frutos
oleaginosos con un alto contenido en grasa (>20%), como es el caso de las semillas de
girasol, el mani, hueso de palma o semillas de colza, la extraccion directa con
disolventes no es rentable, por lo que se lleva a cabo una extraccion previa en prensas
continuas denominadas expellers. Después de esta primera extraccion por presion, la
materia sOlida resultante (pellets) tiene un contenido graso relativamente alto (15-18%)
y se somete a una extraccion con disolvente para agotar al maximo el aceite que
contiene (Carr, 1997).

El conjunto de operaciones basicas necesarias para la extraccion del aceite y la
obtencion de la harina o solido residual a partir de la semilla se esquematizan en la

Figura 7.

1.4.1 Preparacion de la semilla

Para optimizar la extraccion se requiere un tratamiento previo de limpieza de la
semilla. Se debe retirar toda la materia extrafia de la sustancia que se va a procesar y, en
ocasiones, también se retira la cascara o pelicula, lo cual influye en el contenido de
compuestos minoritarios en el aceite (Figueiredo et al., 2019). Posteriormente, se
muelen las semillas para que el prensado sea mas eficiente. Previamente a la entrada al
expeller, las semillas se someten a un tratamiento con humedad y temperatura
(acondicionado) para que el aceite tenga una menor viscosidad y fluya hacia el exterior

con mas facilidad (Pérez et al., 2019).
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Figura 7.- Esquema de extraccion de aceite de semillas oleaginosas.

36 de 179



Obtencidn de aceites comestibles a partir de nuevas semillas

1.4.2 Extraccién de aceite

Como ya se ha mencionado anteriormente, la extraccion industrial de aceites
vegetales se lleva a cabo mediante extraccién mecénica y/o extraccion con disolvente,
este Ultimo es el més aplicado debido a su alto rendimiento (alrededor del 95%), aunque
se obtiene un aceite de menor calidad (Liu et al., 2016; Cheng et al., 2019). En
particular, para aceites de alto valor afiadido esta calidad es inaceptable, limitando el
proceso de produccién a la extraccion por presion (Rass et al., 2008).

1.4.2.1 Extracciéon mecanica

Los expellers constan de un tornillo sinfin de conicidad variable, localizado en el
interior de una caja perforada que actua de filtro para el aceite. El extremo esta
controlado por un dispositivo obturador regulable. EI movimiento de rotacion del
tornillo empuja al pellet que cae por la boca de carga hacia la salida. El pellet junto con
el obturador crea una presion que hace que el aceite fluya al exterior, a lo largo de la
caja, a la vez que el pellet va saliendo por el extremo. El aceite obtenido por presion
contiene sélidos o lodos que tienen que ser eliminados. Los pellets obtenidos pasan a ser

extractados con disolvente.

La recuperacion de aceite se ve influida por el descascarado, la humedad de la

muestra y la temperatura del cabezal de la prensa (Pérez et al., 2019).

1.4.2.2 Extraccion con disolvente

La extraccion por disolvente no es mas que una transferencia de materia, una
extraccion solido-fluido. Es una operacion que consiste en retirar una sustancia
contenida en un soélido por la accion de un fluido que la disuelve selectivamente. Es

muy importante la preparacion de las semillas para optimizar la extraccion.

El disolvente autorizado para la extraccion de grasas es el hexano, que destaca
por su gran poder extractivo, selectividad y minima influencia sobre la calidad del aceite
extraido. Ademas, posee caracteristicas fisicas 6ptimas (calor latente de vaporizacion,
temperatura de ebullicion, tensién de vapor), asi como adecuadas propiedades quimicas,

entre ellas una baja accién corrosiva (Galvin, 1997). Sin embargo, tiene alta volatilidad,
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toxicidad e inflamabilidad, por lo que es necesario un manejo especial junto con el
tratamiento de residuos y una eliminacion adecuada después del proceso de extraccion
(Balimler et al., 2016; Ribeiro et al., 2016; Kumar et al., 2017).

Tras la extraccion con disolvente, el contenido final de aceite en la torta es
inferior al 2%. Ademas, comparado con el aceite de prensa, el aceite que se extracta es
de calidad notablemente inferior, debido a que el disolvente extrae fundamentalmente
compuestos lipidicos de las membranas celulares, como fosfolipidos y ceras, que deben
ser eliminados posteriormente mediante refinacion (Velasco & Ruiz-Méndez, 2015).

El método de extraccion influye sobre el contenido total y la composicion de los
fitoesteroles en el aceite, ademas de factores genéticos y ambientales del girasol
(Velasco & Ruiz-Méndez, 2015). Los aceites extraidos con disolventes tienen un mayor
contenido total de fitoesteroles, pero un menor contenido de fitoesteroles esterificados
que los aceites de prensa, ya que la solubilidad de estos componentes minoritarios
depende del aceite que actua como disolvente. La mayoria de los esteroles presentes en
las semillas de girasol forman parte de la fraccion de aceite después de la extraccion,
pero alrededor de un tercio del contenido total permanece en la harina desgrasada como

glicosidos de esterol (Aguirre et al., 2012).

1.4.3 Refinacion de aceite

El proceso de refinacion de aceites elimina aquellos compuestos responsables
del color, olor y sabor que hacen que los aceites crudos sean inaceptables para los
consumidores. Su objetivo es obtener un aceite o grasa suave, casi insipida, muy
ligeramente coloreada y estable. Ademas, la refinacion debe eliminar compuestos que
pueden ser toxicos o los que influyen negativamente en la calidad o estabilidad del
mismo. En general, el objetivo final siempre es producir un producto seguro y estable

con un 96% o mas de triacilgliceroles.

Los componentes a eliminar son principalmente fosfolipidos, AGL, pigmentos,
compuestos volatiles y contaminantes (Van Duijn, 2016). Desafortunadamente, otros

componentes menores como los fitoesteroles, los tocoferoles y otros se eliminan en
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parte junto con los compuestos no deseados. En consecuencia, para alcanzar la maxima
calidad del aceite, todos los pasos del proceso de refinacién deben realizarse con

pérdidas minimas de estos compuestos de interés.

Etapas de refinacion

El proceso de refinacién es muy similar para todos los aceites, aunque algunos
parametros pueden variar ligeramente segun el tipo de semilla. Consta de varias etapas
que se pueden combinar segin un procedimiento de refinacion clasica/quimica o de
refinacion fisica. Las diferencias entre ambos procesos de refinacién y los principales

componentes eliminados se muestran en la Tabla 10.

La principal diferencia entre la refinacion clasica alcalina y el refinado fisico es
que en el primero se aplica un tratamiento con sosa caustica para neutralizar el aceite,
mientras que en el Ultimo los AGL son eliminados mediante destilacion durante la etapa

de desodorizacion (Ruiz-Méndez et al., 2013).

La refinacion fisica es mas complicada desde el punto de vista técnico. Sin
embargo, reduce la pérdida de aceite neutro, minimiza la contaminacion y permite la
recuperacion de AGL de alta calidad. Ademas, solo requiere, en general, tres etapas
mientras que la refinacion clasica puede necesitar mas de seis, con continuas
separaciones de fases que nunca se realizan con el 100% de eficacia (Ruiz-Méndez et
al., 2013).

Tabla 10.- Pasos basicos del proceso de refino de aceites (Ruiz-Méndez et al., 2013).

Refinacion Clasica Compuestos eliminados Refinacion Fisica
Desgomado Fosfolipidos Desgomado
Neutralizacion AGL

Winterizacion Ceras/TG saturados Winterizacion
Decoloracion Compuestos coloreados Decoloracion
Desodorizacion Olor y Sabor Destilacién neutralizante
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No todos los aceites pueden ser fisicamente refinados debido a que es necesario
utilizar una temperatura elevada en la fase de destilacion. Por efecto de la temperatura
se pueden producir alteraciones en el aceite, como la interesterificacion cuando la
acidez es elevada, y dar lugar a un aceite refinado que no cumpla los requisitos

recogidos en las normas establecidas (Amelotti, 1987).

-Desgomado

El objetivo de esta etapa, también llamada depuracion o desmucilaginacion, es la
eliminacion de los fosfolipidos, compuestos altamente emulsionantes (Segers & van de
Sande, 1990). Normalmente estan asociados a metales pro-oxidantes que disminuyen la
estabilidad del producto y les confiere turbidez por aparicion de precipitados, e impiden
la correcta formacion de cristales y la separacion de fases durante la winterizacion
(Carola, 1969; Bockish, 1998). Por otra parte, si los fosfatidos permanecen antes de la
desodorizaciéon o de la refinacion fisica, el aceite resultard de un color mas oscuro y

tendra peores caracteres organolépticos y estabilidad (Dijkstra & Van Opstal, 1989).

De acuerdo con su nivel de hidratacion, se diferencian dos tipos de fosfolipidos,
hidratables y no hidratables. Los ultimos estan formados principalmente por sales de
calcio y magnesio de acidos fosfatidicos y lisofosfatidicos. Los fosfolipidos hidratados
pueden separarse eficazmente por filtracion o centrifugacion mediante la adicion de
agua. Para eliminar la fraccidén no hidratable es necesariose acidificar el medio. En estas
condiciones los fosfolipidos precipitan y son separados mediante centrifugacion. En la
industria alimentaria solo se permite el uso de &cido citrico y acido fosforico, siendo

este Gltimo el de utilizacion mas extendida por su menor precio (De Greyt, 2013).

El control de esta etapa se realiza mediante el contenido de fosforo, el cual se
relaciona mediante un factor con el contenido total de fosfolipidos (Carelli et al.,
2002a). Las especificaciones en fosforo propuestas para aceites que vayan a ser
sometidos a refinacion fisica establecen que su contenido no debe ser superior a 10
mg/kg (De Greyt, 2013).

El desgomado puede realizarse de forma discontinua o continua, y generalmente
se efectla como paso previo a la neutralizacion. Se lleva a cabo con é&cido diluido

cualquiera que sea la neutralizacion usada fisica o quimica.
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Actualmente se esté estudiando la aplicacion de tratamientos enzimaticos para
una mejor eliminacion de los fosfolipidos del aceite, consiguiendo resultados muy
prometedores (Lamas et al., 2014). Asi mismo, para facilitar la separacion de los
precipitados formados estdn siendo objeto de estudios nuevas tecnologias como la
utilizacién de ultrasonidos (Mahmood et al., 2017) y el uso de membranas (Doshi et al.,
2019).

-Neutralizacion

La neutralizacion, una de las etapas mas importantes del proceso, tiene por
objeto eliminar los AGL y otras impurezas presentes en los aceites crudos, minimizando
las pérdidas de aceite neutro. En general, consta de tres etapas: neutralizacion, lavado y

secado.

En la etapa de neutralizacion los AGL son transformados en jabones insolubles
por reaccion con sosa caustica (hidroxido de sodio) (Hendrix, 1990). Los jabones se
eliminan facilmente por decantacion o por centrifugacion. Este paso solo se usa en el

proceso de refinacion quimica.

Aunque el principal objetivo de la neutralizacion es la eliminacion de los AGL,
también descompone los pigmentos, elimina trazas metéalicas, proteinas, materiales
oxidantes y los compuestos de fosforo. Los fosfolipidos residuales en aceites
desgomados o todos los fosfolipidos en aceites crudos se eliminan como hidratos
insolubles. Ademas, la neutralizacién también contribuye a la decoloracion parcial, ya
que los pigmentos polares, como el gosipol (Gozek et al., 1999), el sesamol, acidos
grasos con funcién hidroxi y otros, reaccionan en parte con el hidroxido de sodio y

luego se eliminan por solubilizacion en agua.

Dependiendo de las condiciones utilizadas, se puede eliminar también una
cantidad significativa de compuestos minoritarios de interés, principalmente esteroles y
tocoferoles (Ruiz-Méndez et al., 2015). Esta reduccion en el contenido total de esteroles
se ha atribuido principalmente a las pérdidas de esteroles libres que pueden haber
formado micelas con jabones y luego se transfieren al jaboncillo (Verleyen et al.,
2002b). Contenidos de hasta un 21% de esteroles del aceite crudo pueden transferirse
asi a jabones (Ubhayasekera & Dutta, 2009).
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La refinacion clésica es absolutamente necesaria en aceites crudos de elevada
acidez y/o alto contenido de pigmentos. El contenido de AGL es el factor principal que
determina la cantidad y la concentracién de sosa céustica utilizada y también su exceso
(10 a 20%) para una pérdida minima de aceite y favorecer la reaccion de saponificacion.
Sin embargo, es inevitable que se originen ademas una serie de reacciones secundarias,
como son la saponificacion de una pequefia parte de los triglicéridos, que se favorece
por el tiempo de contacto entre el aceite y el alcali y por la presencia del jabon formado
(Denise, 1983).

En la etapa de lavado y secado se reduce el contenido residual de jabones. Para
bajar el contenido de jabones hasta 50 mg/kg como maximo, se procede a realizar varias
etapas de lavado con 8-10% de agua caliente (90-95°C). El agua con los jabones
disueltos se separa mediante centrifugacion. El aceite lavado contiene entre 0,3-0,5% de

agua.

La neutralizacion esta considerada como la etapa de la refinacion de mayor
impacto econdmico, debido al nimero de separacion de fases que estan implicadas. Es
en esta separacion de aceite-agua donde se producen las mayores pérdidas en el proceso,
ya que una pequefia cantidad de aceite neutro queda englobado en las denominadas
“pastas de refineria”. Estos subproductos consisten principalmente en sales de sodio de
los AGL neutralizados, aunque también contienen triglicéridos, gomas, proteinas,

pigmentos y otros compuestos (Dumont & Narine, 2008).

-Winterizacion/Descerado

Se denomina asi a la etapa que tiene por objeto principal eliminar las particulas
solidas que enturbian el aceite refinado final y provocan el rechazo del consumidor (De
Greyt & Kellens, 2000). Se eliminan principalmente las ceras y triacilgliceroles
saturados, aunque también se eliminan parcialmente ésteres de esteroles (Chalapoud et
al., 2017; Broughton et al., 2018). Dichos compuestos no afectan negativamente el
rendimiento o la funcionalidad del aceite, pero cambian su aspecto haciéndolo

inaceptable para los consumidores.

El proceso normalmente utilizado es la cristalizacion y consiste en enfriar el

aceite gradualmente a temperaturas entre 5 y 8°C en un tanque de maduracion entre 24 y
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48 h. Actualmente, el proceso se realiza mediante una cristalizacion inducida, en la que
para la nucleacién o formacion de microcristales se utiliza el propio jabon de la etapa de
neutralizacion, pasando después a la etapa de maduracion o crecimiento de los cristales

hasta tamafios macroscopicos.

Los solidos se separan mediante centrifugacion, lo que minimizan las pérdidas
del proceso (Mastrobattista & Gabriele, 1992). También pueden ser eliminados por
filtracion, utilizando filtros de placas a vacio. Sin embargo, este proceso requiere un
elevado coste de mantenimiento y mano de obra, y la necesidad de contar con espacios
refrigerados. Por otra parte, el proceso de filtracion es lento debido a la alta viscosidad
que presenta el aceite a baja temperatura. Ademas, la naturaleza del medio filtrante
influye en la estabilidad oxidativa del aceite (Giing Ergonil & Nergiz, 2015).

-Decoloracion

En esta etapa, que es comun tanto en la refinacion fisica como en la quimica, se
reduce el color del aceite debido a la adsorcion de los pigmentos sobre tierras
decolorantes. Los colorantes presentes en los aceites son pigmentos carotenoides y
clorofilicos (Gandul-Rojas et al., 1999). Durante la decoloracion se adsorben tambien
productos primarios y secundarios de oxidacion, metales, jabones, compuestos
fosfatidicos y hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) (Mag, 1990), asi como

ciertos componentes menores de interés, como los tocoferoles (Tasan & Dermici, 2005).

Las tierras decolorantes, naturales o activadas, son las mas usadas para
decolorar. Suelen ser normalmente bentonitas y montmorillonitas (silicatos
aluminomagnésicos) con un rango de particula comprendido entre 20 y 80 um. Las
propiedades de mayor interés en las tierras, desde el punto de vista de la adsorcién, son
fisicas (area superficial, centros activos en la superficie, tamafio de poro) y quimicas
(acidez y humedad). Por otra parte, el tamafio de particula afecta a la filtrabilidad y a la
retencion de aceite. Desde el punto de vista industrial, los consumos normales de tierras

decolorantes pueden oscilar entre 0,3% y 1% (Mag, 1990).

Otros adsorbentes de importancia son el carbdn activo y las silices sintéticas, que
se aplican industrialmente con objetivos mas especificos. El carbdn activo es cada vez

mas utilizado para la eliminacién de hidrocarburos aromaticos pesados, especialmente
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en aceites de pescado y orujo, y otros contaminantes clorados de caracter toxico
(Pattersson, 1992). Las silices sintéticas presentan una mayor selectividad para la
adsorcion de compuestos fosfatidicos, jabones y productos secundarios de oxidacién
(Bogdanor et al., 1994; Hussin et al., 2011). Estas silices no adsorben directamente
carotenoides y clorofilas, aunque facilitan la adsorcion de estos compuestos cuando se
utilizan conjuntamente con tierras, ya que eliminan previamente todos los compuestos

que interfieren en su adsorcion.

Otras propuestas para la decoloracion térmica se relacionan también con la
aplicacién de campos eléctricos de alto voltaje con resultados prometedores (Abedi et
al., 2016)

Para una Optima adsorcion de estos compuestos, el aceite debe estar exento de
agua y de jabones que colmatarian las tierras. Se calienta el aceite a vacio a
temperaturas entre 100 y 105°C, y se trata con tierra decolorante (1-2%) durante un
tiempo de contacto intimo que no debe exceder los 15 min para no provocar reacciones

de hidrolisis.

La eliminacion de los pigmentos clorofilicos es esencial ya que, a diferencia de
los compuestos carotenoides que se eliminan durante la desodorizacion, no se eliminan

en ninguna otra etapa de refinacion.

Los principales factores que influyen en la decoloracion por adsorcion a una
temperatura fija y propiedades fijas de los adsorbentes depende de la concentracion de

soluto y de la concentracion de adsorbente.

Finalmente, la filtracion debe eliminar completamente las tierras decolorantes,
ya que actuarian como prooxidantes durante el almacenamiento del aceite debido a su

contenido de hierro.

-Desodorizacion

La desodorizacién es la Gltima etapa en el proceso de refinacion de los aceites y
grasas comestibles. EIl objetivo de la desodorizacion es eliminar los compuestos
volatiles que afectan el sabor y el olor del aceite. Los AGL también son eliminados en

esta etapa en la refinacion fisica. También se eliminan los AGL residuales en el caso de
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aceites neutralizados y decolorados. Para ello se procede a una destilacién a vacio y a

alta temperatura con arrastre con vapor de agua.

Entre los compuestos eliminados, los de mayor importancia desde el punto de
vista sensorial son los aldehidos y cetonas originados en la escision de los
hidroperéxidos, todos ellos volatiles y con umbrales de percepcion muy bajos
(Hamilton, 1983; Akterian, 2009). Las condiciones de desodorizacion también
favorecen la eliminacién de contaminantes, incluidos los PAHs ligeros y los pesticidas,
y mejoran la reduccién del color como resultado de la descomposicién a alta
temperatura de los carotenos remanentes (Ruiz-Méndez et al., 2013).

Por otra parte, es igualmente importante el mantenimiento de los componentes
menores que tienen efectos positivos sobre la calidad y la estabilidad del aceite, como

son esteroles y tocoferoles.

La eficiencia de esta etapa depende de la presion (1 a 5 Torr), temperatura (180 a
270°C), tiempo (0,5 a 3 h) y vapor (1 a 3%). La combinacion de vacio con arrastre de
vapor se utiliza para aumentar la eficacia de la destilacion. Estos limites de temperatura
vienen establecidos por las reacciones quimicas de descomposicion e hidrolisis que se
producen durante esta etapa (Sjoberg, 1991), aunque es recomendable utilizar
temperaturas superiores a 200°C cuando se desea obtener un efecto decolorante
adicional, ya que a estas temperaturas tiene lugar una rapida descomposicion de
carotenoides y también de peréxidos (Ouyan et al., 1980). El tiempo minimo requerido
depende normalmente del grado de decoloracion térmica que se desea obtener. Este
tiempo varia con el tipo de aceite y con la calidad inicial del mismo (Sjéberg, 1991) y
estd directamente relacionado, l6gicamente, con la temperatura utilizada, ya que la
presién de vapor de los constituyentes volatiles aumenta con la temperatura. Este
proceso se puede realizar de manera discontinua, semicontinua y continua (Balchen,
1999).

Largos tiempos de desodorizacién y/o temperaturas demasiado altas pueden
tener un efecto devastador en la calidad del aceite, no s6lo debido a los cambios

quimicos comentados anteriormente, sino también a la destilacion de una parte
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significativa de los esteroles y tocoferoles libres naturales (20 a 40%), cuya eliminacion
disminuiria la estabilidad del aceite refinado (Ergoniil & Koseoglu, 2014).

1.4.3.1 Efecto del proceso de refinacién en el contenido y composicién de los
fitosteroles presentes en el aceite

Los fitoesteroles se eliminan parcialmente durante el proceso de refinacién y la
magnitud de la pérdida depende en gran medida de las condiciones aplicadas en las
diferentes etapas del proceso. La mayoria de los autores coinciden en que la mayor
disminucidn en el contenido total de esteroles se registra durante la neutralizacion y la
desodorizacion (Gutfinger & Letan, 1974; Ferrari et al., 1996; Ortega-Garcia et al.,
2006). En esta ultima se debe a la presion de vapor relativamente alta, a las
temperaturas elevadas y al alto vacio (Antonopoulos et al., 2006).

La disminucién en el contenido total de esteroles se debe principalmente a la
formacidn de esteradienos y diesteril éteres en la decoloracion, especialmente cuando se
utilizan tierras activadas con acido. Los esteradienos son esteroles deshidratados que
han perdido el grupo hidroxi y contienen un doble enlace adicional. El 3,5-
Estigmastadieno, derivado de la deshidratacion del B-Sitosterol, es el esteradieno mas
abundante en los aceites vegetales (Verleyen et al., 2002c). Los esteradienos también
pueden formarse en la etapa de desodorizacion por efecto de la temperatura, pero en
menor proporcion gque en la decoloracién. Ademas, éstos son también eliminados por
destilacion y, por tanto, los niveles adicionales de estos compuestos por efecto de la
temperatura de desodorizacién son muy bajos (Cert et al., 1994).

Los diesteril éteres son productos de condensacion de esteroles y esteroles
oxidados (Verleyen et al., 2002a).

Ademas, también se ha observado esterificacion de esteroles libres durante el
proceso de refinacion (Sciancalepore, 1981; Verleyen et al., 2002c; Ortega-Garcia et al.,
2006).

Por otra parte, se puede dar hidrolisis acida de los ésteres de esteroles con la
tierra decolorante (Verleyen et al., 2002b). Dicha pérdida total durante el proceso de
refinacién puede oscilar entre 10 y 70% del contenido total de esteroles en el aceite
crudo, dependiendo de las condiciones empleadas, aunque la composicion de
fitoesteroles no se altera durante el proceso de refinacion (Ferrari et al., 1996; Naz et

46 de 179



Obtencidn de aceites comestibles a partir de nuevas semillas

al., 2011). No obstante, se modifica la relacion entre esteroles esterificados y esteroles
libres (Sciancalepore, 1981; Verleyen et al., 2002b; Ortega-Garcia et al., 2006).
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2 OBJETIVOS DEL TRABAJO




Esta tesis forma parte de un proyecto de investigacion dirigido a obtener
semillas de girasol con alto contenido en fitoesteroles y con composicioines de
fitoesteroles modificadas. El objetivo principal del presente trabajo de tesis ha
consistido en caracterizar los aceites crudos obtenidos de las nuevas lineas de girasol de
semillas procedentes de dos cosechas (2015 y 2017), con especial interés en los aceites
de prensa frente a los de disolvente, y determinar las condiciones de refinacion méas
apropiadas para obtener aceites comestibles con las minimas pérdidas posibles de
fitoesteroles. Para ello, han sido necesarios los siguientes objetivos concretos:

1. Desarrollo de una metodologia analitica rapida para determinar, por un lado,
la composicion de &cidos grasos y, por otro, los contenidos de fitoesteroles sin la
extraccion de la fraccion insaponificable. Dicha metodologia ayudaria a mejorar no sélo
los analisis de control realizados en el sector industrial, sino también en estudios donde
las cantidades de muestra a analizar son pequerias.

2. Determinar la influencia del proceso de extraccion mediante presion y
disolvente en la composicion de los nuevos aceites, acidos grasos y componentes
menores, especialmente fitoesteroles. En la practica industrial, el aceite se obtiene por
presion de la semilla y, a continuacién, con disolvente de la torta prensada. Ambos se
mezclan dando lugar a lo que se denomina aceite crudo, que debe ser posteriormente
refinado. Sin embargo, el aceite de presidn, obtenido sin disolvente, puede presentar un
valor afiadido que invite a comercializar ambos aceites de forma separada. En este
sentido, este objetivo permitiria ademas establecer la viabilidad de los aceites de prensa
obtenidos como aceites virgenes de semilla.

3. Conocer la influencia del proceso de refinacion en los contenidos de
compuestos menores, con especial interés en fitoesteroles, y establecer diferencias entre
los procesos de refinacién fisica y quimica.

4. Caracterizar los compuestos volatiles de los aceites virgenes y refinados.
Estos componentes determinan las caracteristicas sensoriales de los aceites y podrian ser
de utilidad para diferenciar los nuevos aceites de los aceites de girasol o de otros aceites
vegetales.






3 MATERIALES Y METODOS
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3.1 REACTIVOS Y MUESTRAS

3.1.1 Reactivos

Todos los reactivos y disolventes utilizados indicados a continuacion fueron de

calidad para analisis.

-Acetato de etilo, n-hexano (95%), éter dietilico, cloroformo, hidroxido potasico,
hidroxido sodico (85%), metanol, metdxido sodico (30%), &cido fosférico y
fenolftaleina fueron suministrados por Panreac Quimica SLU (Castellar del Vallés,

Barcelona, Espafia).

-Diclorometano, n-heptano y ciclohexano se adquirieron por Carlo Erba Reagents S.A.S
(Val de Reuil, Francia).

-Acido sulfirico (95-97%) y é&cido benzoico fueron suministrados por Merck

(Darmstadt, Alemania).

-Acido acético glacial y sulfato sodico anhidro se obtuvieron de Quality Chemicals

(Esparreguera, Barcelona, Espaiia).

-Etanol (96%) y etanol absoluto fueron proporcionados por VWR Chemicals (Fontenay-

Sous-Bois, Francia).

-Piridina, hydranal Coulomat AG Yy reactivo silanizante (BSTFA + 1% TMCS) fueron
suministrados por Sigma-Aldrich S.A. (S. Louis, USA).

-Trisyl y tierras decolorantes (TONSIL Optimum 278 FF y TONSIL Supreme 114 FF)

fueron suministrados por Clariant Ibérico produccion S.A. (Toledo, Espafia).

3.1.2 Patrones cromatograficos

Todos los patrones y mezclas utilizados fueron de pureza cromatografica del
99%. Se utilizaron 5-a-Colestan-3-ol, estearato de colesterilo, 4-metil-2-pentanol, y
tocoferoles (a, B, vy, 6), que fueron suministrados por Sigma-Aldrich S.A. (S.Louis,
USA).
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Muestras
Las muestras utilizadas fueron:

-Aceites de colza, girasol y soja suministrados por Lesieur (Clichy, Francia) y
utilizados en el desarrollo de la nueva metodologia analitica propuesta. Los aceites de
colza y girasol fueron suministrados crudos, mientras que el aceite de soja se recibid
refinado. Los aceites crudos se filtraron para eliminar las particulas solidas en
suspension y la humedad. Se usaron dos aceites de colza de diferentes lotes con valores
de acidez de 1,8 y 1,9%, respectivamente. El aceite de soja presentdé una acidez de
0,05%.

-El Instituto de Agricultura Sostenible del CSIC de Cordoba facilitd tres
muestras de semillas procedentes de hibridos enriquecidos en fitoesteroles. Una muestra
con referencia GF-8 fue utilizada como muestra control en los estudios genéticos. A
pesar de estar enriquecida en fitoesteroles, la muestra GF-8 también fue considerada
muestra Control en el presente trabajo de Tesis, ya que su contenido total de
fitoesteroles se encontraba dentro del rango establecido para aceites de girasol no
modificados. Las otras dos muestras de semilla estaban enriquecidas en Campesterol
(GF-2) y A7-Estigmastenol (GF-7), respectivamente. Las tres lineas fueron
desarrolladas por recombinacion a partir de germoplasma, seleccionando poblaciones
detalladas en los estudios realizados por Fernandez-Cuesta et al. (2014b). Se estudiaron

semillas de dos cosechas distintas, 2005 y 2007.

Caracteristicas del crecimiento de las semillas

La siembra de 2015 se produjo el dia 27 de marzo. El 50% de las plantas se
encontraron en floracion el 2 de junio, mientras que la maduracion tuvo lugar el 17 de

julio, teniendo en cuenta que el 50% de las plantas estaban maduras.

En el 2017 la siembra fue mas tardia, el 13 abril, la floracion se produjo el 6

junio, con el 50% de las plantas en floracion, y la maduracion el 15 julio.
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En la Tabla 11 podemos observar para cada cosecha la Temperatura minima,
maxima y temperatura media diaria expresada en °C. Ademas también se muestra la

radiacion solar en MJ/m® dia y la cantidad de precipitacién por dia (mm/dia).
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Tabla 11.- Datos meteorolégicos de cada cosecha

Afio Precipitacion ~ Tmax Tmin Tmep  Radiacion solar
(mm/dia) (°C) (°C) (°C) (MJ/m? dia)

2015 0,47 36,57 17,43 27,53 23,30

2017 0,48 37,73 20,02 29,00 27,45

Twax: temperatura maxima; Ty n: temperatura minima; Tyep: temperatura media.

El volumen de muestra de semillas de 2015 fue de 1 kg de Control, 3 kg de
semilla GF-2 y 5 kg de semilla GF-7. En 2017 se recibieron 13 kg de Control, 3 kg de
GF-2 y 5 kg de GF-7. En la Figura 8 se ilustran las diferencias morfoldgicas de las tres
lineas (Figura 8).

Figura 8.- Muestras de semillas Control, GF-2 y GF-7,
respectivamente, pertenecientes a la cosecha 2017.
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3.2 EXTRACCION DE ACEITE

Las semillas de girasol fueron sometidas a un procedimiento de extraccion por

presion seguido de extraccion con disolvente.

Las semillas integras se sometieron a un tratamiento previo de acondicionado, en
estufa a 60°C durante 1 h, con un 10% p/p de agua destilada afiadida. Las normas
IUPAC establecen un minimo de 10% de humedad en material oleaginoso para
cuantificar su contenido total de aceite por Soxhlet (Paquot, 2013). En un estudio
reciente se confirma que aproximadamente un 12% de humedad genera una mejora de
rendimiento de aceite y un aumento en la cantidad total de compuestos menores
extraidos (Pérez et al., 2019).

Los procesos de extraccion de aceite fueron replicados en muestras
seleccionadas. La muestra Control se utilizé en su totalidad, mientras que la muestra
GF-2 de 2015 se dividio en dos porciones y GF-7 de la misma cosecha en tres. Cada una
de estas porciones recibio los mismos tratamientos de extraccion, y los aceites obtenidos
fueron tratados como muestras independientes. Sin embargo, para cada muestra, estas
porciones fueron mezcladas entre si y la mezcla resultante fue la que se utilizo en los

estudios de refinacion.

3.2.1 Extraccion por presion

El Instituto de la Grasa-CSIC dispone de una Prensa de presion Taby tipo 40A

(Pressen, Orebro, Suecia) que se muestra en la Figura 9.

La semilla acondicionada se introduce en el expeller mediante la tolva (1) en la
camara de prensado. A través de la abertura de la boquilla (6) es expulsada la mayor
parte del material sélido, bajo la forma de pellets cilindricos, que pasan a constituir la

torta (Figura 9).
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1. Tolva
2. Tomillo sin fin (interior)
3. Anillo (interior)

4. Calentador

5. Anillo salida de aceite
6. Tomillo salida de pellet

Figura 9.- Prensa TABY 40A

En todos los casos se realizaron dos pases del material por la prensa para extraer
la mayor cantidad de aceite. La prensa utilizada no permite modificar las condiciones de
operacion. La velocidad de giro del tornillo fue de 70 rpm y el didmetro de la boquilla
utilizada de 8,5 mm d.i. El aspecto de los pellets obtenidos se puede observar en la

Figura 10.

El aceite crudo se recogid en un vaso de precipitado, se filtr6 para eliminar
impurezas solidas y se conservo en camara de refrigeracion hasta su posterior analisis y

refinacion.

Figura 10.- Pellets obtenidos tras la extraccion con prensa.
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3.2.2 Extraccion con disolvente

El aceite retenido en los pellets obtenidos en la extraccion por presion, se
sometio a extraccion con hexano, disolvente con alta afinidad por las grasas y punto de
ebullicién bajo, mediante dos equipos de distinta capacidad, 2 y 25 kg respectivamente.

El equipo de 2 kg de capacidad fue un Soxhlet, similar a los de laboratorio
(Figura 11). Se utiliz6 s6lo para las muestras de 2015. Los pellets obtenidos en la prensa
se introdujeron en un cartucho de extraccion, que se coloco dentro del cuerpo Soxhlet
(2), al que se adapt6 un matraz redondo (4), el refrigerante (1) y el condensador (3). En
el matraz se introdujeron 2 6 3 trozos de plato poroso para facilitar la ebullicion con 2,5
L de disolvente. El sistema se calent6 a 60°C y el aceite se extrajo durante un periodo de
4 h. A continuacion, se elimind el disolvente, se secd en corriente de nitrdgeno hasta
peso constante y se conservé en camara de refrigeracion hasta su posterior analisis y

1. Refrigerante
2. Cuerpo soxhlet
3. Condensador
4. Matraz
‘ 5. Manta calefactora

Figura 11.- Equipo de extraccion por disolvente (2 kg).
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refinacion.
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El equipo de extraccion por disolvente de 25 kg de capacidad fue un extractor de
disolvente Armfield FT29, disefiado para investigar procesos industriales en plantas
pilotos (Figura 12). Este solo se utiliz6 para las muestras de 2017. El procedimiento de
extraccion es similar al de un Soxhlet, pero difiere en su mayor capacidad y en el uso de
vacio para garantizar su seguridad. Usando una combinacion de calor, vacio y vapor
directo, el disolvente puede separarse del aceite para ser reutilizado. Los pellets
extraidos se desolventizan y se pueden utilizar como alimento para animales. Los
principales elementos del equipo son extractor/desolventizador (a), tanque miscela (b),
condensador (c), tanque separador disolvente/agua (d), tanque de agua residual (e),

bomba de disolvente (f) y bomba de vacio (g) (Figura 12).

Figura 12.- Equipo de extraccion por disolvente (25 kg).
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3.3 REFINACION DE ACEITES

Los aceites crudos, prensa y disolvente, fueron refinados por separado mediante
procesos fisicos o quimicos. Por sus bajos contenidos en fosfolipidos, clorofilas y AGL,
los aceites de prensa, en general, pueden ser sometidos a una refinacion fisica,
constituida por una etapa de decoloracion seguida de desodorizacién. Cuando el
contenido de fosfolipidos y/o pigmentos es elevado, como ocurre en aceites extraidos
con disolvente, es necesaria una refinacion quimica. Esta debe tener antes de la
decoloracion, una etapa de desgomado, para la eliminacién de fosfolipidos, vy, a
continuacion, una etapa de neutralizacion de AGL en condiciones basicas, donde
parcialmente también se eliminan pigmentos. La eliminacion de fosforo hasta niveles
por debajo de 10 mg/kg es esencial para llevar a cabo la desodorizacion. En caso
contrario, se produciria pardeamiento de los aceites como consecuencia de las elevadas

temperaturas del proceso.

3.3.1 Refinacion fisica

Los aceites de prensa de la cosecha 2015 fueron sometidos a refinacion fisica en
dos etapas, decoloracion y desodorizacion (descritos en el apartado 3.3.2), debido a que

el contenido en fésforo fue menor a 10 mg/kg.

3.3.2 Refinacion quimica

A diferencia de los aceites de prensa de 2015, los aceites de la cosecha de 2017
fueron refinados mediante refinacion quimica, debido a su elevado contenido en
fosforo. EI proceso consisti6 en desgomado, neutralizacion, decoloracion vy

desodorizacién. Las condiciones utilizadas se describen en los siguientes apartados.

3.3.2.1 Desgomado

En un agitador de palas se atemperd el aceite a 40°C y se afiadié acido fosforico

en una cantidad de 0,1% (p/p) para los aceites de prensa y 0,2% (p/p) para los de
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disolvente. El &cido fosférico se afiadio utilizando una mezcla de fosforico y agua en la
misma proporcion en peso. La mezcla de aceite y agua se agitd vigorosamente durante 5
min. De esta forma, los fosfolipidos precipitaron en medio &cido.

3.3.2.2 Neutralizacion

Los AGL fueron neutralizados con una solucion de hidroxido sodico. Sin separar
las gomas de la etapa anterior, se afiadi6 hidréxido sédico con una concentracion
adecuada, segun el nivel de acidez, y en cantidad suficiente para la neutralizacion de los
AGL, asi como del acido mineral afiadido, mas un exceso de 10% para asegurar el
desplazamiento de la reaccion hacia la formacion de jabones. La adicion se realizé con
agitacion de paleta a 40°C y la temperatura se subié a 80°C, manteniendo la mezcla a
esta temperatura durante 10 min. Los jabones resultantes, junto con los fosfolipidos
hidratados en la etapa anterior, fueron eliminados mediante lavado y centrifugacion. La

centrifugacion se llevo a cabo a 1295 g durante10 min.

3.3.2.3 Lavados

Se lavaron los aceites obtenidos en la etapa anterior con tres porciones sucesivas
de 15% de agua durante 10 min a 90°C y con agitacion de paleta. A continuacion, se

separaron las aguas de lavado mediante centrifugacion a 1295 g durante10 min.

3.3.2.4 Decoloracion

El procedimiento utilizado se basé en el propuesto en el Anexo XIII del
Reglamento (CEE) N° 2568/91 de la comision de 11 de julio de 1991 relativo a las

caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva.

Se realizaron varias pruebas de decoloracion, modificando tanto la cantidad de tierra
decolorante y Trisyl como el tipo de tierras con distinta capacidad de adsorcién. Se
utiliz6 como pardmetro de control la eliminacién de metales. Las tierras decolorantes
fueron Tonsil optimum 278 FF y Tonsil supreme 114 FF, cuyas composiciones
quimicas se recogen en la Tabla 12. Ambas tierras son Bentonitas de calcio; la primera,
no activada, y la segunda activada con acido con una estructura interna altamente porosa
y con multitud de sitios acidos sobre su superficie. Las dos tienen un excelente

rendimiento de filtracion.
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Tabla 12.- Composicion quimica de las tierras decolorantes empleadas en los ensayos
de decoloracion (%).

278 FF 114 FF
SiO, 52,5 69,3
Al,O3 8,3 14,0
Fe,03 3,3 3,3
CaO 2,3 0,9
MgO 17,3 2,0
Na,O 0,8 0,6
K,0 2,0 1,7

El aceite neutro se introdujo en un matraz y se calentd hasta 95°C, con agitacion
y a vacio. Cuando llegd a la temperatura establecida se afadid Trisyl y tierra
decolorante. Se restablecio el vacio y se mantuvo a una temperatura de 95°C, durante 10
min con agitacion. Al finalizar el tiempo estipulado, el aceite fue filtrado mediante filtro

MilliPore a vacio y se mantuvo en condiciones 0ptimas de conservacion.

3.3.2.5 Desodorizacion

Con la desodorizacion se eliminaron los compuestos responsables del olor y del
sabor de los aceites, compuestos volatiles, principalmente aldehidos y cetonas. La
desodorizacién es fundamentalmente un proceso de destilacion con vapor que se lleva a

cabo a bajas presiones (2-6 mbares) y elevadas temperaturas (180-270°C).

El sistema de laboratorio que se utilizd se muestra en la Figura 13. EIl aceite
decolorado se introdujo en el matraz (2) del esquema, el cual se calenté mediante una
manta calefactora semiesférica con un termorregulador. El tubo (3) dirigi6 el vapor de
agua hacia el fondo del matraz del desodorizador, cuyo flujo se regulé mediante una
valvula. El tubo de salida (4) dirigié los vapores hacia las trampas (5) que recogieron el

material condensable y evitaron que pasasen a la bomba de vacio (6).
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=

- Manta calefactora

. Matraz

. Tubo conductor de vapor
. Tubo salida de destilados
. Trampa de destilados

. Bomba de vacio

Figura 13.- Sistema de desodorizacién.

La fuente de vapor de agua fue suministrada desde una probeta de 50 mL
conteniendo agua que se conectdé a una bomba peristaltica para regular el flujo de
entrada. El agua se hizo pasar por un separa-gotas termostatizado y finalmente se

introdujo en el matraz redondo que contenia el aceite a través de un difusor (Figura 13).

El calentamiento hasta la temperatura estipulada se realizd de la forma mas
rapida posible y la desodorizacion se llevé a cabo bajo un vacio de 0,5-1 mmHg, un
flujo de vapor de 0,50 mL/min, durante 2 h a 200°C, contadas a partir del momento en
que se alcanza la temperatura de operacion. Al final del tiempo estipulado, se enfrio el
aceite y el vacio se reemplaz6 por atmosfera de nitrogeno. Una vez desodorizado, el
aceite se filtrd con papel para mejorar su brillo y se conservo en refrigeracion para su

posterior analisis.
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3.4 DETERMINACIONES ANALITICAS

3.4.1 Humedad y materias volatiles en semillas

Se siguid el procedimiento recogido en la Norma UNE 55-082-73. En primer
lugar, se realizd la preparacion de la muestra, se le retird cualquier tipo de impureza

visible como piedras, hojas y se paso por molinillo para ser triturada.

Se peso6 una capsula desecada previamente en estufa a 103-105°C y enfriada en
un desecador, con exactitud de 0,001 g, anotando su peso, P1. Sobre la capsula tarada,
se pesd una cantidad aproximada de 5 a 10 g de muestra, anotando su peso P2. Se
coloco en la estufa, previamente estabilizada a una temperatura de 70°C y se hizo vacio
a 0,5 mbar durante 1 h.

Transcurrido el tiempo en estufa se saco y se paso a un desecador, donde se dejo
enfriar, pesando a continuacion. Repitiendo esta operacion (en las mismas condiciones,
excepto el tiempo, serd de 30 min) sucesivamente hasta que la diferencia entre las dos

ultimas pesadas no fuese superior al 0,05%.

Los resultados se expresaron en tanto por ciento de humedad y materia volatil:
Humedad y materia volatil (%) = % -100

donde
P1; peso de la capsula vacia, desecada y fria.
P2; peso de muestra a determinar.

P3; peso final de la capsula con muestra desecada y fria.

3.4.2 Materia grasa en semillas oleaginosas

Esta determinacion se aplico a semillas oleaginosas y a los pellets procedentes

de la extraccién con disolvente realizada en planta piloto.
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La determinacion se realizd con hexano en un equipo Soxhlet segln el
procedimiento operatorio descrito en la norma UNE 55-062-80 que se resume a

continuacion.

Se pesd 10-15 g de muestra molida en una cépsula tarada, con precision del mg.
Se pas6 la mezcla a un cartucho de extraccion haciendo el trasvase de forma
cuantitativa. El cartucho se taponé con algodén, se introdujo en el Soxhlet, se adapté a
un matraz previamente desecado y tarado conteniendo 2 6 3 trozos de plato poroso para
facilitar la ebullicion. Al matraz se le afiadi6 150 mL de hexano. Se mantuvo en
ebullicion suave durante 4h. Se interrumpié la calefaccion y se destil6 el disolvente, las

ultimas trazas se eliminaron con nitrogeno. Se dejo enfriar en el desecador y se peso.

Los resultados se expresaron en porcentaje de aceite:
Aceite (%) = 100 -%

donde
P; peso del extracto recogido en el matraz.

M; peso muestra, expresada en gramos.

3.4.3 Acidez libre

El grado de acidez es el porcentaje de AGL que contiene un aceite 0 grasa
expresado normalmente como &cido oleico. Su determinacién se realiz6 mediante

volumetria &cido-base, segun el procedimiento descrito en la norma UNE 55011-73.

Procedimiento analitico

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se adicion6 50 mL de una mezcla, a
volimenes iguales, de alcohol etilico de 96° y éter dietilico, y varias gotas de disolucion
alcohdlica de fenolftaleina al 1%. La mezcla se neutralizd con una disolucion de

hidroxido potéasico 0,1M hasta viraje incipiente del indicador.

En otro matraz Erlenmeyer igual al anterior se pesaron de 2 a 20 g de aceite con

exactitud del mg. EIl consumo de disolucién alcalina no debera exceder en la valoracién
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un volumen de 20 mL. El disolvente neutralizado se vertié en el matraz y se agitd hasta
conseguir la disolucion completa de la grasa. Seguidamente se valoré6 con una
disolucion de hidréxido sodico 0,5 6 0,1 M segun fuese la acidez de la muestra. La
adicion de hidroxido sédico se hizo agitando constantemente, dandose por terminada la
valoracion cuando la adicion de una sola gota produjo un viraje débil, pero definido, que

persistié durante unos segundos.

El grado de acidez se expresd en porcentaje de acido oleico:

Pm-V-M
10-P

Grado de acidez (% é&cido oleico) =

donde:

Pm; peso molecular del acido con relacion al cual se expresa la acidez (282 para el
acido oleico).
V; volumen consumido, expresado en mL, de la disolucion de hidroxido potasico

M; molaridad de la disolucidon alcalina utilizada.

P; peso de la materia grasa, en gramos.

3.4.4 Composicion de acidos grasos

Para la determinacion de la composicion de acidos grasos en aceite se aplico el
método de preparacion de ésteres metilicos IUPAC 2.301 y el método de analisis por

cromatografia gas-liquido ITUPAC 2.302.

Preparacion de muestra

Se pesaron 50 mg de muestra, con exactitud de miligramo, en un tubo de ensayo
de 20 mL, se afiadié 5 mL de metilato s6dico 3% en metanol, plato poroso, se agitd y se
metid en el bafio cubriendo el contenido del tubo a 80°C, se mantuvo durante 10 min.
Transcurrido el tiempo se saco del bafio y se dejé enfriar. A continuacion, se afiadieron
unas gotas del indicador de fenolftaleina, la solucion se volvié rosa, y fue afiadida la
cantidad necesaria de sulfdrico en metanol al 4% hasta que desapareci6 el color rosa,

aproximadamente 5 mL, se agité e introdujo en el bafio nuevamente durante 10 min. A
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continuacion, se dejo enfriar y se afiadio 2 mL de hexano, se agitd vigorosamente y se
esperé a que se separasen dos fases. En el caso de que no se separe en dos fases se
afiade agua destilada hasta completar el volumen del tubo. Se recogio el disolvente y se
llen6 el vial de cromatografia. Se inyecté un volumen de 1 pL de la solucién en el

cromatografo.

Analisis cromatogréfico

Se utiliz6 un cromatografo Agilent Technologies (AT) 6890. Equipado con un
inyector split / splitless, una columna capilar AT INNOWAX (100 m x 0,25 mm i.d. x
0,25 mm de espesor) y un detector de ionizacion de llama. La temperatura del inyector
fue de 225°C con una division de 40:1. El gas portador fue hidrégeno, con una
velocidad de flujo de 1.2 mL/min. Los analisis se realizaron aplicando una temperatura
inicial de 180°C durante 9 min, aumentando a 220°C a 3°C/min y, por ultimo, se
mantuvo a 220°C durante 15 min. El tiempo total del analisis fue de 37,33 min. La

temperatura del detector de ionizacidn de llama fue de 250°C.

El contenido de cada &cido (Cx) en la muestra fue expresado en porcentaje de

acido graso en relacion con el total de acidos grasos.

Cx (%)= Area de Cx 11

Area total

3.4.5 Composicion y contenido total de fitoesteroles

Se siguio el Método CEE 2568/91 modificado por UE N° 1348/2013 anexo 1V;
COI T.20 Doc. 30 Rev. 2013.

Este procedimiento consta de 3 etapas que se describen a continuacion;

a) Saponificacion de la grasa y extraccion de la materia insaponificable

En un matraz redondo de fondo plano de 250 mL se afiadié 1 mL de una
disolucion de a-colestanol (1 mg/mL) en cloroformo, utilizando como patrén interno.
Una vez eliminado el disolvente con nitrégeno, se pesd 2 g de aceite con exactitud de

miligramo. Se afiadieron 50 mL de KOH etandlica 2M y se mantuvo en ebullicion
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durante 1 h con plato poroso. Se retir6 el matraz, se dejé enfriar y se afiadio 100 mL de
agua. A continuacion, se traspaso el contenido del matraz a un embudo de extraccién de
500 mL. Se realizaron tres extracciones con 80 mL de éter etilico cada vez y se reunid
las tres fracciones etéreas en un embudo de decantacion de 500 mL. La fase etérea se
lavo varias veces con agua destilada hasta que la fase acuosa presentd reaccion neutra
con fenolftaleina. En el primer lavado se utiliz6 125 mL y en los restantes 50 mL de
agua, para eliminar totalmente los jabones. Se traspasé la fase organica a un matraz
previamente tarado, se elimind completamente el disolvente en un rotavapor y se
termind el secado hasta alcanzar peso constante, usando una estufa calentada a 103°C

durante 15 min y un desecador para enfriar el matraz.
El porcentaje de la fraccion insaponificable se determind aplicando la siguiente
expresion:

100-P1
PO

Insaponificable (%) =
donde
P1; peso en gramos del extracto.
PO; peso en gramos de la muestra de aceite.

A continuacion, se disolvid el insaponificable en acetato de etilo. Para el célculo

exacto del volumen de acetato de etilo a afiadir se aplico la siguiente formula:
V (mL) = 20-P

donde P; peso en gramos del insaponificable.

b) Fraccionamiento del insaponificable mediante cromatografia en placa fina.

En una placa cromatogréafica de gel de silice (60 G, 0,25 mm de espesor) se
extendio 0,3 mL de muestra. Se depositd como referencia a-colestanol. La placa

sembrada se desarroll6 con una mezcla hexano:éter dietilico (70:30).

Finalizado el proceso, para identificar la banda esterdlica, la zona de la
referencia se quemo con H,SO, al 50%. Se raspd la banda, y se colocd el raspado en un

embudo con papel de filtro. Se realizaron extracciones con 10 mL de acetato de etilo y 3
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porciones de 10 mL de éter. El extracto se recogié en un matraz con forma de corazon
de 50 mL.

c) Analisis por cromatografia gaseosa de los componentes de la fraccion esterdlica.

El extracto recogido se secd en un rotavapor y se le afiadié 200 puL de reactivo
silanizante (BSTFA+TMCS 99:1, mezclado en proporcién 1:1 con piridina). Se calentd
levemente la punta del matraz para eliminar posibles restos de humedad y se esper6 15
min. A continuacién, el contenido del matraz se trasvasé a un vial de cromatografia con

inserto y se analiz6 mediante cromatografia gaseosa.

Analisis GC, inyector PTV

Se utiliz6 un cromatografo Agilent Technologies (AT) 7890A, equipado con un
inyector PTV (vaporizador de temperatura programada), una columna capilar de silice
fundida HP-5 (5% difenil- 94% dimetil- 1% vinilpolisiloxano), de 30 m x 0,32 mm I.D.
y 0,25 um de espesor, y un detector de ionizacion de llama. La fraccion silanizada se

diluy6 con 1 mL de n-hexano y se inyecto un volumen de 1 uL en el cromatdgrafo.

Se aplico el modo de venteo de disolvente utilizando una temperatura inicial de
80°C, 20 psi, un flujo de purga de 3 mL/min y un flujo de venteo de 50 mL/min. La
temperatura del inyector se mantuvo a 80°C durante 1 min, posteriormente se aumento a
280°C a una velocidad de 700 °C/min y a continuacion se reestablecieron las
condiciones iniciales. Se utilizdé hidrégeno como gas portador a una presion constante
de 15 psi. El programa de temperatura del horno aplicado comenz6 a 80°C durante 1
min, se aument6 a 200°C a 40°C/min y se mantuvo durante 3 min, y posteriormente se
volvio a aumentar a 300°C a 4°C/min, y se mantuvo durante 10 min. La temperatura del
detector fue de 325°C.

Andlisis GC, inyector Split-Splitless

Se utiliz6 un cromatégrafo Agilent Technologies (AT) 7890A, equipado con un
inyector split-splitless, o inyector con divisién, usando una division 10:1, una columna
capilar de silice fundida HP-5 (5% difenil- 94% dimetil- 1% vinilpolisiloxano), de 30 m

x 0,32 mm I.D. y 0,25 pm de espesor, y un detector de ionizacion de llama.
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La temperatura del inyector fue de 275°C. La temperatura del horno se mantuvo
a 260°C durante 40 min. La temperatura del detector fue de 320°C. Se utiliz6 hidrégeno
como gas portador a presion constante de 15 psi. Se inyect6 en directamente el

cromatégrafo un volumen de 1 pL de la fraccion silanizada.

El contenido de cada fitoesterol (Cx) en la muestra se calculé mediante la

siguiente férmula:

Cx (%)= Area de Cx 100

Area total

La cuantificacion de los diferentes fitoesteroles se llevd a cabo teniendo en

cuenta el mismo factor de respuesta que el del patrén interno.

3.4.5.1 Nueva metodologia analitica para una determinacion mas rapida de la

composicion de acidos grasos y fitoesteroles en aceites de semillas

Una alicuota de 50 mg de aceite se transmetilé en un tubo de ensayo Pyrex® con
tapon de rosca (20 cm x 20 mm O.D.) con 5 mL de solucion de metilato sodico al 3% en
metanol a 80°C durante 30 min. Posteriormente, para la metilacion de AGL, se afiadid
una solucién de acido sulfurico al 4% en metanol y la reaccion se llevé a cabo a 80°C
durante 30 min. Para evitar la presencia de oxigeno y con ello la degradacion oxidativa
de los &cidos grasos poliinsaturados durante la reaccion de metilacion, los reactivos,
esto es las dos soluciones metandlicas, se purgaron previamente con borboteo de
nitrégeno durante 10 min. Ademas, el tubo de reaccion fue sometido a una corriente de
nitrégeno para desplazar el aire en el espacio de cabeza antes de cada reaccion y se
cerrd el tubo. Como en el método oficial, el a-colestanol se us6 como patron interno en
el analisis de fitoesteroles (50 pL, 0,5 mg/mL). La fraccién de lipidos se extrajo tres
veces con n-hexano (2 mL cada una), se lavo dos veces con agua (2 mL cada vez) y se
seco con sulfato de sodio anhidro. Finalmente, el disolvente se evapord bajo nitrégeno y
el aceite derivado se redisolvio en 1 mL de hexano para el fraccionamiento por

extraccion en fase solida.

Se usaron cartuchos de aminopropilo (NH2-500 mg, 3 mL) (Agilent
Technologies). Los cartuchos se acondicionaron utilizando, respectivamente, 3 mL de

metanol, 3 mL de acetona y 4 mL de n-hexano. Una primera fraccidon que contenia
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ésteres metilicos de &cidos grasos se eluyo con 8 mL de n-hexano/diclorometano (90:10,
v/v) (fraccion A) y se obtuvo una segunda fraccidén que contenia los fitoesteroles con 7
mL de n-hexano/acetato de etilo (40:60, v/v) (fraccion B).

La fraccibn A se analizd directamente por cromatografia de gases para
determinar la composicion de &cidos grasos, de acuerdo con el método IUPAC 2.302.
Las condiciones del cromatografo fueron las mismas que las descritas anteriormente

para el método oficial (apartado 3.4.4).

Para el analisis de fitoesteroles, el disolvente de la fraccion B se elimind a 60°C
bajo vacio en un rotavapor. Como se describié anteriormente para el método oficial, el
extracto seco se silanizdo con 200 pL de reactivo silanizante (BSTFA+TMCS 99:1,
mezclado en proporcion 1:1 con piridina) y se calentd levemente el matraz de reaccion
para eliminar posibles restos de humedad. Tras esperar 15 min, la muestra silanizada se
analizd mediante cromatografia gaseosa. Ademas, el cromatografo y las condiciones
cromatograficas fueron las mismas que las descritas anteriormente para el método

estandar de fitoesteroles (apartado 3.4.5).

Identificacion de fitoesteroles

Para la identificacion de fitoesteroles se utiliz6 un cromatdgrafo de gases
Finnigan Trace-GC 2000 acoplado a un espectrometro de masas de trampa ionica
“Polaris-Q Ion” (ThermoFinnigan, Austin, TX, EE. UU.) Se us6é el modo de
fraccionamiento multiple MS/MS. El cromatografo estaba equipado con un inyector
Split/Splitless que operaba a 290°C en el modo de division con una relacion de division
de 20:1. La columna utilizada fue una columna capilar de silice fundida Zebron ZB-5ms
(Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.) (30 m de largo x 0.25 mm i.d. x 0.25 um de
espesor de pelicula). Se utilizd helio como gas portador con un flujo constante 1
mL/min. La temperatura inicial fue de 180°C, que se mantuvo durante 3 min, luego se
elevd a 270°C a una velocidad de 8°C/min y se mantuvo durante 46 min, luego se elevd
de nuevo a 295°C a una velocidad de 4°C/min y se mantuvo durante 8 min. Las
condiciones de operacion del cromatografo de gases-masas fueron las siguientes. La

energia del electron fue de 70 eV y el rango de exploracion utilizado fue de 60-700
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uma. El software Xcalibur (version 1.4) se usé para adquisicion y procesamiento de

datos.

3.4.6 Contenido de tocoferoles

La determinacion cuantitativa de tocoferoles se realizd mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) y detector de fluorescencia, de acuerdo con el Método
2.432 de “Determinacion del contenido en tocoferoles y tocotrienoles en aceites

vegetales y grasas” (IUPAC, 1992).

Durante el proceso es esencial que la muestra permanezca protegida de la luz
para evitar la degradacion de los tocoferoles. Con tal fin, se recomienda el uso de

material de vidrio de color topacio.

Se pesaron aproximadamente 0,1 g de muestra, con exactitud de miligramo, en
un matraz aforado de 2 mL, se disolvieron en n-heptano y se enrasd. Se inyecto 20 uL

en el cromatdgrafo liquido en las siguientes condiciones:

- Columna analitica de cromatografia liquida (25 cm x 4 mm d.i.) rellena de

microparticulas de silice con tamafio medio de 5 um.

- Detector de fluorescencia a 290 nm de longitud de onda de excitacion y 330 nm de
emision.

- Concentracion de la muestra: 20-30 mg/mL.

- Fase movil: hexano:isopropanol (99:1, v/v).

- Flujo: 1 mL/min.,

El contenido de cada tocoferol en la muestra se calculé mediante rectas de

calibrado externo de patrones de referencia y se expreso en mg/kg.

3.4.7 Clorofilas

La determinacion cuantitativa de clorofilas en aceites se realizd mediante

espectrofotometria a 670 nm (Pokorny et al., 1995).
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Procedimiento analitico:

Se pesaron aproximadamente 7,5 g de aceite en un matraz aforado de 25 mL, se
enrasO con ciclohexano. Las medidas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotometro Genesys 10uv. El blanco usado para la lectura espectrofotométrica

fue ciclohexano.

Los resultados se expresaron de la siguiente forma:

Abs670 -480.73

Clorofilas (mg/kg de feofitina) = )

3.4.8 Compuestos volatiles

Esta determinacion se baso en el método propuesto por Ramoén et al. (2018),
ligeramente modificado, el cual incluye una etapa de preparacion de muestra, usando
como patron interno 4-metil-2-pentanol, con su posterior analisis mediante
microextraccion en fase sélida acoplada a un cromatografo de gases con detector de
ionizacion de llama (SPME-GC/FID) e identificacibn de compuestos mediante

espectrometria de masas.

Procedimiento analitico:

Se pesaron 1,9 g de muestra de aceite enriquecida con 2,6 mg/kg de 4-metil-2-
pentanol y se deposité en un vial de vidrio de 20 mL, encapsulado con septum de
politetrafluoroetileno (PTFE), y se dej6 durante 10 min a 40°C para equilibrar los
volatiles en el espacio de cabeza. Después del tiempo de equilibrio (10 min), el septum
que cubre cada vial se perforé con una aguja de microextraccion en fase solida dotada
con fase estacionaria divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS).
Esta fibra tenia 1 cm de longitud y 50/30 um de espesor de pelicula. La fibra se expuso
al espacio de cabeza durante 40 min a 40°C. A continuacion, ésta se insert6 en el puerto

del inyector del cromatégrafo de gases.

Este paso de concentracion anteriormente descrito se llevé a cabo con un

Combipal (CTC Analytics AG, Zwingen, Suiza). La temperatura y el tiempo fueron
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controlados automaticamente por el software Varian Star Chromatography v6.41
(Varian, Walnut Creek, CA, EE UU).

Los volatiles adsorbidos por la fibra se desorbieron térmicamente en el puerto de
inyeccion caliente de un cromatégrafo de gases durante 5 min a 260°C con la valvula de
purga desactivada (modo splitless) y depositado en una columna capilar TR-WAX (60
m x 0,25 mm i.d., recubrimiento 0,25; Teknokroma, Espafia) de un Varian 3900
cromatografo de gases con un detector de ionizacion de llama. El gas portador fue
hidrégeno, con un flujo de 1,5 mL/min. La temperatura del horno se mantuvo a 40°C
durante 10 min y luego se programé para que aumentara a una velocidad de 3°C/min

hasta 200°C. La sefial fue registrada y procesada con el software WorkStation (v6.41).

3.4.9 Elementos metalicos y otros elementos

Los contenidos de Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P,
Pb, S, Sr, V y Zn fueron determinados mediante espectrofotometria de plasma, ICP-
OES (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry), en el Instituto de

Recursos Naturales y Agrobiologia (CSIC) de Sevilla

Al no disponer de muestra de referencia de aceites para estos elementos, se
utilizo como material de referencia SRM 1573a - Tomato Leaves y una muestra
interlaboratorio ISE 2016 IPE-WEPAL, de la Universidad de Wageningen, de control

de calidad de andlisis foliares

Procedimiento analitico:

Se pes6 una cantidad aproximada de 0,25 g de cada muestra de aceite
previamente homogeneizada, con exactitud de 0,1 mg, en balanza microanalitica y se
digiri6 con una mezcla de 4 mL de acido nitrico y 2 mL de peréxido de hidrogeno en
vasos de teflon herméticamente cerrados en horno microondas (MILESTONE mod.
START D).
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Los extractos resultantes fueron disueltos en 25 mL de agua purificada y se
filtraron para su posterior analisis. Las medidas se realizaron en un equipo Varian ICP
720-ES de configuracion axial. Los resultados se expresaron en mg/kg.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

3.5.1 Nueva metodologia analitica para una determinacién mas rapida de la
composicion de acidos grasos y fitoesteroles en aceites de semillas

El disefio experimental aplicado para la optimizacién de las condiciones de
preparacion de muestra consistié en un disefio factorial completo de tres factores y dos
niveles. Los factores optimizados fueron la cantidad de muestra (50 y 100 mg de aceite),
el tiempo total de metilacion (60 y 120 min) y el nmero de extracciones de los analitos
(1 y 3). Se aplico el test de la t de student para examinar diferencias entre valores
medios. Por otra parte, para evaluar posibles diferencias entre el metodo propuesto y los
métodos estandar de acidos grasos y fitoesteroles se utilizo analisis multivariante
aplicando un modelo lineal general (MLG) en SPSS version 24.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). El tipo de aceite y el método analitico fueron los factores independientes,
mientras que el tipo de acido graso, por un lado, o de fitoesterol, por otro, fueron los
factores dependientes. La cantidad total de fitoesterol también fue considerada como
variable dependiente en el analisis estadistico. Debido a que no se cumplio el test de
homogeneidad de la varianza de Levene, se aplico finalmente un analisis no
paramétrico, usando el test de U de Mann-Whitney para muestras independientes. Se

considerd significacion a partir de una probabilidad superior al 95% (p<0,05).

3.5.2 Influencia del proceso de extraccion

Se utiliz6 un disefio factorial completo de tres factores, tipo de semilla (Control,
GF-2 y GF-7), Cosecha (2015 y 2017) y proceso de extraccion (prensa, disolvente y
aceite total extraido en Soxhlet en el laboratorio). El programa estadistico utilizado fue
SPSS version 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y se considero6 significacion a partir
de una probabilidad superior al 95% (p<0,05).

Se aplicd analisis univariado utilizando un MLG para evaluar la influencia del
tipo de semilla y afio de cosecha en el contenido de humedad de las semillas y en el

rendimiento graso obtenido en cada uno de los tres procesos de extraccion. Asimismo,
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también se aplicd el mismo andlisis estadistico a los resultados estimados para la grasa
total (prensa + disolvente) y al contenido graso de las harinas. Se aplico el test de la t de
student para comparar valores medios de las dos cosechas. Por otra parte, se aplico
analisis de varianza (ANOVA) vy el test de Tukey para la comparacion entre los tres
tipos de muestras.

Para analizar los datos de composicién de acidos grasos se utiliz6 un MLG
aplicando andlisis multivariante de tres factores. Se utilizaron como factores
independientes el tipo de semilla, el afio de cosecha y el proceso de extraccion (prensa,
disolvente y Soxhlet en el laboratorio), mientras que las variables dependientes fueron
cada uno de los acidos grasos. En el analisis estadistico no se tuvieron en cuenta los
acidos C16:1, C18:3 y C20:1, ya que sus cantidades fueron tan bajas que en
determinadas muestras no pudieron ser determinados por presentar niveles inferiores a
los limites de cuantificacion. No se cumplio el test de Levene para ningun acido graso
(p=0,000) y, por tanto, se aplicé analisis no paramétrico para muestras independientes a
cada uno de los tres factores. Los tests de significacion aplicados fueron las pruebas de
Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney para 3 y 2 niveles, respectivamente. Debido a
que se encontraron diferencias sustanciales entre cosechas se aplico el mismo analisis
no paramétrico a los datos obtenidos para cada cosecha por separado. La comparacion
entre cosechas se llevé a cabo aplicando la prueba T de muestras emparejadas y, de
forma complementaria, un test no paramétrico de muestras relacionadas. Se obtuvieron

los mismos resultados en ambos tests.

En cuanto a la composicion de fitoesteroles se aplico el mismo analisis
estadistico que el descrito anteriormente para acidos grasos, pero, por razones obvias, el
tratamiento estadistico fue aplicado para cada tipo de muestra (Control, GF-2 y GF-7)
por separado. Nuevamente, no se cumplio el test de homogeneidad de la varianza o
prueba de Levene y se aplico, por un lado, analisis no paramétrico para muestras
independientes con el fin de evaluar la influencia del proceso de extraccion y, por otro,
andlisis no paramétrico de muestras relacionadas para evaluar la influencia del afio de

cosecha.

El contenido total de fitoesteroles fue analizado mediante un MLG de tres

factores. Nuevamente fue necesario aplicar tests no paramétricos porque no se cumplia
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la prueba de Levene. Se aplico, por un lado, andlisis no paramétrico de muestras
independientes para los factores tipo de semilla y proceso de extraccion y, por otro,
analisis no paramétrico de muestras relacionadas para el afio de cosecha. Debido a las
grandes diferencias encontradas entre cosechas, el tratamiento estadistico fue aplicado
al conjunto de datos de cada cosecha por separado. Por otra parte, para establecer
diferencias entre los valores medios de aceites obtenidos por diferentes procesos de
extraccion, para cada tipo de semilla y afio de cosecha, se utiliz6 ANOVA de un factor
aplicando el test de Tukey para varianzas iguales o Games-Howell para varianzas

desiguales.

Los contenidos de tocoferol, asi como también las concentraciones de elementos
metélicos y no metalicos, fueron analizados con la prueba T de muestras emparejadas
para evaluar la influencia del proceso de extraccion (prensa y disolvente) y de la
cosecha (2015 y 2017). Se utilizo ANOVA y test de Tukey para la comparacion de los

tres tipos de semilla.

El contenido de componentes volatiles fue analizado siguiendo un tratamiento
estadistico similar al descrito anteriormente para el contenido total de fitoesteroles, con
la excepcion de que se aplico analisis multivariante de 3 factores. Nuevamente, fue
necesario aplicar tests no parameétricos. En el analisis global del conjunto total de datos
se aplico el test de Kruskal-Wallis de muestras independientes para el tipo de semilla y
la prueba U de Mann-Whitney para el afio de cosecha y proceso de extraccion (prensa y
disolvente), respectivamente. Se aplicdé la prueba T de muestras emparejadas para
establecer diferencias entre cosechas y entre procesos de extraccion. De forma similar
también se aplicd el mismo test para establecer diferencias entre los tipos de semilla,

comparando las muestras de dos en dos.

3.5.3 Influencia del proceso de refinacion

La evaluacion de la influencia del proceso de refinacion se llevd a cabo también
en SPSS version 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y nuevamente se considerd

significacion a partir de una probabilidad superior al 95% (p<0,05).

La influencia de los diferentes tratamientos en los diferentes parametros

analizados fue evaluada aplicando la prueba T de muestras emparejadas. Se utiliz6
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ANOVA vy test de Tukey cuando se compararon los tres tipos de semilla. La

comparacion entre dos medias se llevdo a cabo con la t de student.
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41 NUEVA METODOLOGIA ANALITICA PARA UNA
DETERMINACION MAS RAPIDA DE LA COMPOSICION DE
ACIDOS GRASOS Y FITOESTEROLES EN ACEITES DE
SEMILLAS

En este apartado se propone una simplificacion analitica de las determinaciones
estandar de la composicidn de acidos grasos y fitoesteroles en aceites de semillas para
ayudar a mejorar no s6lo los andlisis de control realizados en el sector industrial, sino
también en estudios donde las cantidades de muestra a analizar son pequefias. Las
mejoras introducidas consistieron en reducir la cantidad de muestra y acortar el tiempo
de preparacion de la muestra. La saponificacion del aceite, la posterior extraccion de la
fraccion insaponificable y la separacion por cromatografia en capa fina en el analisis de
fitoesteroles se reemplazaron por la metilacion completa del aceite para obtener los
derivados de ésteres metilicos de acidos grasos y la separacion por extraccion en fase
solida de dos fracciones que contienen los ésteres metilicos de &acidos grasos y los
fitoesteroles, respectivamente. Por tanto, la preparacion de muestra fue comun para las
dos determinaciones, composicion de acidos grasos y determinacion de fitoesteroles.
Las condiciones de reaccion aplicadas para obtener la fraccion de ésteres metilicos de
acidos grasos se optimizaron para asegurar que los ésteres de esterol reaccionaran
completamente, liberando sus formas de esterol libres. Las dos fracciones, ésteres
metilicos de acidos grasos y fitoesteroles, fueron analizadas mediante cromatografia
gaseosa Yy detector de ionizacion de llama segun los métodos estandar. Para validar
dicha metodologia analitica se utilizaron aceites crudos y refinados de distinta

naturaleza, colza, girasol y aceite de soja.

4.1.1 Desarrollo y optimizacion de la preparacién de la muestra

Dado que la preparacion y extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos no
constituye un paso critico, el desarrollo de la preparacion de muestras se centrd
principalmente en fitoesteroles. Se optimizaron tres variables, que fueron el tamafio de
muestra (50 y 100 mg de aceite), el tiempo de metilacion (60 y 120 min) y el nimero de
extracciones de muestra (1 y 3). La optimizacion se realizd utilizando dos aceites de
colza crudos obtenidos en diferentes lotes. Se evaluo la cantidad total de fitoesteroles

para determinar las condiciones mas apropiadas. El criterio adoptado se bas6 en
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aquellas condiciones que dieron lugar a la mayor cantidad de fitoesteroles totales y
mayor repetitividad.

Los resultados mostraron que la mayor cantidad de fitoesteroles totales se
alcanzo en el experimento 2 (Tabla 13). Sin embargo, las condiciones aplicadas en el
experimento 2 dieron lugar a los valores minimos de repetitividad. El experimento 6 dio
como resultado los segundos valores mas altos para la cantidad total de fitoesteroles con
repetitividad aceptable. El coeficiente de variacion fue inferior al 3%. Por lo tanto, las
condiciones utilizadas en el experimento 6 se consideraron las més apropiadas y fueron

las aplicadas en el método propuesto.

El tiempo total de metilacion seleccionado fue de 60 min, 30 min en condiciones
basicas y 30 min en condiciones &cidas. Este tiempo fue méas largo comparado con el
utilizado en el método estandar para la preparacion de los ésteres metilicos de acidos
grasos, que es de 20 min en total, 10 min en condiciones basicas para la reaccion de
transmetilacion seguido de 10 min en condiciones acidas para la reaccion de AGL. Para
examinar si tal diferencia podria tener una influencia en los resultados de la
composicion de acidos grasos, se analizaron los aceites de colza, girasol y soja

aplicando ambos tiempos de metilacion, 20 y 60 min.

Tabla 13.- Optimizacion de las condiciones en el anélisis de fitoesteroles totales (mg/kg

de aceite) por el método propuesto.

Experimento M(l:ﬁ;t)ra 1'(ir?1rirlnr;o extrNaZ(?ignes Colza 1l Colza 2

1 50 120 3 7680+309  7820+249
2 100 120 3 8404+446  8721+814
3 50 120 1 7729%71 7618+104
4 100 120 1 77724150  7819+146
5 50 60 1 7702165 79684132
6 50 60 3 7939+219 7985%70
7 100 60 1 7574+36 7529194
8 100 60 3 7796196 7803120

Los resultados se expresaron como valores medios seguidos de desviacion estandar (n=3).
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Los resultados mostraron diferencias leves pero significativas (Tabla 14). Se
observo una disminucién de acidos grasos poliinsaturados, es decir, &cidos linoleico y
linolénico, y, en consecuencia, aumentaron significativamente los &cidos grasos
saturados, principalmente los &cidos palmitico y estearico. Este hecho se puede atribuir
a la degradacién oxidativa de los acidos poliinsaturados, que reaccionan facilmente con
el oxigeno dando lugar a una serie de compuestos no volatiles y volatiles (Frankel,
2012). Para evitar la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados fue necesario llevar
a cabo las reacciones de metilacién en condiciones inertes, es decir, usando una
corriente de nitrogeno para desplazar el aire disuelto en las soluciones reactivas y en el
espacio superior del tubo de reaccion. Segun el método estandar (IUPAC, 1992),
cuando los aceites o grasas son especialmente susceptibles a degradacion oxidativa,
principalmente aceites y grasas que contienen acidos grasos con mas de dos dobles
enlaces, es aconsejable purgar los reactivos y el matraz de reaccion con nitrégeno
durante unos minutos. Esto generalmente no se realiza en grasas y aceites con baja
acidez, como los utilizados en el presente estudio, pero en este caso fue necesario

debido al prolongado tiempo de reaccion aplicado.

Para confirmar que las condiciones seleccionadas en la preparacion de la
muestra permitian la liberacion completa de fitoesteroles de sus formas esterificadas, se
afiadio estearato de colesterol a uno de los dos aceites crudos en concentraciones
comprendidas entre 300 y 3000 mg/kg aceite. El aceite enriquecido fue analizado segun
las condiciones analiticas seleccionadas y la recuperacion del analito fue valorada sobre
una base molar. La recuperacion promedio del estearato de colesterol agregado al aceite
de colza fue del 94%. Por tanto, las condiciones aplicadas en la etapa de preparacion de
la muestra fueron suficientes para la liberacion completa de fitoesteroles a partir de sus
formas esterificadas. Por otra parte, estos resultados también fueron indicativos de una

buena exactitud del método.
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Tabla 14.- Influencia del tiempo de metilacion en la composicidn de &cidos grasos.

Aceite de colza

Aceite de girasol

Aceite de soja

20 min 60 min 20 min 60 min 20 min 60 min
C16:0 4,42+0,02b 4,57+0,05a 5,95+0,07b 6,13+0,03a 10,68+0,16b 11,39+0,08a
C16:1 0,19+0,00 0,18+0,01 0,09+0,01 0,08+0,00 0,09+0,00 0,09+0,01
C18:0 1,62+0,02b 3,52+0,25a 3,33+£0,07b 4,60+0,12a 3,61+0,04b 4,82+0,08a
C18:1 63,47+0,12 63,66+0,26 29,32+0,12b 30,24+0,12a 25,32+1,40 25,54+0,15
C18:2 19,21+0,05a 17,98+0,17b 60,09+0,15a 57,96+0,21b 53,04+1,08 54,22+0,19
C20:0 0,57+0,01 0,58+0,03 0,37+0,01a 0,29+0,01b 0,46+0,01 0,44+0,03
C18:3 8,44+0,05a 7,67+0,05b 0,11+0,01a 0,08+0,01b 5,99+0,11 5,85+0,08
C20:1 1,82+0,04a 1,59+0,04b 0,15+0,00a 0,12+0,00b 0,47+0,01a 0,33+0,01b
C22:0 0,26+0,01 0,25+0,01 0,58+0,01a 0,49+0,01b 0,35+0,02 0,30+0,04

Los resultados se expresaron como valores medios seguidos de desviacion estandar (n=5). De acuerdo con la prueba de la t de student, diferentes letras para un acido
graso dado muestran diferencias significativas entre los valores medios proporcionados por los dos métodos analiticos en cada aceite (p <0,05).
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Para la separacion de las fracciones de ésteres metilicos de &cidos grasos y
fitoesteroles se utilizaron dos tipos de cartuchos de extraccion en fase sélida, silice (Si-1
g, 6 mL) y aminopropilo (NH2-500 mg, 3 mL) (Agilent Technologies). La eficacia de
separacion se evalu6 mediante cromatografia en capa fina, que se realizé en placas de
silice (Merck, Darmstadt, Alemania). El eluyente utilizado fue hexano:éter dietilico

(80:20 v/v) y las fracciones fueron reveladas con vapor de yodo.

El fraccionamiento con el cartucho de silice no fue tan reproducible como el
obtenido con la fase amino. Resultados similares han sido observados por Hopia et al.
(1992) en el andlisis de clases de lipidos en aceites comestibles. Estos autores sugirieron
que las diferencias entre las dos columnas de extraccion en fase sélida se debian
probablemente a una mayor adsorcion de humedad del aire sobre la silice, que es
ligeramente mas polar que la fase amino. Se concluyd que la humedad tiene un efecto

menor sobre la fase amino en comparacion con la silice.

4.1.2 Optimizacion de condiciones cromatogréaficas en el analisis de fitoesteroles

El tipo de inyeccion de muestra en el analisis de cromatografia de gases de
fitoesteroles tambien fue evaluado. Se examinaron dos tipos, una inyeccion de split en
caliente a través de un inyector split-splitless y una inyeccion de split en frio a través de
un inyector de vaporizacion de temperatura programada (PTV, del inglés). Los
cromatogramas obtenidos con el inyector PTV presentaron sefiales mas intensas como
consecuencia de un efecto de concentracion de los analitos (Figura 14). La inyeccion de
vaporizacion de temperatura programada ejercio, por tanto, una gran influencia sobre
los fitoesteroles presentes en cantidades menores, lo que permitié una determinacion
mas precisa. Como resultado, la inyeccion de split en frio fue el modo de inyeccion
elegido. Con fines comparativos, también fue el modo de inyeccién utilizado en el

método estandar.
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Figura 14.- Cromatogramas de fitoesteroles obtenidos usando inyeccion de vaporizacion de
temperatura programada (a) y un inyector de split en caliente (b). Asignacion: 1, Colesterol; 2,
Colestanol; 3, Brasicasterol; 4, Campesterol; 5, Estigmasterol; 6, A7-Campesterol; 7, A-5,23-
Estigmastadienol; 8, Clerosterol; 9, p-Sitosterol; 10, A5-Avenasterol; 11, A-5,24-
Estigmastadienol; 12, A7-Estigmastenol; 13, A7-Avenasterol.
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Identificacion de fitoesteroles
La identificacion de fitoesteroles se confirmé mediante espectrometria de masas.

Se evaluaron los fitoesteroles como compuestos puros en las condiciones
experimentales mencionadas en el apartado 3.4.5. Los picos cromatograficos no
presentaron solapamientos ocultos debido a la coelucion con otros compuestos
minoritarios. Los picos base, asi como los fragmentos identificadores obtenidos para
cada fitoesterol, se enumeran en la Tabla 15.

Tabla 15.- Caracteristicas de espectrometria de masas de los fitoesteroles en el anélisis

de identificacion por cromatografia gases-masas.

PM? PM Derivatizado Pico Base Identificador

Colesterol 386 458 368 329
Brasicasterol 398 470 380 365
Campesterol 400 472 382 343
Estigmasterol 412 484 255 394
A7-Campesterol 400 472 472 367
Clerosterol 412 484 121 414
B-Sitosterol 412 486 396 357
A5-Avenasterol 412 484 296 386
A5,24-Estigmastadienol 412 484 296 414
A7-Estigmastenol 414 486 213 255
A7-Avenasterol 412 484 343 253

#Peso Molecular
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Los resultados mostraron que la fraccion de fitoesterol no presentd otros
compuestos que interfirieran en el analisis de cromatografia gaseosa. Como se ha
observado en otros estudios analiticos, alcoholes alifaticos y dialcoholes triterpénicos
presentes en concentraciones variables en la fraccion insaponificable de aceites de
frutos como los aceites de oliva, podrian interferir en el analisis de fitoesteroles por
superposicion de picos cromatograficos (Mathison & Holstege, 2013; Secmeler &
Giiclii Ustiindag, 2017). Por lo tanto, el procedimiento analitico desarrollado en el
presente estudio es aplicable para el anlisis de aceites de semillas, pero puede encontrar
dificultades analiticas en muestras mas complejas como los aceites de frutos

oleaginosos, tales como los aceites de oliva y otros.

4.1.3 Validacion del método propuesto

Para la validacion del método se analizaron tres aceites vegetales diferentes y los
resultados obtenidos fueron comparados con los proporcionados por los métodos
oficiales utilizados para la determinacion de la composicion de acidos grasos y la

cuantificacion de fitoesteroles en aceites, respectivamente.

Composicion de acidos grasos

La composicion de acidos grasos no mostréd diferencias significativas en
comparacion con el método oficial (Tabla 16). Solo se encontraron diferencias
significativas para el acido linoleico en el aceite de girasol cuando se aplico la prueba de
la t de student. El nivel relativo de acido linoleico fue ligeramente mayor en el método
propuesto. Sin embargo, la diferencia encontrada fue inferior al 0,4%, que es bastante
inferior al valor de repetitividad del método estandar. De acuerdo con el método oficial,
la diferencia entre los resultados de dos determinaciones llevadas a cabo
simultdneamente o en sucesion rapida con la misma muestra, por el mismo analista, en
las mismas condiciones, no debe exceder en 0,5 g/100 g de muestra o el 10% del valor
determinado, lo que sea mayor (IUPAC, 1992). La preparaciébn de muestra en

condiciones inertes redujo considerablemente la desviacidn estandar. El coeficiente de
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variacion fue menor o igual a 1,5% para aquellos acidos grasos presentes en niveles

superiores a 0,5%.
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Tabla 16.- Composicion de acidos grasos (%) segun el procedimiento estandar y el método propuesto.

Aceite de colza

Aceite de girasol

Aceite de soja

Estandar Propuesto Estandar Propuesto Estandar Propuesto
C16:0 4,42+0,00 4,430,01 5,99+0,02 5,9740,01 1073200 10,7200
C16:1 0,19+0,00 0,19+0,00 0,09+0,00 0,08+0,01 0,09+0,00 0,09+0,01
C18:0 1,83+0,03 1,81+0,03 3,61+0,06 3,57+0,04 3,59+0,03 3,57+0,05
ci8:1 623 A420.0 6:;3'441“0'0 29,38+0,10 29,3620,03 2;"3810’0 224,35i0,0
C18:2 119 16:0.0 129 A7£0,0 59,56+0,02b 59,77+0,04a 55’8310’0 55,9%0,1
C20:0 0,58+0,00 0,58+0,00 0,42+0,11 0,33+0,01 0,43+0,01 0,42+0,01
C18:3 8,28+0,01 8,28+0,02 0,11£0,03 0,09+0,00 6,04+0,01 6,05+0,01
C20:1 1,79+0,01 1,81+0,01 0,20+0,05 0,17+0,01 0,52+0,04 0,50+0,04
C22:0 0,31+0,01 0,30+0,03 0,66+0,00 0,66+0,00 0,39+0,02 0,42+0,06

Los resultados se expresaron como valores medios seguidos de desviacion estandar (n=5). De acuerdo con la prueba de la t de student, las diferentes letras para un

acido graso dado muestran diferencias significativas entre los valores medios proporcionados por los dos métodos analiticos en cada aceite (p <0,05).
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Fitoesteroles

De forma similar a la composicion de acidos grasos, las concentraciones de
fitoesteroles fueron similares a las obtenidas en el método oficial (Tabla 17). No se
encontraron diferencias significativas entre los dos métodos para los fitoesteroles
principales, Brasicasterol, Campesterol Estigmasterol y B-Sitosterol, o para la cantidad
total de fitoesteroles. Con excepcion del clerosterol, se encontraron diferencias leves
pero significativas para los fitoesteroles presentes en cantidades menores cuando se
aplico un modelo lineal general multivariado. Sin embargo, la prueba de Levene mostro
significacion, indicando que no se cumplia la hipotesis de varianzas iguales. La
aplicacion de un test no-paramétrico s6lo mostré diferencias significativas entre los dos

métodos para el AS,24-Estigmastadienol.

La repetitividad del método propuesto fue aceptable. El coeficiente de variacion
fue inferior al 10% para los principales fitoesteroles, asi como para su cantidad total
(Tabla 17). Resultados similares han sido obtenidos por Toivo et al. (1998), quienes
propusieron una determinacion de fitoesteroles basada también en una separacion
mediante extraccion en fase solida. El coeficiente de variacién obtenido en el presente
estudio para la cantidad total de fitoesteroles fue relativamente bajo en el aceite de colza
y similar al encontrado en el método oficial (<1,5%). Tales resultados estan de acuerdo
con los obtenidos en la optimizacion de la preparacion de la muestra, en los que se

utilizaron dos aceites de colza (Tabla 13).
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Tabla 17.- Andlisis de fitoesteroles segun el procedimiento estandar y el método propuesto.

Aceite de colza Aceite de girasol Aceite de soja
Estandar  Propuesto Estandar  Propuesto Estandar Propuesto
Composicion (%)
Colesterol* 4145 37+3 nd nd 18+6 12+2
Brasicasterol 806+4 821+20 nd nd nd nd
Campesterol 334317 3293145 412+14 417140 5337 538+48
Estigmasterol 31+8a 21+1b 34445 362+38 499+5 531+53
A7-Campesterol* 45+5a 33+6Db 64+12a 34+9b nd nd
A5,23-Estigmastadienol* 24+4b 48+2a 91+3 92+13 nd nd
Clerosterol 40£6b 59+2a 44+2 36+14 nd nd
B-Sitosterol 4077+72 4115455 265684  2684+203 1642+54  1608+142
A5-Avenasterol* 281+6a 253+4b 179+4 184+15 41+9a 29+5b
A5,24-Estigmastadienol* **  28+2b 57+5a 56+5b 76x7a 4916 44+3
A7-Estigmasterol* 10+3b 36+12a 414+4b 494+31a 93+t1b 105+6a
A7-Avenasterol* 742 8+l 17242 198+25 43+3 48+5
Total (mg/kg) 8732 +105 8781+96 4434 £ 107 4577 + 380 2917 £ 63 2916 + 261

Los resultados se expresaron como valores medios seguidos de desviacién estandar (n=5). De acuerdo con la prueba de la t de Student, diferentes letras para un
fitoesterol dado muestran diferencias significativas entre los valores medios proporcionados por los dos métodos analiticos en cada aceite (p <0,05). * Diferencias
significativas entre los métodos seguin un analisis de modelo lineal general multivariado (p <0,05). ** Diferencias significativas entre los métodos segun la prueba
no paramétrica conocida como la prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes (p <0,05). nd, no detectado.
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4.2 INFLUENCIA DEL PROCESO DE EXTRACCION

La produccion comercial de los aceites de girasol se realiza mediante una
extraccion mecanica en prensa seguida de una extraccion con el disolvente autorizado,
hexano. En general, ambos aceites se mezclan y el aceite resultante se somete al proceso
de refinacion antes de ser comercializado. Sin embargo, el interés creciente de los
consumidores por productos minimamente procesados y carentes de aditivos ha
favorecido la comercializacion de alimentos de alto valor afiadido que responden a estas
caracteristicas. En ese sentido, la extraccion de aceites comestibles mediante presion
mecénica permite obtener aceites que pueden ser comercializados como aceites

especiales, bien como aceites virgenes o refinados libres de disolvente.

En este apartado se estudia por separado la influencia de los procesos de
extraccion, por presion y, posteriormente, con disolvente, en las caracteristicas
fisicoquimicas de aceites de girasol de semillas modificadas genéticamente. A efectos
comparativos, también se evalUa el aceite total obtenido mediante extraccion con
Soxhlet en el laboratorio. Los estudios se han realizado con tres muestras de semillas

facilitadas por el Instituto de Agricultura Sostenible.

4.2.1 Rendimiento graso

Los procedimientos de extraccion de aceite se han descrito en el apartado 3.2 y

las cantidades de semillas recibidas de cada muestra se reflejan en el apartado 3.1.3.

El pretratamiento de las semillas se compone de dos operaciones fundamentales,
calentamiento-acondicionamiento y molienda (Williams, 1997; Van Hoed et al., 2010),
y afecta al rendimiento de aceite. Todas las semillas del presente estudio recibieron el
mismo pretratamiento a pesar de la diferencia morfoldgica que se apreciaban entre ellas,
en cuanto a tamafio y rigidez de la cascara. A las semillas se les adiciond agua en una
proporcion de 10% y se sometieron a 60°C durante 1 h. En este trabajo se empleé la

semilla de girasol integra, sin descascarar.
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En la Tabla 18 se recogen los resultados obtenidos para el contenido de humedad
de las semillas, la riqueza grasa total, determinada mediante extraccion con hexano en
Soxhlet en el laboratorio, y rendimiento graso de los procesos de extraccion con prensa
seguida de extraccion con disolvente en planta piloto.

Las semillas presentaron valores de humedad comprendidos entre 4,5 y 6,7%,
siendo los mas bajos los de la muestra GF-7. Se encontraron ligeras diferencias
significativas entre las dos cosechas estudiadas para las semillas Control y GF-2,
mostrando un contenido mayor las semillas pertenecientes a la cosecha de 2015. Por el
contrario, no se encontraron diferencias significativas para las semillas GF-7. Los
valores encontrados fueron similares a los que se recogen en la bibliografia consultada
para semillas de girasol durante el almacenamiento. Asi, los estudios de Aquino et al.
(2019) mostraron un contenido de humedad de 4,0% + 0,10 y los de Castro & Leite
(2018) valores que oscilaron entre 5 y 10%.

Con respecto al rendimiento graso (Tabla 18), la extraccion en prensa presentd
valores comprendidos entre 21 y 31%, expresados sobre peso de semilla. En las
muestras GF-7 se obtuvieron valores ligeramente superiores, con promedios de
aproximadamente 30% frente al 23 y 25% obtenidos en el Control y GF-2,
respectivamente. Segun Gunstone (2002), la extraccion mecanica del aceite de girasol
puede alcanzar rendimientos comprendidos entre 70 y 80%. En el presente estudio, las
semillas GF-2 y GF-7 presentaron valores comprendidos entre el 71 y 73% de la grasa
total extraida de la semilla. No se encontraron diferencias significativas para el

rendimiento graso en prensa entre cosechas.

En los pellets resultantes, el contenido de grasa obtenida con disolvente fue del
mismo orden para las muestras Control y GF-7, con valores promedios de 16%, Yy
ligeramente inferior para la muestra GF-2, con un 13%. La cantidad total de aceite
extraido en los dos procedimientos, prensa y disolvente, fue coherente con los valores
de riqueza grasa obtenidos en el laboratorio. De hecho, el contenido de aceite residual
en la torta fue muy bajo, oscilé entre 0,1-0,3%. Expresados sobre la cantidad total de
aceite extraido, la grasa residual constituyd tan sélo el 0,2-0,5%, lo que indica que el

proceso de extraccién global fue efectivo.
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Tabla 18.- Caracteristicas de las semillas y rendimientos de los procesos de extraccion de aceite.

Control GF-2 GF-7
2015 2017 2015 2017 2015 2017

Humedad (%) 6,7+0,15bC  5,5+0,18aC 6,2+0,13bB 5,11+0,18aB 4,5+0,12aA 4,6+0,17aA
Riqueza grasa® (%) 32,7+0,8aA  37,5%0,4bA 35,1+0,8aA 32,6+0,2bA 42,0+0,1aB 37,6+0,3bB
Rendimiento graso (%)

Prensa 21,3+1,1aA  24,7+1,2aA 26,8+1,3aB 24,5+1,2aB 31,2+1,6aC 28,2+1,4aC

Disolvente® 16,4+1,6aB  14,8+1,5aB 14,1+1,4aA 12,3+1,2aA 18,2+1,8bB 14,8+1,5aB

Prensa + Disolvente®  34,2+1,7aA  35,8+1,6aA 37,1+1,7aA 33,8+1,5aA 43,7+2,0bB 38,8+1,8aB
Grasa residual® (%) 0,17+0,05aAB 0,24+0,02aAB 0,20+0,0aA 0,12+0,04aA 0,24+0,07aB 0,30+0,09aB

& Cantidad total de aceite obtenido mediante Soxhlet en el laboratorio. ® Expresado sobre pellets. ¢ Expresado sobre semillas. ¢ Cantidad de aceite presente en la harina.
Diferentes letras mindsculas indican diferencias entre cosechas y diferentes letras mayusculas entre muestras (p <0.05).
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4.2.2 Acidez

En la Tabla 19 se presentan los resultados de acidez de los distintos aceites
obtenidos mediante presion y, a continuacion, extraccién con hexano. En todos los
casos, la acidez libre no super6 el 2%. Los aceites de prensa presentaron menor acidez,
con valores inferiores o iguales al 1%, mientras que los obtenidos mediante extraccion
con disolvente oscilaron entre 0,7 y 1,6%. Los menores valores de acidez encontrados
para los aceites de prensa estan de acuerdo con estudios previos (Van Hoed et al., 2010;
Aguirre et al., 2014; Fernandez-Cuesta et al., 2014b). Este hecho es caracteristico de
semillas de calidad, con un bajo grado de hidrolisis, y constituye un factor de gran

interés para estudios de refinacion, como se profundizara mas adelante.

Tabla 19.- Acidez (%) del aceite extraido mediante prensado y posterior extraccion con

disolvente.
Control GF-2 GF-7
2015 2017 2015 2017 2015 2017
Prensa 0,15 1,00 0,26 0,99 0,10 1,00
Disolvente 0,71 1,42 0,84 1,64 0,59 1,55

Los resultados se expresan como valores medios. La repetitividad de la determinacion de la acidez libre
es inferior al 5%.

4.2.3 Composicidn de acidos grasos

En las Tablas 20-21 se presentan los resultados obtenidos para la composicién
de &cidos grasos de los aceites obtenidos mediante presion y con disolvente en las

cosechas de 2015 y 2017, respectivamente.

La composicion de acidos grasos, asi como el contenido y composicion de
fitoesteroles, fueron determinados por la nueva metodologia puesta a punto en el

presente trabajo de Tesis (apartado 3.4.6.1). A efectos comparativos se han incluido
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también los resultados obtenidos para las muestras de aceite extraidas con Soxhlet en el
laboratorio.

Un andlisis global del conjunto total de datos mostré que las tres muestras de
semillas presentaron aceites con composiciones de acidos grasos similares vy
caracteristicas de aceites de girasol (Tabla 4). Como era de esperar, predominaron dos
acidos insaturados, C18:1 y C18:2. Ambos constituyeron el 87-89% del conjunto de
acidos grasos, lo cual es coherente con los valores publicados en otros estudios (86-
90%) (Nimet et al., 2011; Roman et al., 2013; Rai et al., 2016; de Aquino et al., 2019).
El anélisis global de datos no mostr6 diferencias significativas entre las tres muestras
analizadas para estos dos acidos grasos. Sin embargo, se apreciaron ligeras diferencias,
pero significativas (p<0,05), para los &cidos grasos saturados C16:0, C18:0, C20:0,
C22:0 y C24:0.

No se encontraron diferencias significativas en la composicion de &cidos grasos
entre los aceites de prensa y los obtenidos con disolvente. Tampoco se encontraron
diferencias significativas cuando se compararon los aceites otenidos por los tres
métodos de extraccion, prensa, disolvente y Soxhlet. Por tanto, los resultados mostraron
que los procesos de extraccion no tuvieron una influencia significativa en la

composicion de acidos grasos.
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Tabla 20.- Composicion de acidos grasos (%) de los aceites de 2015.

Control

GF-2

GF-7

Soxhlet Prensa Disolvente

Soxhlet Prensa Disolvente

Soxhlet Prensa Disolvente

Acidos grasos
C16:0
Cl6:1
C18:0
C18:1
C18:2
C20:0
C18:3
C20:1
C22:0
C24:0

7,4+0,03 7,3+0,05
0,2+0,01 nd nd
4,3+0,04 4,3+0,02 4,3+0,01
35,2+0,20 35,3+0,08 34,3+0,08
51,4+0,21 51,8+0,13 52,4+0,04
0,4+0,02
0,2+0,01 nd nd
nd nd nd
0,7+0,02 0,7+0,01 0,7+0,02
0,3+0,02 0,3+0,02 0,3+0,01

7,7+0,05

0,4+0,02 0,4+0,01

7,0£0,07 7,0£0,22 7,3%0,29
nd nd nd

2,6+0,15

34,5+0,12 34,4+1,40 33,7+1,41

2,5+0,06 2,5+0,16

54,8+0,21 55,0+1,33 55,5+1,29
0,2+0,01
0,2+0,01 nd nd
nd nd nd
0,5+0,03 0,6+0,03 0,5+0,01
0,2+0,01

0,2+0,03 0,2+0,02

0,2+0,01 0,3+0,02

5,9+0,10 6,0+0,04 6,440,013
nd nd nd
3,9+0,07 3,9+0,03 4,0+0,03
40,8+0,35 39,2+0,58 38,3+0,73
47,9+0,39 49,6+0,58 49,9+0,65
0,3+0,03 0,3+0,01 0,4+0,02

0,2+0,02 nd nd
nd nd nd
0,7+0,08 0,7+0,02 0,7+0,02

0,3+0,03 0,3+0,01 0,4+0,02

nd, no detectado. Los resultados se expresan como valores medios + desviacién estandar (n=3 para los aceites Control prensa y disolvente y n=4 para el resto).
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Tabla 21.- Composicion de acidos grasos (%) de los aceites de 2017.

Control

GF-2

GF-7

Soxhlet Prensa Disolvente

Soxhlet Prensa Disolvente

Soxhlet Prensa Disolvente

Acidos grasos

C16:0
Cle:1l
C18:0
Ci8:1
C18:2
C20:0
C18:3
C20:1
C22:0
C24:0

6,9+0,06 7,0+0,01 7,3+0,02
0,2+0,00 0,2+0,00 0,2+0,00
3,6+0,01 3,6+0,01 3,6+0,01
30,8+0,08 30,0+0,02 29,0+0,03
57,2+0,10 57,9+0,05 58,5+0,06
0,3+0,00 0,3+0,00 0,3+0,00

nd 0,1+0,00 0,1+0,00
0,2+0,00 0,2+0,00 0,2+0,00
0,6+0,00 0,6+0,00 0,6+0,01
0,3+0,00 0,3+0,00 0,3+0,00

6,6+0,11 6,5+0,01 6,8+0,03
nd nd nd
3,0+0,05 3,0+0,01 3,2+0,01
31,0+0,17 30,0+0,08 29,6+0,04
58,7+0,23 59,5+0,09 59,3+0,07
0,2+0,01 0,3+0,04 0,2+0,00
nd nd nd
nd 0,1+0,02 0,2+0,00
0,5+0,02 0,4+0,05 0,5+0,01
nd 0,1+0,02 0,2+0,00

7,1+0,15 7,1+0,01 7,4+0,00

nd 0,1+0,00 0,1+0,00
4,0£0,02 4,1+0,03 4,1+0,01
23,9+0,15 23,8+0,02 23,6+0,02
64,0+0,10 63,6+0,02 63,3+0,02
0,3+0,02 0,3+0,00 0,3+0,00

nd 0,1+0,00 0,1+0,00

nd 0,2+0,00 0,2+0,00
0,5+0,02 0,6+0,01 0,6+0,00
0,3+0,03 0,3+0,00 0,3+0,00

nd, no detectado. Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estandar (n=4).
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Sin embargo, se encontraron diferencias sustanciales entre aceites de semillas de
diferentes cosechas, principalmente para los dos &cidos grasos méas abundantes, C18:1 y
C18:2. Las cantidades de C18:1 fueron mas elevadas para los aceites de la cosecha
2015, con un promedio de 36,6% (+2,6) frente a 28,1% (£3,2) en 2017. Lo contrario
ocurrio para el C18:2, con un promedio de 51,8% (+2,8) en 2015 frente a 60,2% (+2,7)
en 2017. Dado que el factor cosecha presentd una elevada variabilidad, se aplicd
analisis estadistico a los datos de cada cosecha por separado. Los resultados de este
analisis mostraron ligeras diferencias para todos los acidos grasos cuando se
compararon las tres muestras, tanto en la campafia 2015 como en la 2017. Nuevamente
no se encontraron diferencias significativas cuando se compararon los tres métodos de

extraccion, ni en 2015 ni en 2017

Las diferencias sustanciales encontradas entre aceites de diferentes cosechas
podrian estar relacionadas con diferencias en las condiciones medioambientales durante
el desarrollo de la semilla. En este sentido, diferencias en la temperatura y el estrés
hidrico pueden tener consecuencias en la acumulacion fisiologica de acidos grasos
(Roche et al., 2006, 2016, 2019). Se ha observado que un aumento de la temperatura
combinado con un déficit moderado de agua aumenté la relacion C18:1/C18:2. El efecto
de estos factores dependid, sin embargo, de la tipologia del genotipo estudiado (girasol
frente a girasol alto oleico). En aceites de girasol alto oleico, solamente la temperatura
afecto la relacion C18:1/C18:2 (Roche et al., 2006).

En el presente estudio se han detectado diferencias de temperaturas entre las dos
cosechas. La cosecha 2017 estuvo expuesta a temperaturas mas elevadas, con un
promedio de temperatura de 29,0°C frente a 27,5°C en 2015. También fueron mas
elevadas las méaximas, 37,7°C frente a 36,6°C, y, especialmente, las temperaturas
minimas, 20,0°C frente a 17,4°C. En la Figura 15 puede observarse la distribucion de las
temperaturas registradas durante el tiempo de cultivo. Las principales diferencias se
encuentran en el periodo inicial, donde claramente las temperaturas en 2017 fueron
significativamente mas elevadas. Sin embargo, a diferencia de otros estudios (Roche et
al., 2006), el cociente C18:1/C18:2 disminuyo notablemente en la cosecha 2017, de
0,71 en 2015 a 0,47.
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También se han encontrado diferencias en las precipitaciones acontecidas entre
ambas cosechas. Si bien en la cantidad total de precipitaciones no se observaron
cambios sustanciales entre 2015 (0,47 mm/dia) y 2017 (0,48 mm/dia) (Tabla 11), si se
hallaron diferencias en la distribucién de estas precipitaciones a lo largo del tiempo
(Figura 15), pudiendo afectar de forma distinta en diferentes estadios de desarrollo de la
semilla. En la cosecha 2015 las precipitaciones fueron mas numerosas, pero menos
abundantes que en 2017. En este sentido, Roche et al. (2019) observaron en semillas de
cartamo que una disminucion en las precipitaciones dio lugar a una disminucién de los
niveles de C18:2, mientras que no se observaron diferencias significativas en los niveles
de C18:1.
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Figura 15.- Condiciones meteoroldgicas en 2015y 2017.
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4.2.4 Fitoesteroles

En las Tablas 22-23 se presentan los resultados obtenidos en el estudio de
composicion y contenido de fitoesteroles mayoritarios, en las cosechas 2015 y 2017,

respectivamente.

Con respecto a la composicion de las muestras estudiadas, el nivel promedio de
B-Sitosterol en la muestra Control fue de 62,2% (+2,2). El perfil de fitoesteroles de la
muestra Control es consistente con los obtenidos en otros estudios (Padley et al., 1994;
Fernandez-Cuesta et al., 2012b), donde se indica como mayoritario el B-Sitosterol, con
un rango de 54,0 a 60,6% del total, y un contenido singular en otros fitoesteroles, como
el A7-Estigmastenol (13,3-19,1%), Campesterol (7,9-10,9%), Estigmasterol (9,0-10,5%)
y A7-Avenasterol (2,8-4,2%). Otros fitoesteroles detectados en concentraciones mas
bajas incluyeron A7-Campesterol, Clerosterol, A5-Avenasterol y AS5,24-
Estigmastadienol.

Los porcentajes encontrados de Campesterol y A7-Estigmastenol son los que
caracterizan las lineas estudiadas en el presente trabajo. La muestra GF-2 se caracterizo
por presentar cantidades de Campesterol muy elevadas. En promedio, GF-2 presentd
27,9% (£2,5) de Campesterol frente a 7,2% (x0,7) hallado en las otras dos muestras. La
muestra GF-7 se caracterizo por un elevado contenido de A7-Estimastenol, con un valor
relativo promedio de 26,4% (£2,4) frente a 7,4% (+£0,6) y 16,6% (+1,7) hallados en la
muestra GF-2 y en el Control, respectivamente. El aumento de los niveles de estos dos
tipos de fitoesteroles en las semillas dio lugar a una disminucion en los niveles del
esterol mayoritario, B-Sitosterol. Mientras que el nivel promedio de B-Sitosterol en el
Control fue de 62,2% (£2,2), las cantidades relativas encontradas en GF-2 y GF-7
fueron 49,7% (£1,1) y 51,0% (+2,5), respectivamente.

En relacion con la comparacion de los procesos de extraccion, al igual que en
estudios previos (Aguirre et al., 2014), no se encontraron diferencias sustanciales en la
composicion de fitoesteroles entre aceites extraidos con prensa y posterior extraccion
con disolvente. Solo, en la muestra GF-7 si se observaron ligeras diferencias para el

Campesterol y el A7-Estigmastenol.
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Tabla 22.- Composicion y concentracion total de fitoesteroles mayoritarios en los aceites de 2015.

Control GF-2 GF-7

Soxhlet Prensa Disolvente Soxhlet Prensa Disolvente Soxhlet Prensa Disolvente

Composicién (%)

Campesterol 7,6+0,10 7,840,52 8,4+0,15  29,0+1,37 31,2+1,10 26,7+0,62  6,8+0,15 6,9+0,26  8,0+0,37
Estigmasterol 7,4+0,35 6,7+0,11 10,4+0,32 7,4+0,19 7,5£0,40 9,7+0,24 9,2+0,09 8,9+0,26 10,5+0,26
B-Sitosterol 63,6+0,47 65,2+0,87 62,6+1,14  48,8+0,53 49,7+1,18 50,9+0,37  49,5+0,65 52,9+0,96 53,5+0,73
A5-Avenasterol 2,9+0,28 nd nd 3,5+0,51 nd nd 3,9+0,20 nd nd

A7-Estigmastenol 15,0+0,90 16,6+0,44 14,6+0,75 7,3+0,72  7,2+0,59  8,3+0,91 25,840,65 26,8+0,72 24,0+1,04
A7-Avenasterol 3,6£0,06 3,7+0,05 4,0+0,14 3,9+0,08 4,4+0,18 4,4+0,22 4,6+0,20 4,4+0,18 4,0+0,24

Total (mg/kg) 3644+230b 3246+35a 5065+10c 4008+454b 2839+109a 4849+439c 4415+341b 4290+232a 5754+388c

nd, no detectado. Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estandar (n=3 para los aceites Control prensa y disolvente y n=4 para el resto).
Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre extractos de una misma muestra de semilla (p<0,05), segin ANOVA de un factor y aplicando el
test de Tukey para varianzas iguales o Games-Howell para varianzas desiguales.
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Tabla 23.- Composicion y concentracion total de fitoesteroles mayoritarios en los aceites de 2017.

Control GF-2 GF-7
Soxhlet Prensa  Disolvente Soxhlet Prensa  Disolvente Soxhlet Prensa  Disolvente
Composicion (%)

Campesterol 6,3+0,13  6,2+0,06  7,3+0,15 26,740,33 28,2+0,1 23,4+0,19  7,0£0,04 6,2+0,06 8,3+0,04
Estigmasterol 8,9+0,3 7,8+0,08 11,4+0,14 9,0+0,13 8,9+0,29 11,0+0,11 10,9+0,05 9,4+0,19 12,6+0,25
B-Sitosterol 61,7+0,98 61,2+0,4  57,9+0,2 49,7+0,17 47,5+0,07 50,9+0,35  49,2+0,14 46,6+1,1 48,1+0,09
A5-Avenasterol 1,5+0,03 1,6+0,04 1,7+0,04 3,3+0,04  3,7+0,07  3,3+0,03 0,9+0,05 0,9+0,03 1,5+0,05
A7-Estigmastenol 17,8+1,4 18,8+0,51 17,3+0,46 7,1+0,45 6,7+0,18 7,7+0,64 27,5+0,20 32,5+1,58 24,8+0,48
A7-Avenasterol 3,8+0,12 4,5+0,1 4,4+0,19 4,1+0,11 4,9+0,12  3,6+0,05 4,4+0,04  4,3+0,28  4,6+0,22

Total (mg/kg) 5370+347b 4476+136a 7272+343c

4666+124a 5225+203b 6678+387c

7177£214b 5284+200a 9249+669c

nd, no detectado. Los resultados se expresan como valores medios + desviacién estandar (n=4) Diferentes letras minUsculas indican diferencias significativas entre
extractos de una misma muestra de semilla (p<0,05), segin ANOVA de un factor y aplicando el test de Tukey para varianzas iguales 0 Games-Howell para varianzas

desiguales.
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Con respecto a la influencia del afio de cosecha, las diferencias encontradas en la
composicidon de fitoesteroles fueron bajas, aunque significativas (p<0,05). Para detectar
dichas diferencias en cada una de las muestras de semillas se aplicd una prueba no
paramétrica. En este estudio no se consider6 al A5-Avenasterol, ya que, con excepcion
del aceite obtenido en Soxhlet en el laboratorio, no fue detectado en la campafia 2015.
Los resultados de la muestra Control mostraron diferencias significativas en todos los
casos excepto para el Campesterol. En la muestra GF-2 se observaron diferencias
significativas entre cosechas excepto para el [B-Sitosterol, A7-Estimastenol y A7-
Avenasterol. Y, finalmente, en la muestra GF-7 se detectaron diferencias significativas
solo para el Estigmasterol.

En cuanto al contenido total de fitoesteroles, la muestra GF-7 presentd mayores
concentraciones que las muestras Control y GF-2, mientras que no se encontraron
diferencias significativas entre las dos Ultimas muestras, ni para la cosecha 2015
(p=0,443) ni para la de 2017 (p=0,912).

Los aceites obtenidos mediante extraccion con disolvente presentaron mayores
concentraciones de fitoesteroles totales que los obtenidos por prensa. Las cantidades
encontradas en los aceites de disolvente estuvieron comprendidas entre 4849 y 9249
mg/kg, mientras que en los aceites de prensa entre 2839 y 5284 mg/kg. Estos resultados
estdn de acuerdo con estudios previos en semillas de girasol (Aguirre et al., 2014;
Fernandez-Cuesta et al., 2014a) y también en otras semillas (Li et al., 2007; Van Hoed
et al., 2010). Las mayores concentraciones de fitoesteroles totales en los aceites de
disolvente pueden ser atribuidas a la mayor capacidad extractiva del disolvente, a pesar
de su menor polaridad comparada con el aceite. En los aceites de prensa la
concentracion de fitoesteroles depende del contenido de aceite liberado, que actia como
un disolvente. Una vez que el aceite se satura éste no puede incorporar mas
fitoesteroles. Sin embargo, en la extraccion con disolvente los fitoesteroles se van
concentrando mediante el contacto continuo con disolvente fresco de un material que,

de partida, ya ha perdido gran cantidad de aceite en el primer proceso de extraccion.

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas entre los aceites

obtenidos por prensa y los de Soxhlet en el laboratorio, ni en la cosecha 2015 (p=0,111)
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ni en la de 2017 (p=0,406). Aun cuando las concentraciones de fitoesteroles totales
fueron més elevadas en los aceites de disolvente, su contribucion al aceite total no fue
suficiente para aumentar significativamente los niveles presentes en los aceites de
prensa. Por tanto, en cuanto al contenido total de fitoesteroles, los aceites de prensa
constituyen una buena alternativa a los aceites resultantes de la mezcla
prensa/disolvente. Ademas, estos Ultimos deben ser refinados, produciéndose como
consecuencia del refino pérdidas parciales de fitoesteroles (Verleyen et al., 2002b;
Ortega-Garcia et al., 2006; Aguirre et al., 2012)

Los aceites de la cosecha 2017 presentaron claramente mayores concentraciones
de fitoesteroles totales que los de la cosecha 2015. Las concentraciones halladas para los
aceites de prensa estuvieron comprendidas entre 2839 y 4290 mg/kg en 2015 y entre
4476 y 5284 mg/kg en 2017. Asimismo, en los aceites de disolvente se encontaron
concentraciones comprendidas entre 4849 y 5754 mg/kg y entre 6678 y 9249 mg/kg en
2015 y 2017, respectivamente. El factor cosecha tuvo, por tanto, una elevada influencia
en el contenido total de fitoesteroles. Su contribucién a la variabilidad total del conjunto
de resultados fue mayor que la del tipo de semilla y similar a la del proceso de

extraccion.

De forma similar a lo observado para la composicion de acidos grasos, las
notables diferencias halladas en el contenido total de fitoesteroles entre cosechas
podrian ser atribuidas a las diferencias en las condiciones medioambientales durante el
desarrollo de las semillas. Las mayores temperaturas registradas en 2017 en
combinacion con las diferencias comentadas en el registro de precipitaciones podrian
explicar las cantidades mas elevadas de fitoesteroles totales en los aceites de esta
cosecha. En este sentido, Schaller (2003) sugiri6 que una mayor acumulacién de
fitoesteroles en el girasol puede ser una respuesta de las semillas a altas temperaturas,
debido a su papel en la regulacion de la fluidez y la permeabilidad de la membrana.
Posteriormente, Roche et al. (2006) observaron que niveles elevados de fitoesteroles
estaban relacionados con temperaturas calidas y grave déficit de agua. En otro estudio,
Jane Roche et al. (2010) afirmaron que niveles mas altos de fitoesteroles totales se
obtuvieron con la siembra tardia, registrandose temperaturas medias mas altas durante la

floracion y la maduracion de la semilla. Estos resultados coinciden con otros estudios
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sobre semillas de cartamo (Roche et al., 2019). Resultados similares han sido obtenidos
en semillas de soja sometidas a temperaturas elevadas en invernadero (Vlahakis &
Hazebroek, 2000) y en el campo (Yamaya et al. al., 2007), mientras que no se ha
observado ningun efecto de la temperatura en semillas de canola (Hamama et al., 2003).
Por otra parte, diferentes autores han informado que el estrés hidrico durante el
desarrollo de la semilla mejora la acumulacion de fitoesterol en las semillas de girasol
(Roche et al., 2006; Anastasi et al., 2010).

Con objeto de comparar el contenido total de fitoesteroles en las semillas, se
hizo una estimacion a partir de las concentraciones de fitoesteroles totales halladas en
los aceites de prensa y disolvente, por un lado, y de los rendimientos grasos, por otro.
En la Tabla 24 se muestran los valores estimados. Las semillas GF-7 presentaron un
contenido de fitoesteroles totales de aproximadamente un 50% mas que el Control en la
cosecha 2015 y proximo a un 30% mas en la cosecha 2017. Los valores estimados para
las semillas GF-2 fueron similares a los hallados en las semillas Control. Las cantidades
totales de fitoesteroles estimadas en las semillas son coherentes con estudios genéticos
previos. En este sentido, diferentes hibridos de girasol enquecidos en fitoesteroles
mostraron cantidades totales en un rango comprendido entre 1426 y 4710 mg/kg

semillas (Fernddez-Cuesta et al., 2012a).

Tabla 24.- Contenidos estimados de fitoesteroles totales en aceite total

(prensa+disolvente) y en semillas.

Aceite total (mg/kg) Semillas (mg/kg)

2015 2017 2015 2017
Control 3932 5343 1345 1913
GF-2 3397 5625 1260 1901
GF-7 4709 6367 2058 2470

Datos calculados a partir de los datos de las Tablas 18, 22y 23. Los datos en el aceite han sido calculados
considerando la mezcla integral entre el aceite crudo obtenido en prensa y el aceite crudo obtenido por
disolvente.
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4.25 Tocoferoles

En la Tabla 25 se reflejan los resultados obtenidos para el contenido en estos
compuestos en las muestras. Como era de esperar, ¢l a-tocoferol fue el tocoferol
predominante hallado en los aceites estudiados. También se detectaron pequefias
cantidades de B-tocoferol. El a-tocoferol constituy6 el 96% del total de tocoferoles, lo
cual es consistente con resultados obtenidos en otros estudios (Velasco et al., 2002;
Fernandez-Cuesta et al., 2012b; Ayerdi Gotor et al., 2015).

Los valores hallados para el contenido total de tocoferol se encontraron entre los
valores de Nolasco et al. (2004) (500 a 1200 mg/kg de aceite) y Velasco et al. (2002)
(562-1872 mg/kg de aceite) (Tabla 25). Los valores més elevados fueron hallados en
GF-2, 922 mg/kg (£71), seguidos de los aceites GF-7, 762 mg/kg (x28) y la muestra
Control 512 mg/kg (x14). Los resultados de tocoferoles obtenidos en los aceites de
prensa fueron similares a sus respectivos aceites de disolvente. Por otra parte, a
diferencia del contenido total de fitoesteroles, no se encontraron diferencias

significativas en las concentraciones de tocoferol entre aceites de diferentes cosechas.

Algunos estudios realizados en aceites de soja (Almonor et al., 1998) y girasol
(Velasco et al., 2002; Ayerdi Gotor et al., 2006, 2015; Fernandez-Cuesta et al, 2012b)
han mostrado claramente que los niveles de tocoferol dependieron del genotipo y de las
condiciones climatologicas. Se observo un gran efecto de la temperatura. Se produjo
una reduccién en el contenido total de tocoferol cuando las plantas fueron expuestas a
temperaturas méas elevadas durante el desarrollo de las semillas (Ayerdi Gotor et al.,
2015).

Tabla 25.- Contenido de tocoferoles (mg/kg) de los aceites extraidos mediante prensado

y posterior extraccion con disolvente.

Control GF-2 GF-7
Cosecha Prensa Disolvente  Prensa Disolvente  Prensa Disolvente
2015 524 492 870 1025 e 764
2017 515 517 881 912 722 784

Los resultados se expresaron como valores medios de 2 determinaciones. El coeficiente de variacion fue
de un 3%.
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Sin embargo, a pesar de las diferencias en las condiciones climatologicas no se
encontraron diferencias en el contenido total de tocoferoles entre las dos cosechas
estudiadas en el presente trabajo de Tesis. Estos resultados, sin embargo, estan de
acuerdo con estudios en semillas de soja, donde los niveles totales de tocoferoles no se

vieron afectados por diferentes temperaturas de crecimiento (Britz & Kremer, 2002).

4.2.6 Elementos metalicos y otros elementos

En las Tablas 26-27 se recogen los resultados obtenidos para el andlisis
elemental de los aceites de 2015 y 2017, respectivamente. Los elementos mayoritarios
fueron Ca, Fe, K, Mg, P, Sy Na. Los niveles de Fe y Cu fueron consistentes con los
encontrados en otros estudios (Lamas et al., 2014). Por otra parte, los valores de algunos
metales pesados como Zn, Cd y Pb estuvieron por debajo de los reportados por Ansari
et al. (2009), cuyos rangos fueron 2,7-7,7 mg/kg, 1,7-6,2 mg/kg y 0,7-4,4 mg/kg para el
Zn, Cd y Pb respectivamente. Los niveles de Cd y Pb, elementos altamente tdxicos
incorporados por contaminacion medioambiental, estuvieron en determinados aceites
por debajo de los limites de deteccidn en algunos casos, aunque en otros por encima del
limite de 0,1 recogidos en el CODEX Stan 193-1995.

Se encontraron diferencias significativas entre los tres tipos de muestra para el
contenido de Ca, K, Mg y P, mientras que no se detectaron diferencias importantes para
el resto de elementos analizados. Con excepcién del Ca en la cosecha 2015, los niveles
de estos cuatro elementos fueron mas elevados en la muestra GF-7, seguida del Control
y GF-2.

Los aceites de prensa presentaron claramente niveles de Ca, Mg y P mas bajos
que sus correspondientes aceites de disolvente (Tablas 26-27). Lo mismo ocurrié para el
K. Concretamente, los aceites de prensa presentaron niveles de P comprendidos entre 9
y 36 mg/kg, mientras que en los aceites de disolvente los niveles oscilaron entre 263 y
585 mg/kg. Niveles tan elevados de P como los del presente trabajo han sido hallados en
otros estudios (Lamas et al., 2014, 2016). Estos resultados pueden ser atribuidos a la
mayor capacidad de extraccion del hexano que del propio aceite, como se ha comentado

anteriormente para los fitoesteroles..
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Tabla 26.- Andlisis elemental (mg/kg) de los aceites iniciales de la cosecha 2015,

extraidos por prensa y disolvente.

Control GF-2 GF-7
Prensa  Disolvente Prensa  Disolvente Prensa  Disolvente
Al 1,2 nd 0,2 0,5 nd nd
As 0,9 1,2 1,0 0,8 0,7 11
B nd nd nd nd nd nd
Ba 0,4 1,0 0,4 0,7 0,4 0,9
Ca 31,8 202,8 24,1 99,6 21,9 158,9
Cd nd nd 0,1 nd nd nd
Co nd 0,1 nd 0,2 0,2 0,1
Cr nd nd nd nd 0,4 nd
Cu 0,4 0,4 0,5 0,3 0,4 0,4
Fe 7,0 4,5 3,1 2,6 4,4 4,3
K 7,6 75,6 7,2 38,9 4,8 95,0
Mg 6,7 134,7 5,8 60,4 4,6 107,6
Mn nd 0,7 nd 0,3 nd 0,5
Na 3,0 2,5 7,6 2,9 nd 11,6
Ni 0,2 0,1 0,5 0,1 0,3 0,4
P 11,7 5115 9,3 262,8 11,9 513,7
Pb nd 0,2 0,2 0,1 0,1 nd
S 11,4 11,5 11,6 13,4 7,3 19,0
Sr 0,1 0,4 0,1 0,2 0,1 0,3
\Y 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Zn 4,7 1,9 0,8 1,9 1,4 2,9
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Tabla 27.- Andlisis elemental (mg/kg) de los aceites iniciales de la cosecha 2017,
extraidos por prensa y disolvente.

Control GF-2 GF-7

Prensa Disolvente Prensa Disolvente Prensa Disolvente

Al 1,5 1,8 1,2 1,9 1,3 2,3
As nd nd nd nd nd nd
B nd nd 0,2 nd nd nd
Ba 0,2 0,7 0,4 0,4 0,2 1,0
Ca 78,5 217,0 58,6 173,6 106,9 305,4
Cd nd nd 0,1 nd nd 0,1
Co 0,2 0,1 nd nd nd nd
Cr 0,1 0,1 nd 0,1 0,1 0,2
Cu 1,1 0,5 0,2 0,5 0,3 1,1
Fe 6,0 22,7 4,6 23,5 5,8 32,0
K 6,7 61,0 7,3 31,0 6,4 95,4
Mg 11,6 114,1 6,3 63,7 14,4 158,2
Mn 0,1 0,8 0,1 0,5 0,2 1,1
Na 4,0 6,6 2,9 9,8 6,1 9,2
Ni 0,2 nd 0,1 0,1 0,1 0,2
P 27,3 404,2 15,4 295,6 36,4 585,1
Pb nd 0,2 0,2 0,2 0,4 0,4
S 13,0 17,9 6,6 12,3 14,3 15,0
Sr 0,1 0,5 0,1 0,3 0,1 0,7
\% nd nd nd nd nd nd
Zn 1,0 2,5 0,6 1,5 1,5 4,6
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En cuanto a los minerales de interés nutricional, Cu, Fe y Zn, no se encontraron
diferencias sustanciales entre los aceites de prensa y disolvente, salvo para el Fe en la
cosecha 2017, donde los aceites de disolvente presentaron claramente niveles mas

elevados

Por otra parte, los aceites de la cosecha 2017 presentaron mayores niveles de Ca
que los correspondientes a la cosecha 2015. También se observo lo mismo para el Mg y
el P, con excepcion de los aceites extraidos con disolvente de la muestra Control.
Asimismo, las concentraciones de Fe fueron mas elevadas en las muestras de la cosecha

2017 extraidas con disolvente, siendo similares en los aceites de prensa.

4.2.7 Comparacion con las caracteristicas exigidas en el Codex Alimentarius para

aceites virgenes

En esta Tesis se han estudiado por separado los procesos de extraccion por
presion y extraccion con disolvente con el objeto de establecer la viabilidad del aceite
de presion como aceite virgen, ya que supondria un valor afiadido para comercializar

ambos aceites de forma independiente.

Los aceites de prensa del presente estudio cumplen con la definicion de aceite
virgen, ya que se han obtenido sin modificar el aceite, por procedimientos mecanicos y
por aplicacion unicamente de calor, en el acondicionado de las semillas. Cabria la
posibilidad de considerarlos incluso aceites prensados en frio, ya que las semillas no
han sido tostadas previamente a la extraccion (Matthdaus & Spener, 2008). El color, olor
y sabor son los caracteristicos del aciete de girasol, y se encuentra exento de sabores

extrafios.

En la Tabla 28 se recogen las especificaciones exigidas en el Codex
Alimentarius (2015) para aceites virgenes de girasol y los correspondientes resultados
experimentales, expresados como valores medios de las dos cosechas, para cada una de
las muestras estudiadas. Los valores exigidos para metales pesados se han tomado de la
Norma General del Codex para los Contaminantes y las Toxinas presentes en los
Alimentos y Piensos (CODEX STAN 193-1995).
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Considerando la composicion de acidos grasos, las tres muestras podrian ser
incluidas en la categoria de aceite de girasol, ya que el contenido en acidos oleico
(<33%) y linoleico (< 56%) no alcanzan los limites establecidos para medio oleico.

Si bien los contenidos en esteroles y tocoferoles totales de las muestras
cumplen con las especificaciones para un aceite de girasol, presentan una composicion
especial en esteroles, explicada anteriormente, salvo la muestra Control como era de
esperar. En este caso se requeriria una adecuacion de la norma, como ocurrié en el caso

de los aceites de alto contenido en &cido esteérico (BOE, 2010).

Al ser obtenidos en pequefia escala, se ha cuidado la obtencién y, por tanto, los
aceites cumplen con las especificaciones de calidad en cuanto a Materia volatil a 105°C
inferior al 0,2% e impurezas insolubles inferior al 0,05% (datos no mostrados), asi como

a la acidez, que fue inferior al 1% en todos los casos.

Las mayores dificultades para poder comercializar estos aceites para consumo
directo se podrian presentar debidas al contenido de metales. Los valores medios se

quedan al limite o se superan para todas las muestras, salvo para el arsénico.

Como ya se ha comentado, las diferencias significativas en el contenido de
metales se deben al método de extraccion, mas que a la influencia de la cosecha o a la
variedad. Aun cuando el nUmero de muestras estudiadas es bajo para poder establecer
conclusiones, habria que extremar la vigilancia durante el cultivo para evitar la
contaminacion del aceite con trazas metalicas incorporadas a partir de fertilizantes y

fitosanitarios, si se pretende una comercializacion directa de estos aceites.
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Tabla 28.- Principales caracteristicas de composicion y calidad exigidas en el Codex

Alimentarius para aceites virgenes de girasol y valores medios obtenidos en las

muestras.

CODEX STAN 210-1999 Muestras
Girasol Opl\ggo glz?ég Control GF-2 GF-7
Acidos grasos (%)
C16:0 5,0-7,6 2,6-50  4,0-55 7,2 6,8 6,6
Cl6:1 nd-0,3 nd-0,1 nd-0,05 0,1 0 0,1
C18:0 2,3-4,0 2,0-4,0 3,0-5,0 4 2,8 4
C18:1 14,0-39,4 75,0-90,7 43,1-71,8 32,5 32,2 31,1
C18:2 48,3-74,0  2,1-17,0 18,7-45,3 54,8 57,3 56,6
C18:3 nd-0,3 nd-0,3 nd-0,5 0,1 0 0,1
C20:0 0,1-0,5 0,2-0,5 0,2-0,4 0,4 0,3 0,3
C20:1 nd-0,3 0,1-0,5 0,2-0,3 0,1 0,1 0,1
C22:0 0,3-1,5 0,5-1,6 0,6-1,1 0,7 0,5 0,7
C24:0 nd-0,5 nd-0,5 0,3-0,4 0,3 0,2 0,3
Esteroles (%0)
Campesterol 6,5-13,0  5,0-13,0 9,1-9,6 7 29,7 6,5
Estigmasterol 6,0-13,0 4,5-13,0 9,0-9,3 7,2 8,2 91
B-Sitosterol 50-70 42,0-70 56-58 63,2 47,6 49,7
A5-Avenasterol nd-6,9 1,5-6,9 4.8-53 0,8 1,8 0,4
A7-Estigmastenol 6,5-240 6,5-240 7,7-7,9 17,7 6,9 29,6
A7-Avenasterol 3,0-7,5 nd-9,0 43-4,4 4,1 4,6 4,3
Esteroles Totales (mg/kg) 2400-5000 1700-5200 3861 4032 4787
Tocoferoles Totales (mg/kg) 450-1120 450-1120 509-741 520 876 750
Caracteristicas de calidad
Acidez* (% oleico) <2 <2 <2 0,6 0,6 0,6
Hierro (mg/kg) <5 <5 <5 6,5 3,9 51
Cobre (mg/kg) <0,4 <0,4 <0,4 0,8 0,4 0,4
Plomo** (mg/kg) <0,1 <0,1 <0,1 nd 0,2 0,3
Arsénico** (mg/kg) <1,0 <1,0 <1,0 0,5 0,5 0,4

* El CODEX STAN 210-1999 indica indice de Acidez Max 4 meq KOH/kg

** Valores recogidos en el CODEX STAN 193-1995
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4.2.8 Volatiles

El objetivo del trabajo recogido en este capitulo es caracterizar los compuestos
volatiles en los aceites de las distintas lineas de girasol estudiadas y evaluar el efecto

que los procesos de extraccion ejercen en los mismos.

La aceptacion de los aceites dependerd en gran medida de su perfil aromatico.
Por tanto, es de gran interés conocer los compuestos volatiles que contribuyen en el
aroma para poder diferenciar aceites de nuevas variedades de los aceites de semillas no
modificadas.

En la Tabla 29 se presentan los compuestos volatiles detectados en los aceites y
en la Figura 16 un cromatograma representativo de un aceite crudo de prensa. Los
compuestos detectados ya han sido identificados en plantas de girasol (Etievant et al.,
1984).
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Tabla 29.- Compuestos volatiles detectados en las muestras de aceites crudos obtenidos

mediante extraccion por presion y posterior extraccion con disolvente.

N ° Pico Tr Formula

1 8,6 Pentanal

2 10,2 (1S,5S)-2,6,6-Trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-eno (c.-Pineno)

3 12,3 2,2-Dimetil-3-metilenbiciclo[2.2.1]heptano (Canfeno)

4 13,8  Hexanal

5 14,7 6,6-Dimetil-2-metilenbiciclo[3.1.1]heptano (1-B-Pineno)

6 15,1  3-Pentanol

7 15,7  1-Isopropil-4-metilenbiciclo[3.1.0 Jhexano (Sabineno)

8 20,3  1-Metil-4-isopropilciclohexeno (Limoneno)

9 24,3  3-Octanona

10 25,7  4-lsopropiltolueno (p-Cimeno)

11 28,5  1-Hexanol

12 33,1  Acido acético

13 36,7  Pentadecano

14 41,1  Acetato de 1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1 Jheptan-2-ol (Bornil acetato)

15 41.9 (1aR,7.R,7aR,7bS)-l,l,7,7a-TetrametiI-2,3,5,6,7,7b-hexahidro-
laH-ciclopropa[a]naftaleno (Calareno)

16 42,1  Hexadecano

17 43,0  Oxolan-2-ona (y-Butirolactona)

18 44,4  Acido pentanoico

19 47,8  1-Heptadeceno

20 48,3  Acido hexanoico

21 48,7  cis-2-Nonadeceno

22 49,4  Octadecano

23 50,5  1-Octadeceno

24 51,9  Acido heptanoico

25 55,4  Acido octanoico

26 58,7  Acido nonanoico

Tr., tiempo de retencion.
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Figura 16.- Cromatograma representativo de un aceite de prensa crudo. Para la asignacién de picos ver Tabla 29.
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Se pueden dividir en tres grupos, terpenoides (a-Pineno, Canfeno, 1-p-Pineno,
Sabineno, Limoneno, p-Cimeno, Bornil acetato y Calareno), los compuestos de
oxidacion lipidica (Pentanal, Hexanal, 3-Pentanol, 3-Octanona, 1-Hexanol, Acido
acético, y-Butirolactona, Acido pentanico, Acido hexanico, Acido heptanoico, Acido
octanoico y Acido nonanoico) (van Ruth et al., 1999; Keszler et al., 2000; Choe & Min,
2006) e hidrocarburos alifaticos (alcanos y alquenos) que podrian provenir de
reacciones oxidativas y/o del disolvente de extraccion. Los monoterpenos a-pineno, -
pineno, canfeno y limoneno fueron los mas abundantes en las muestras analizadas
(Tabla 30). EI mecanismo de la sintesis de terpenoides y/o la liberacion de estructuras

en semillas secas aun se desconoce (Pichersky et al., 2006; Botnick et al., 2012).

Algunas muestras también presentaron contenidos relevantes de hexanal, 1-
hexanol y acidos organicos cortos, como acético, pentanoico o hexanoico (Tabla 30).
Algunos de estos compuestos se han descrito como productos derivados del 13-
hidroperdxido del &cido linoleico durante el proceso de degradacidn oxidativa del aceite
(Keszler et al., 2000; Choe & Min, 2006). Los éacidos grasos insaturados son
particularmente susceptibles a la oxidacion y es bien conocido que algunos de los
compuestos de oxidacion secundarios son aldehidos volatiles, como E-2-heptenal, con

umbrales de olores muy bajos y responsables del desagradable olor rancio.

Choe & Min (2006) y Keszler et al. (2000) propusieron un mecanismo de
reaccion de la oxidacion del 13-hidroperdxido del acido linoleico para explicar la
formacion del 2,4-decadienal y acido octanoico, hepteno, 2-heptenal, heptanona,
heptanal, &cido heptanoico, 2-nonenal y 2,4-nonadienal, pentano, pentanol, pentanal y
acido pentanoico, hexanal y acido hexanoico. Todos estos compuestos fueron hallados

en las muestras analizadas del presente estudio (Tabla 30).
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Tabla 30.- Contenido de compuestos volatiles (ng/g) encontrados en los aceites crudos.

Control GF-2 GF-7
Prensa Disolvente Prensa Disolvente Prensa Disolvente
2015 2017 2015 2017 2015 2017 2015 2017 2015 2017 2015 2017
Pentanal 0,0 1,0 0,1 0,4 nd 0,2 0,1 0,3 0,0 0,2 0,0 0,2
a-Pineno 24,4 71,7 13,9 29,3 2,3 13,0 51 23,0 1,1 9,9 2,8 9,3
Canfeno 0,6 1,7 0,4 0,7 0,0 0,1 nd 0,2 0,0 0,2 0,1 0,2
Hexanal 0,3 0,2 0,8 1,1 0,2 0,6 1,0 0,9 0,1 0,5 0,6 0,9
1-B-Pineno 0,7 2,4 0,6 1,3 0,1 0,4 1,7 0,8 0,1 0,3 nd 0,4
3-Pentanol nd nd 0,4 0,1 nd nd nd 0,2 nd nd 0,2 0,1
Sabineno 0,3 0,6 0,3 0,5 0,1 0,1 0,0 0,3 nd 0,3 0,1 0,3
Limoneno 0,7 1,7 15 0,6 0,1 0,3 1,4 0,4 0,1 0,2 0,3 0,2
3-Octanona 1,0 40 1,4 0,5 0,0 0,5 nd 0,9 0,1 0,4 0,1 0,7
p-Cimeno 0,0 0,2 0,1 0,2 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 nd 0,1
1-Hexanol 0,1 0,2 1,3 3,1 0,1 0,8 2,0 8,0 0,2 0,9 2,5 7,0
Ac. Acético 0,4 0,6 0,5 0,5 0,3 0,6 1,3 1,2 0,0 0,7 0,2 1,0
Pentadecano 0,1 0,2 0,2 0,2 nd 0,0 nd 0,1 nd 0,0 nd 0,1
Bornil acetato nd 0,4 0,8 0,5 nd 0,0 nd 0,2 nd 0,0 nd 0,1
Calareno 0,0 0,1 0,6 0,3 0,1 0,1 0,3 0,5 0,1 0,1 1,0 0,6
Hexadecano 0,2 0,4 0,8 0,7 nd 0,0 0,1 0,4 nd 0,0 nd 0,3
y-Butirolactona 0,4 0,2 1,2 0,5 0,0 0,1 0,3 0,6 0,0 0,0 0,7 0,6
Ac. Pentanoico 0,2 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0 0,2 0,5 nd 0,0 0,3 0,3
1-Heptadeceno 0,0 0,1 0,1 0,0 nd nd nd 0,0 nd nd nd nd
Ac. Hexanoico 0,3 0,3 0,6 1,0 0,1 0,3 15 2,5 0,0 0,1 0,4 1,8
cis-2-Nonadecano nd 0,0 0,0 0,0 nd nd nd 0,0 nd nd nd nd
Octadecano 0,0 0,0 0,3 0,1 nd 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0 0,4 0,4
1-Octadeceno 0,0 nd 0,2 0,1 nd 0,0 0,2 0,5 0,0 0,0 0,4 0,4
Ac. Heptanoico 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1
Ac. Octanoico 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,2
Ac. Nonanoico 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,2 0,2 0,0 0,1 0,0 0,2
Total (ng/g) 29,7 92,4 26,4 41,9 3,4 17,4 15,9 42,3 1,9 13,8 10,0 25,3
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Coeficiente de variacion del método <6%. nd, no detectado.
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En cuanto al contenido total de compuestos volatiles, se encontré que las
muestras GF-2 y GF-7 presentaron mayores concentraciones que la muestra Control,
mientras que no se encontraron diferencias significativas entre GF-2 y GF-7 cuando se
analizo el conjunto total de datos (Tabla 30). Los compuestos volatiles que presentaron
significacion (p<0,05) cuando se compararon los tres tipos de semillas fueron a-Pineno,
Canfeno, Sabineno y Limoneno. GF-2 mostré cantidades significativamente mas
elevadas de estos cuatro compuestos que las otras dos muestras, mientras que GF-7
presentd cantidades intermedias de a-Pineno y en el Control se encontraron cantidades

intermedias de Canfeno (Tabla 30).

El analisis estadistico aplicado para evaluar diferencias entre cosechas mostro
claramente que el contenido total de compuestos volatiles fue significativamente mas
elevado en la cosecha 2017. Se encontraron diferencias significativas para o-pineno,
sabineno y pentanal, cuyas cantidades fueron méas elevadas en la cosecha 2017.
Mientras que el pentanal es un compuesto de oxidacion, los otros dos compuestos
corresponden a volatiles diferenciadores del tipo de semilla, como se ha comentado

anteriormente.

No se encontraron diferencias significativas en el contenido total de compuestos
volatiles entre los aceites de prensa y los aceites de disolvente. No obstante, si se
encontraron diferencias significativas para los siguientes compuestos: calareno, hexanal,
Penten-3-ol, 1-Hexanol, y-Butirolactona, Acido hexanoico, Acido nonanoico,
Hexadecano, Octadecano y 1-Octadeceno. Los aceites obtenidos con disolvente
presentaron cantidades mas elevadas de todos estos compuestos relacionados con la

rancidez que los aceites de prensa.

El Calareno es un terpenoide caracteristico de la semilla de girasol (Bocci &
Frega, 1996) y el conjunto formado por Hexanal, Penten-3-ol, Hexan-1-ol, v-
Butirolactona, Acido hexanoico y Acido nonanoico corresponde a compuestos
derivados de oxidacion lipidica (Keszler et al., 2000; Choe & Min, 2006). Las
cantidades significativamente mas elevadas de estos compuestos en los aceites de
disolvente pueden atribuirse a la mayor capacidad extractiva del hexano que del propio

aceite, a pesar de su menor polaridad. En la extraccion por presion la solubilidad de los
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componentes menores depende de la cantidad y polaridad del aceite. Sin embargo, en la
extraccion con disolvente los componentes se van concentrando mediante el contacto
continuado con disolvente fresco de un material que, de partida, ya ha perdido gran
cantidad de aceite.

El mayor contenido de compuestos volatiles de oxidacion en los aceites de
disolvente también puede ser atribuido al progreso de la oxidacion en los pellets hasta
que éstos son extractados con disolvente. Durante la molienda y extraccion en prensa se
liberan enzimas lipoliticas y oxidativas que inician el proceso oxidativo. EI aumento de
temperatura por friccion dentro del expeller acent(a la oxidacion. Todos los compuestos
generados, tanto primarios como secundarios, son extraidos posteriormente por el
hexano. Estos resultados estan en concordancia con lo referido por Brevedan et al.
(2000), que indican que los aceites de girasol obtenidos por extraccion con hexano

presentaron un mayor deterioro inicial que los obtenidos por prensado.

Por otra parte, los compuestos hexadecano, octadecano y 1-octadeceno son
compuestos que por su naturaleza podrian estar presentes en el hexano de extraccion, de
aqui que se encontraran como compuestos residuales en los aceites obtenidos por
disolvente. Mientras que el Octadecano y el 1-Octadeceno no fueron detectados en los
aceites de prensa o presentaron niveles por debajo de los limites de cuantificacion, no
ocurrié lo mismo con el hexadecano. Los niveles de hexadecano hallados en la mayoria
de los aceites de prensa estuvieron por debajo de los limites de deteccion o
cuantificacion; no obstante, los aceites GF-2 mostraron cantidades significativas,

aungue bastante mas bajas que sus correspondientes aceites de disolvente.
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4.3 INFLUENCIA DEL PROCESO DE REFINACION

Como es sabido, el proceso de refinacion permite la transformacion de aceites
crudos en aceites aptos para el consumo mediante la eliminacién de componentes que
confieren color, olor y sabor, compuestos nocivos y otros que provocan rancidez y
disminuyen, por tanto, el periodo de vida Gtil. La refinacion también permite modificar
la apariencia de los aceites para que sean aceptados por los consumidores, mediante la
eliminacion de ciertos componentes como las ceras y triglicéridos saturados que
imparten turbidez. Es por ello que cada aceite de los obtenidos para este estudio se ha
procesado en funcion de sus caracteristicas, mediante refinaciéon quimica o fisica,
adaptando las distintas etapas del proceso.

4.3.1 Seleccion del proceso

Los aceites de este estudio presentaron niveles de fosfolipidos, medidos de
forma indirecta mediante el contenido en fosforo, elevados (Tablas 26-27). Los aceites
de prensa de 2015 con valores préoximos a los niveles requeridos en la etapa de
desodorizacién (< 10 mg/kg) constituyeron una excepcion. Por tanto, estos dltimos
fueron sometidos a refinacion fisica en dos etapas, decoloracion y desodorizacion.

En la Tabla 31 se muestran los valores de P obtenidos en los aceites
directamente decolorados con 0,1% de Trisyl y 1% de tierra Tonsil 278 FF. En todos los
casos el nivel de P disminuyd por debajo del limite (<10 mg/kg) requerido para el
refinado fisico (Jahani et al., 2008).

Los niveles de los aceites de prensa de 2017 superaron el limite de 10 mg/kg,
presentando un rango de 15-36 mg/kg. Por otra parte, las cantidades de P halladas en los
aceites de disolvente fueron, como era de esperar, mucho mas elevadas, con cantidades
que oscilaron entre 263 y 514 mg/kg en 2015 (Tabla 26) y entre 296 y 585 mg/kg en
2017 (Tabla 27). Estos datos estan de acuerdo con los encontrados en aceites crudos de
girasol en otros estudios (~500 mg/kg) (Lamas et al., 2014, 2016).

El mismo tratamiento de decoloracion utilizado en los aceites de 2015 fue
aplicado a los aceites de prensa de 2017 (Tabla 32). Los resultados mostraron, sin
embargo, que el tratamiento no fue efectivo para reducir los niveles de P por debajo de
10 mg/kg. Se aplicaron diferentes tratamientos adicionales, utilizando un tipo de tierra
diferente (Tonsil 114 FF) y distintas proporciones de Trisyl y tierra decolorante, y los
resultados no mejoraron.
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Tabla 31.- Influencia de la etapa de decoloracion en los aceites de prensa de 2015.

Control GF-2 GF-7
Inicial  Tratado® Inicial  Tratado® Inicial  Tratado®
Al 1,2 nd 0,2 0,3 nd nd
As 0,9 0,5 1,0 nd 0,7 0,1
B nd 0,6 nd 1,3 nd 1,1
Ba 0,4 0,5 0,4 0,6 0,4 0,6
Ca 31,8 47,0 24,1 8,4 21,9 37,5
Cd nd nd 0,1 0,1 nd 0,1
Co nd nd nd nd 0,2 nd
Cr nd 0,1 nd 0,1 0,4 0,1
Cu 0,4 0,1 0,5 0,1 0,4 0,1
Fe 7,0 2,0 3,1 2,5 4,4 2,1
K 7,6 2,6 7,2 51 4,8 4,9
Mg 6,7 4,6 5,8 51 4,6 5,4
Mn nd 0,1 nd 0,1 nd 0,1
Na 3,0 22,8 7,6 27,4 nd 28,0
Ni 0,2 0,2 0,5 0,1 0,3 0,2
P 11,7 4,2 9,3 3,7 11,9 5,9
Pb nd nd 0,2 0,1 0,1 0,1
S 11,4 10,1 11,6 5,8 7,3 18,2
Sr 0,1 nd 0,1 nd 0,1 nd
\Y 0,1 nd 0,1 0,1 0,1 nd
Zn 4,7 4,6 0,8 0,6 1,4 1,6

#aceite decolorado con 0,1 Trisyl y 1% de tierra Tonsil 278 FF.
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Tabla 32.- Influencia de la etapa de decoloracion en los aceites de prensa de 2017.

Control GF-2 GF-7
Inicial Tratado® Inicial Tratado® Inicial Tratado® Tratado®  Tratado®
Elementos (mg/kg)

Al 1,5 0,8 1,2 1,4 1,3 0,8 0,6 1,5
As nd nd nd nd nd nd 0,1 nd
B nd 14,1 0,2 23,3 nd 14,1 6,7 11,3
Ba 0,2 0,1 0,4 0,3 0,2 0,1 0,1 0,3
Ca 78,5 21,2 58,6 35,6 106,9 39,9 27,5 49,2
Cd nd nd 0,1 nd nd 0,1 nd nd
Co 0,2 nd nd nd nd nd nd nd
Cr 0,1 nd nd 0,1 0,1 nd nd nd
Cu 1,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,2 0,6 0,2
Fe 6,0 1,3 4,6 1,6 5,8 1,4 0,9 1,8
K 6,7 3,8 7,3 1,7 6,4 5,2 3,9 2,4
Mg 11,6 12,2 6,3 7,5 14,4 13,0 11,8 11,3
Mn 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
Na 4,0 3,6 2,9 4,2 6,1 5,6 3,6 4,9
Ni 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
P 27,3 24,2 15,4 10,7 36,4 30,1 28,9 24,4
Pb nd nd 0,2 nd 0,4 nd nd 0,1
S 13,0 12,2 6,6 12,3 14,3 11,8 11,3 14,2
Sr 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1
\Y/ nd nd nd nd nd nd nd nd
Zn 1,0 0,5 0,6 0,6 1,5 2,6 0,5 0,8
Clorofilas (mg/kg) 2,7 1,0 1,5 1,1 6,9 3,1 2,5 1,4

%aceite decolorado con 0,1 Trisyl y 1% de tierra Tonsil 278 FF. "aceite decolorado con 0,1 Trisyl y 1% de tierra Tonsil 114 FF. ‘aceite decolorado con 0,2 Trisyl y 2%
de tierra Tonsil 114 FF.
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Para la eliminacién de fosfolipidos en estos casos se requeriria aplicar una etapa
de desgomado acido (Verleyen et al., 2002b), lo que permitiria reducir sus niveles en
mas del 90% (Lamas et al., 2014). Por tanto, se decidié que, a diferencia de los aceites
de prensa de 2015, estos aceites debian ser refinados mediante refinacion quimica,

constituida por desgomado, neutralizacion, decoloracion y desodorizacion.

Si bien la mayor parte de fosfolipidos son retirados en el desgomado, la
decoloracion permite reducir el contenido de P remanente a niveles adecuados. Por
tanto, para una correcta eliminacion de P mediante refinacién quimica se examinaron
ademas diferentes tratamientos en la etapa de decoloracién, utilizando diferentes
proporciones de Trisyl y tierra Tonsil 114 FF. La Tabla 33 muestra los resultados
obtenidos para los aceites GF-7, prensa y disolvente, después de aplicar los diferentes
tratamientos de decoloracion en los aceites, previamente desgomados y neutralizados.
Como se puede observar, los tratamientos mas efectivos para reducir los niveles de P
fueron el tratamiento d para los aceites extraidos por presion, con valores de P de 0,9
mg/kg, y el tratamiento g para los aceites extraidos con disolvente, con valores de 33,6

mg/kg.

La presencia de metales traza constituye un factor importante sobre la calidad de
los aceites (Pehlivan et al., 2008), ya que pueden actuar como agentes pro-oxidantes.
Por ello, el proceso de refinacion deberia disminuir sus contenidos. Tras los procesos de
decoloracion estudiados, todos los elementos analizados disminuyeron su

concentracion, en mayor o menor medida, para cada uno de los aceites (Tablas 31-33).

En cuanto al Ca y Mg, complejados en su mayor parte por fosfolipidos, los
niveles disminuyeron entre 70 y 90% Yy entre 87 y 93%, respectivamente (Tabla 33).
Resultados similares han sido obtenidos por otros autores, con pérdidas de
aproximadamente el 90% para ambos elementos en la etapa de desgomado acido
(Zufarov et al., 2008). Como se puede observar, los tratamientos directos de
decoloracion en los aceites no neutralizados no fueron suficientes para reducir
eficazmente los niveles de Ca y Mg (Tabla 32). Por tanto, para estos aceites, una

posibilidad que evitaria la refinacién quimica podria ser el desgomado enzimatico, no
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contemplado en este estudio, que permite reducir los contenidos de Ca'y Mg en 80 y
90%, respectivamente (Lamas et al., 2014).
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Tabla 33.- Andlisis elemental y contenido en clorofilas de los aceites GF-7 de 2017 obtenidos por prensa y disolvente después de ser
sometidos a desgomado, neutralizacion y diferentes tratamientos de decoloracion.

GF-7 Prensa GF-7 Disolvente
Inicial Tratado® Inicial Tratado® Tratado® Tratado' Tratado®
Elementos (mg/kg)

Al 1,3 1,4 2,3 1,9 1,0 0,6 0,4
As nd 0,1 nd nd 0,1 nd nd
B nd 0,1 nd 0,1 0,3 0,3 0,1
Ba 0,2 0,1 1,0 0,6 0,1 0,1 0,1
Ca 106,9 39,2 305,4 95,5 31,1 40,7 31,0
Cd nd nd 0,1 nd nd nd nd
Co nd nd nd 0,1 nd nd nd
Cr 0,1 nd 0,2 nd nd nd nd
Cu 0,3 0,3 1,1 0,4 0,1 0,2 0,2
Fe 5,8 1,7 32,0 10,7 3,9 4,0 2,9
K 6,4 3,5 95,4 6,1 3,6 3,4 3,0
Mg 14,4 1,0 158,2 19,8 12,7 15,1 11,4
Mn 0,2 nd 1,1 0,2 0,1 0,2 0,1
Na 6,1 3,6 9,2 14,1 13,2 13,9 12,2
Ni 0,1 nd 0,2 0,1 nd 0,4 nd
P 36,4 0,9 585,1 62,6 39,2 47,1 33,6
Pb 0,4 nd 0,4 0,4 0,3 0,1 0,1
S 14,3 10,5 15,0 7,3 14,8 14,8 11,5
Sr 0,1 nd 0,7 0,2 0,1 0,1 0,1
\V nd nd nd nd nd 0,1 nd
Zn 15 0,5 4,6 1,9 0,8 0,8 0,8

Clorofilas (mg/kg) 6,9 0,8 21,2 1,6 1,6 1,8 1,8

%aceite decolorado con 0,2 Trisyl y 1% de tierra Tonsil 114 FF. ®aceQite decolorado con 0,3 Trisyl y 1% de tierra Tonsil 114 FF. faceite decolorado con 0,2 Trisyl y
1,5% de tierra Tonsil 114 FF. %aceite decolorado con 0,2 Trisyl y 2% de tierra Tonsil 114 FF.
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El contenido en Fe, de gran accion pro-oxidativa, también disminuyd
considerablemente tras los tratamientos de decoloracion. Los aceites tratados

presentaron niveles de Fe < 3 mg/kg.

Los niveles de clorofilas disminuyeron considerablemente en la etapa de
decoloracion. Por ejemplo, los contenidos se redujeron en un 80% cuando se aplico
directamente la decoloracion en los aceites crudos (Tabla 32). Como era de esperar, la
eliminacion de clorofilas mejoré cuando se aplicaron previamente las etapas de
desgomado Y neutralizacion (Tabla 33). Los valores disminuyeron en 88% para el aceite
GF-7 extraido por prensa y en 92% para el extraido con disolvente. Estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos por Kreps et al. (2014), que observaron reducciones
de clorofilas de 4,3 a 3,6 mg/kg durante el desgomado &cido y de hasta el 96% en la
decoloracion. Finalmente, estos autores indicaron que durante la desodorizacion los

niveles de clorofilas disminuyeron ligeramente, a valores inferiores a 0,25 mg/kg.

4.3.2 Refinacion Fisica

4.3.2.1 Acidos grasos

En la Tabla 34 se presentan los resultados obtenidos para la composicion de
acidos grasos de los aceites refinados mediante refinacion fisica. A efectos

comparativos, también se han incluido los resultados de los aceites crudos.

Los resultados obtenidos indicaron que las composiciones de &cidos grasos de
los aceites refinados cumplieron con las caracteristicas establecidas para los aceites
refinados de girasol en la Reglamentacion Técnico-Sanitaria de aceites vegetales
comestibles (Real decreto 478/2007).

Como era de esperar, no se observaron cambios sustanciales en la composicion
de &cidos grasos entre los aceites refinados y los crudos. S6lo se observaron diferencias

en la muestra GF-7 que, aungue significativas (p<0,05), fueron muy pequefias.
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Tabla 34.- Influencia del proceso de refinacién fisica en la composicion de &acidos

grasos (%) de los aceites de prensa de 2015.

GF-2 GF-7
Inicial Refinado Inicial Refinado
Acidos grasos

C16:0 7,1+0,03  7,140,05 6,1+0,02 6,0+0,06
Cl6:1 nd nd nd nd
C18:0 2,9+0,03  3,0+0,10 4,3+0,03a  4,7+0,11b
C18:1 34,7+0,15 35,0+0,68 39,6+0,15a 40,0£0,18b
C18:2 54,5+0,12 54,1+0,68 49,0+0,10b 48,3+0,21a
C20:0 0,3+0,02  0,3+0,01 0,4+0,00b  0,3%+0,03a
C18:3 nd nd nd nd
C20:1 nd nd nd nd
C22:0 0,4+0,02 0,4+0,04 0,5+0,00 0,5+0,01
C24:0 0,2+0,01  0,2+0,01 0,2+0,01 0,2+0,02

Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estandar (n=4 para los aceites de prensa
inicial y refinado de la muestra GF-2, n=3 para los aceites iniciales y n=6 para los refinados de la muestra
GF-7). Diferentes letras minlsculas indican diferencias significativas entre extractos de una misma
muestra de semilla (p<0,05), segln el test de la t de student.

134 de 179



Obtencidn de aceites comestibles a partir de nuevas semillas

4.3.2.2 Fitoesteroles

El efecto de la refinacion fisica sobre la composicién y contenido total de
fitoesteroles se ilustra en la Tabla 35.

No se hallaron diferencias significativas en el contenido total de fitoesteroles
entre los aceites crudos y refinados (Tabla 35). Segin Verleyen et al. (2002b) la
principal pérdida de fitoesteroles en la refinacion fisica tiene lugar durante la etapa de
desodorizacién y depende principalmente de la temperatura. Los resultados del presente
trabajo pueden ser atribuidos a las condiciones suaves utilizadas en la etapa de
decoloracion, utilizando una tierra no activada con acido (278 FF), y a la aplicacion de

condiciones controladas y 6ptimas de temperatura y vacio en la desodorizacion.

Con respecto a la composicion de fitoesteroles, tampoco se observaron cambios
significativos como consecuencia del proceso de refinacion fisica. Los resultados
confirman que las condiciones seleccionadas para la decoloracion no fueron
suficientemente drasticas para originar cambios en la composicion debidos a la
deshidratacion de los AS5-esteroles o la formacion de isOmeros de los A7-esteroles,
reacciones para las que son necesarias temperaturas superiores a los 100°C y tierras
decolorantes con elevada actividad (Biedermanm et al., 1996; Kamal-Eldin, 1998). En
cuanto a la etapa de desodorizacion, se ha descrito que los fitoesteroles A5 insaturados,
asi como los 4-desmetilesteroles, tienen una mayor volatilidad y destilarian

preferentemente (Van Hoed et al., 2006).
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Tabla 35.- Influencia del proceso de refinacion fisica en la composicion y

concentracion total de fitoesteroles de los aceites de prensa de 2015.

GF-2 GF-7
Inicial Refinado Inicial Refinado
Composicion (%)

Campesterol 29,5+0,46  29,6+0,43 6,4+0,22 6,5+0,08
Estigmasterol 7,5%0,24 7,4+0,19 8,8+0,27 8,4+0,18
B-Sitosterol 47,9+0,78  48,3%+0,49 49,3+0,29  49,6+0,31
A5-Avenasterol 3,3+0,12 3,3+0,11 1,2+0,09 1,2+0,04
A7-Estigmastenol 7,8+0,69 7,5+0,48 29,7+0,42  30,0+0,28
A7-Avenasterol 4,0+0,34 3,940,35 4,6+0,18 4,4+0,14

Concentracion total (mg/kg) 3387+145  3285+56 4056+53  3818+232

Los resultados se expresan como valores medios + desviacién estandar (n=3 para los valores de los
aceites iniciales de ambas muestras y n=4 para los refinados).
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4.3.2.3 Tocoferoles

De forma similar a lo encontrado para el contenido total de fitoesteroles,
tampoco se encontraron pérdidas significativas en el contenido de tocoferoles como
consecuencia del proceso de refinacién fisica (Tabla 36). Este hecho nuevamente indica
que las condiciones utilizadas en la decoloracion y desodorizacion fueron condiciones
Optimas. Las pérdidas encontradas en otros estudios por refinacion fisica han sido del
20-25%, localizadas basicamente en la etapa de desodorizacién (Alpaslan et al., 2001;
Tasan & Demirci, 2005; Kreps et al., 2014).

Tabla 36- Influencia de la refinacion fisica en el contenido de tocoferol (mg/kg) en
aceites de prensa de 2015.

GF-2 GF-7
Crudos 881 722
Refinados 861 702

Los resultados se expresaron como valores medios de 2 determinaciones. El
coeficiente de variacion fue de un 3%.

4.3.3 Refinacion Quimica

4.3.3.1 Acidos grasos

Del mismo modo que en el caso de la refinacion fisica, no se observaron
cambios sustanciales en la composicion de acidos grasos entre los aceites refinados por
refinacién quimica y los crudos, ni en los aceites de prensa (Tabla 37), ni en los de
disolvente (Tabla 38). S6lo se observaron ligeras diferencias significativas (p<0,05), en
mayor medida para los aceites extraidos por prensa y particularmente en los acidos

grasos mayoritarios, C18:1 y C18:2.
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Tabla 37.- Influencia del proceso de refinacion quimica en la composicion de acidos grasos (%) de los aceites de prensa de 2017.

Control
Inicial Refinado Inicial Refinado Inicial Refinado
Acidos grasos

C16:0 7,0+0,01 7,00,01 6,5+0,01a 6,6+0,00b 7,1+0,01a 7,2+0,01b
Cl16:1 0,2+0,00 0,2+0,00 nd 0,1+0,00 0,1+0,00 0,1+0,00
C18:0 3,6+0,01b 3,5%0,02a 3,0+0,01b 2,9+0,01a 4,1+0,03 4,1+0,01
C18:1 30,0+0,02a 30,3+0,06b 30,0+0,08a 30,3+0,03b 23,8+0,02a 24,4+0,02b
C18:2 57,9+0,05b 57,7+0,09a 59,5+0,09b 59,1+0,05a 63,6+0,02b 62,8+0,02a
C20:0 0,3+0,00 0,3+0,01 0,3+0,04b 0,2+0,00a 0,3+0,00 0,3+0,00
C18:3 0,1+0,00 0,1+0,01 nd 0,1+0,01 0,1+0,00 0,1+0,01
C20:1 0,2+0,00a 0,1+0,01b 0,1+0,02 0,2+0,00 0,2+0,00 0,2+0,01
C22:0 0,6+0,00 0,6+0,01 0,4+0,05b 0,5+0,01a 0,6+0,01 0,6+0,01
C24:0 0,3+0,00 0,3+0,01 0,1+0,02 0,1+0,02 0,3+0,00 0,3+0,01

Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estdndar (n=4 para los valores de los aceites iniciales y n=3 para los aceites refinados). Diferentes letras
mindsculas indican diferencias significativas entre extractos de una misma muestra de semilla (p<0,05), segun el test de la t de student.
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Tabla 38.- Influencia del proceso de refinacion quimica en la composicion de acidos grasos (%)de los aceites de disolvente de 2017.

Control GF-2
Inicial Refinado Inicial Refinado Inicial Refinado
Acidos grasos

C16:0 7,3+0,0b 7,2+0,01a 6,8+0,03 6,7+0,03 7,4+0,00 7,4+0,04
Cl16:1 0,2+0,00 0,2+0,01 nd 0,1+0,00 0,1+0,00 0,1+0,00
C18:0 3,6+0,01b 3,5%0,01a 3,2+0,01 3,1+0,04 4,1+0,01 4,0+0,10
C18:1 29,0+0,03a 29,3+0,01b 29,6+0,04b 27,9+0,07a 23,6+0,02a 24,4+0,20b
C18:2 58,5+0,06 58,5+0,01 59,3+0,07 59,3+0,09 63,3+0,02 62,7+0,38
C20:0 0,3+0,00 0,3+0,00 0,2+0,00 0,2+0,00 0,3+0,00 0,3+0,01
C18:3 0,1+0,00 0,1+0,01 nd 0,1+0,01 0,1+0,00 0,1+0,00
C20:1 0,2+0,00 0,2+0,00 0,2+0,00 0,2+0,00 0,2+0,00 0,2+0,01
C22:0 0,6+0,01b 0,5+0,01a 0,5+0,01 0,5+0,01 0,6+0,00 0,6+0,02
C24:0 0,3+0,00 0,3+0,00 0,2+0,00 0,2+0,01 0,3+0,00 0,3+0,01

Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estdndar (n=4 para los valores de los aceites iniciales y n=3 para los aceites refinados). Diferentes letras

mindsculas indican diferencias significativas entre extractos de una misma muestra de semilla (p<0,05), segun el test de la t de student.
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4.3.3.2 Fitoesteroles

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Aguirre, 2012), se ha
evaluado la influencia de las distintas etapas del proceso de refinacién sobre el
contenido en fitoesteroles y se han establecido las condiciones 6ptimas de refinacion
para minimizar las pérdidas. Por tanto, en este trabajo sdlo se compararon los aceites
crudos con los obtenidos en la Gltima etapa de refinacion.

Como era de esperar, se observaron importantes pérdidas en el contenido total de
fitoesteroles tras el proceso de refinacion quimica (Tablas 39-40). Las pérdidas
encontradas en los aceites de prensa oscilaron entre 13 y 32%, mientras que en los
aceites de disolvente oscilaron entre el 19 y 31%. Por tanto, los aceites de prensa y
disolvente presentaron el mismo comportamiento o respuesta a las condiciones del

proceso de refinacion quimica.

Las pérdidas de fitoesteroles fueron coherentes con estudios llevados a cabo por
otros autores. Verleyen et al. (2002b) y Verhé et al. (2006) encontraron pérdidas de
hasta un 30%, localizadas principalmente en la etapa de neutralizacion. Las pérdidas de
fitoesteroles han sido atribuidas a la inclusion de estos componentes en los jabones
producidos, desempefiando un papel importante la concentracion de alcali y la

temperatura de neutralizacion (Ruiz-Méndez et al., 2011).

No se han encontrado referencias sobre el impacto de la etapa de decoloracion
en los fitoesteroles totales de aceites de girasol, aungue si en otros aceites vegetales, en
los que el contenido total de fitoesteroles disminuyo significativamente. En este sentido,
se han encontrado pérdidas de 9% en aceite de semilla de algodon (El-Mallah et al.,
2011), 1,3% en maiz, 8% en soja y 18,5% en colza (Ferrari et al., 1996).

Con respecto a la composicion de fitoesteroles, sélo se encontraron ligeras
diferencias, pero significativas (p<0,05), entre los aceites crudos y los refinados, como

consecuencia del proceso de refinacion quimica.
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Tabla 39.- Influencia del proceso de refinacion quimica en la composicion y concentracion total de fitoesteroles de los aceites de prensa de

2017.
Control
Inicial Refinado Inicial Refinado Inicial Refinado
Composicién (%)
Campesterol 6,2+0,06 6,1+0,27 28,2+0,1b 26,5+0,39a 6,2+0,06a 6,5+0,01b
Estigmasterol 7,8+0,08b 7,1+0,33a 8,9+0,29b 7,7+0,19a 9,4+0,19 9,4+0,17
B-Sitosterol 61,2+0,44 62,6+1,17 47 5+0,07b 46,3+0,74a 46,6%1,1a 48,8+0,16b
A5-Avenasterol 1,6+0,04 nd 3,7+0,07b 2,610,11a 0,9+0,03 nd
A7-Estigmastenol 18,8+0,51 20,3+1,03 6,7+0,18a 12,6+1,24b 32,5+1,58 30,9+0,33
A7-Avenasterol 4 5+0,1b 3,9+0,19a 4.9+0,12b 4,2+0,05a 4,3+0,28 4,5+0,11
Total (mg/kg) 4476+136b 3897+225a 5225+203b 3533+63a 5284+200b 4547+298a

Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estandar (n=4 para los valores de los aceites iniciales y n=3 para los refinados). Diferentes letras
minudsculas indican diferencias significativas entre extractos de una misma muestra de semilla (p<0,05), , segun el test de la t de student..
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Tabla 40.- Influencia de la refinacién quimica en la composicién y concentracién total de fitoesteroles de los aceites de disolvente de 2017.

Control GF-2 GF-7
Inicial Refinado Inicial Refinado Inicial Refinado
Composicién (%)
Campesterol 7,3+0,15 7,2+0,25 23,4+0,19 23,2+0,15 8,3+0,04 8,5+0,19
Estigmasterol 11,4+0,14b 10,7+0,15a 11,0+0,11b 10,2+0,17a 12,6+0,25b 11,2+0,08a
B-Sitosterol 57,9+0,2a 58,9+0,38b 50,9+0,35a 52,7+0,58b 48,0+0,09 48,1+0,26
A5-Avenasterol 1,7+0,04 nd 3,3+0,03b 2,5+0,13a 1,5+0,05b 1,2+0,03a
A7-Estigmastenol 17,3+0,46a 18,8+0,22b 7,7+0,64 7,6+0,48 24,8+0,48a 26,4+0,09b
A7-Avenasterol 4,4+0,19 4,3+0,27 3,6+0,05a 3,9+0,18b 4,610,22 4,7+0,14
Total (mg/kg) 7272+343b 5858+310a 6678+387b 4602+238a 9249+669b 6610+458a

Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estandar (n=4 para los valores de los aceites iniciales y n=3 para los refinados). Diferentes letras
mindsculas indican diferencias significativas entre extractos de una misma muestra de semilla (p<0,05), segun el test de la t de student.
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4.3.3.3 Tocoferoles

El contenido de tocoferoles también disminuyd con la refinacién quimica,
aunque en proporciones inferiores a los fitoesteroles. Las pérdidas encontradas
estuvieron entre el 5 y 10% del contenido inicial de tocoferoles (Tabla 41). Estos
resultados estdn de acuerdo con estudios previos, donde se registraron pérdidas
comprendidas entre el 5 y 15% aproximadamente (Alpaslan et al., 2001; Tasan &
Demirci, 2005; Talal et al., 2013; Ergoniil & Koseoglu, 2014; Ayerdi Gotor & Rhazi,
2016). Aunqgue el contenido total de tocoferoles disminuye gradualmente durante todo el
proceso, es conocido que la etapa de mayor influencia es la desodorizacion (Ayerdi
Gotor & Rhazi, 2016).

Tabla 41- Influencia de la refinacion quimica en el contenido de tocoferol (mg/kg) en
los aceites de 2017.

Control GF-2 GF-7
Prensa Disolvente Prensa Disolvente Prensa Disolvente
Crudos 515 517 881 912 722 784
Refinados 489 480 810 871 679 713

Los resultados se expresaron como valores medios de 2 determinaciones. El coeficiente de variacion fue
de un 3%.

4.3.3.4 Volatiles

Se han encontrado escasos estudios sobre el perfil de volatiles en aceites
refinados de girasol. Por ello se consider6 pertinente ampliar los estudios de
componentes volatiles también en los aceites refinados y examinar la influencia de las

diferentes etapas del proceso de refinacion.

En las Tablas 42-43 se muestran los resultados obtenidos para los aceites de
prensa y disolvente de 2017. Como se puede observar en la etapa de neutralizacion se

encontraron notables pérdidas de componentes, de 33-66% en los aceites de prensa y de
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43-75% en los aceites de disolvente. El o-Pineno, compuesto mayoritario y

diferenciador de la semilla de girasol, disminuy6 entre 32 y 59% (Bendini et al., 2011).

144 de 179



Obtencidn de aceites comestibles a partir de nuevas semillas

Tabla 42.- Contenido de compuestos volatiles (ug/g) encontrados en los aceites de prensa (cosecha 2017) durante las etapas de refinacion.

CONTROL GF-2 GF-7

INICIAL NEUTRO. DECOL. DESOD. INICIAL NEUTRO. DECOL. DESOD. INICIAL NEUTRO. DECOL. DESOD.
Pentanal 0,2 0,1 0,1 nd 1,0 0,4 nd nd 0,2 0,1 nd nd
a-Pineno 9,9 6,7 0,9 0,0 77,9 31,8 26,1 0,0 12,9 6,2 2,5 0,0
Canfeno 0,2 0,1 1,7 nd 1,7 1,2 10,1 nd 0,1 nd 0,6 nd
Hexanal 0,5 1,0 83,4 0,0 0,2 1,1 230,4 0,0 0,6 0,3 14,5 nd
1-B-Pineno 0,3 0,2 nd nd 2,4 1,1 nd nd 0,4 0,1 nd nd
3-Pentanol nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Sabineno 0,3 0,1 nd nd 0,6 0,2 nd nd 0,1 0,1 nd nd
Limoneno 0,2 0,2 nd 0,0 1,7 0,8 nd 0,0 0,3 nd 0,1 nd
3-Octanona 0,4 nd nd nd 4,0 1,2 nd nd 0,5 nd nd nd
p-Cimeno 0,0 0,1 0,2 nd 0,2 0,1 1,8 nd 0,0 nd 0,0 nd
1-Hexanol 0,9 15 2,6 nd 0,2 0,1 3,2 nd 0,8 0,4 0,5 nd
Ac. acético 0,7 0,2 1,3 0,0 0,6 0,5 3,4 0,1 0,6 0,4 1,3 0,1
Pentadecano 0,0 0,0 0,0 nd 0,2 0,1 0,5 nd 0,0 nd nd nd
Bornil acetato 0,0 0,0 0,0 nd 0,4 0,2 0,2 nd 0,0 nd nd nd
Calareno 0,1 nd 0,1 nd 0,1 0,0 1,9 0,0 0,1 nd nd nd
Hexadecano 0,0 0,0 nd nd 0,4 0,0 nd nd 0,0 nd nd nd
y-Butirolactona 0,0 0,1 0,1 nd 0,2 0,2 1,1 nd 0,1 0,1 0,0 nd
Ac. pentanoico 0,0 nd nd 0,0 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1-Heptadeceno nd nd nd nd 0,1 0,0 nd nd nd nd nd Nd
Ac. Hexanoico 0,1 0,1 0,9 nd 0,3 0,8 3,6 0,1 0,3 0,5 0,5 0,1
cis-2-Nonadecano nd nd nd nd 0,0 0,0 0,0 nd nd nd nd nd
Octadecano 0,0 0,1 0,2 nd 0,0 0,0 0,1 nd 0,0 nd 0,0 nd
1-Octadeceno 0,0 0,1 0,1 nd nd nd nd nd 0,0 nd nd nd
Ac. heptanoico 0,0 nd 0,1 0,0 0,1 0,1 0,4 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0
Ac. octanoico 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,1 0,7 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0
Ac. nonanoico 0,1 0,1 0,3 0,0 0,1 0,1 1,3 0,0 0,1 0,2 0,4 0,0
Total (ng/g) 13,8 10,6 92,1 0,1 92,6 40,3 285,0 0,3 17,4 8,6 20,8 0,2

Coeficiente de variacién del método <6%. NEUTRO., neutralizacién, DECOL., decoloracién, DESOD., desodorizacién. nd, no detectado.
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Tabla 43.- Contenido de compuestos volatiles (ug/g) encontrados en los aceites de disolvente (cosecha 2017) durante las etapas de
refinacion.

CONTROL GF-2 GF-7
INICIAL NEUTRO. DECOL. DESOD. INICIAL NEUTRO. DECOL. DESOD. INICIAL NEUTRO. DESOD.
Pentanal 0,2 0,1 nd nd 0,4 0,2 nd nd 0,3 0,1 nd
a-Pineno 9,3 4,4 0,6 0,0 29,3 16,4 3,5 0,0 23,0 10,5 nd
Canfeno 0,2 0,1 1,3 nd 0,7 0,7 49 nd 0,2 0,3 nd
Hexanal 0,9 0,5 196,1 0,0 1,1 1,1 156,4 0,0 0,9 1,3 0,0
1-B-Pineno 0,4 0,1 nd nd 1,3 0,7 nd nd 0,8 0,3 nd
3-Pentanol 0,1 nd nd nd 0,1 nd nd nd 0,2 0,0 nd
Sabineno 0,3 0,0 nd nd 0,5 0,2 nd nd 0,3 0,1 nd
Limoneno 0,2 0,1 nd 0,0 0,6 0,4 nd nd 0,4 0,2 nd
3-Octanona 0,7 nd nd nd 0,5 0,8 nd nd 0,9 nd nd
p-Cimeno 0,1 0,0 0,1 nd 0,2 0,1 1,4 nd 0,1 0,1 nd
1-Hexanol 7,0 0,3 2,4 nd 3.1 0,9 3.1 nd 8,0 1,3 nd
Ac. acético 1,0 0,1 1,2 0,0 0,5 0,2 2,3 0,0 1,2 0,4 0,1
Pentadecano 0,1 0,0 nd nd 0,2 0,1 0,2 nd 0,1 0,0 nd
Bornil acetato 0,1 0,0 nd nd 0,5 0,3 0,1 nd 0,2 0,1 nd
Calareno 0,6 nd nd nd 0,3 nd nd nd 0,5 nd nd
Hexadecano 0,3 nd nd nd 0,7 0,3 nd nd 0,4 0,1 nd
y-Butirolactona 0,6 0,0 nd nd 0,5 0,3 0,6 nd 0,6 0,1 nd
Ac. pentanoico 0,3 0,0 nd nd 0,2 0,0 0,1 nd 0,5 0,0 nd
1-Heptadeceno nd nd nd nd 0,0 0,0 0,0 nd 0,0 nd nd
Ac. Hexanoico 1,8 0,1 2,2 0,0 1,0 0,8 2,2 0,0 2,5 0,3 0,0
cis-2-Nonadecano nd nd nd nd 0,0 nd nd nd 0,0 nd nd
Octadecano 0,4 0,0 nd nd 0,1 0,0 0,1 nd 0,2 0,1 nd
1-Octadeceno 0,4 0,0 nd nd 0,1 0,1 0,2 nd 0,5 0,1 nd
Ac. heptanoico 0,1 0,0 0,1 nd 0,1 0,1 0,3 0,0 0,1 0,1 0,0
Ac. octanoico 0,2 0,0 0,3 0,0 0,1 0,1 0,7 0,0 0,2 0,1 0,0
Ac. nonanoico 0,2 0,1 0,7 0,0 0,1 0,1 0,8 0,0 0,2 0,1 0,1
Total (ng/g) 25,3 6,2 205,1 0,1 41,9 24,0 176,5 0,2 42,3 15,5 0,2

Coeficiente de variacién del método <6%. NEUTRO., neutralizacién, DECOL., decoloracién, DESOD., desodorizacién. nd, no detectado.
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En la etapa de decoloracion aumentd drasticamente el contenido total de
volatiles debido a la formacion de hexanal, derivado de la descomposicion de
compuestos de oxidacion lipidica (Keszler et al., 1998).

Finalmente, como era de esperar, el contenido total de componentes volatiles
disminuyd practicamente en su totalidad en la etapa de desodorizacion, lo que
demuestra claramente que las condiciones aplicadas fueron apropiadas. En la Figura 17
se presentan cromatogramas representativos de los cambios encontrados tras el proceso
de refinacion, donde se puede apreciar la ausencia de compuestos volatiles de oxidacion

lipidica (Hexanal).
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Figura 17.- Influencia de la refinacion en el perfil de compuestos volatiles. A, aceite virgen.
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1.- Se ha desarrollado y validado un método analitico exacto y preciso para determinar
de forma réapida la composicion de acidos grasos y fitoesteroles en aceites de semillas
crudos y refinados. Las principales ventajas del método son:

i.  Los procedimientos de preparacion de muestra de las dos determinaciones
se realizan simultdneamente mediante metilacion del aceite y separacién por
extraccion en fase sélida de dos fracciones formadas, respectivamente, por

los ésteres metilicos de &cidos grasos y los fitoesteroles.

ii.  Ambas fracciones se analizan mediante cromatografia gaseosa y detector de

ionizacion de llama de acuerdo con los métodos estandar.

iii.  El método permite reducir la cantidad de muestra, disminuir el consumo de

disolventes y acortar considerablemente el tiempo total de analisis.

2.- A partir de tres variedades de semillas con composicion modificada de fitoesteroles,
ricas en esteroles totales, en Campesterol 6 A 7-Estigmastenol, se han obtenido aceites

de prensa con composiciones de acidos grasos similares a las de los aceites extraidos

posteriormente con disolvente y caracteristicas de aceites de girasol alto linoleico.

3.- Los contenidos totales de fitoesteroles hallados en los aceites de prensa fueron
elevados, similares a los encontrados en la mezcla prensa/disolvente, aunque inferiores
a los de disolvente. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en el

contenido de tocoferoles.

4.- El andlisis de componentes volatiles mostro diferencias entre las tres variedades de
semillas estudiadas. Concretamente, se encontraron diferencias en las cantidades de o-
Pineno, Canfeno, Sabineno y Limoneno. Por otra parte, el proceso de extraccion no
modifico el contenido de estos compuestos. Sin embargo, los niveles de componentes
volatiles de oxidacion lipidica hallados en los aceites de prensa fueron

significativamente mas bajos que los de disolvente.

5.- Los resultados obtenidos de dos cosechas distintas han mostrado claramente
diferencias sustanciales en la composicion de acidos grasos, en la cantidad total de

fitoesteroles y también en el contenido total de volatiles de los aceites, no asi en la
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composicion de fitoesteroles, ni tampoco en los contenidos de tocoferoles. Los aceites
de la cosecha 2017 presentaron un cociente C18:1/C18:2 mas elevado que los aceites de
2015, cantidades totales de fitoesteroles notablemente mas altas, asi como también de

compuestos volatiles.

6.- Los aceites de prensa presentaron una acidez baja, inferior o igual a 1% (sobre
oleico). Sin embargo, los niveles de elementos contaminantes, Fe, Cu, Pb y As, fueron
préximos o superiores al limite establecido en el Codex Alimentarius para aceites
virgenes de girasol. Por tanto, para reducir los niveles de estos contaminantes los

aceites obtenidos deben ser refinados.

7.- Debido a sus bajos contenidos en fosfolipidos, determinados de forma indirecta a
partir de los niveles de fésforo, los aceites de prensa de 2015 pudieron ser refinados
fisicamente, aplicando s6lo decoloracion y desodorizacion. Sin embargo, junto con los
extraidos con disolvente, los aceites de prensa de 2017 tuvieron que ser refinados
mediante refinacion quimica, constituida por desgomado, neutralizacion, decoloracion y

desodorizacion.

8-. El proceso de refinacién fisica no modifico la composicion de acidos grasos de los

aceites, ni tampoco el contenido total de fitoesteroles o de tocoferoles.

9.- Los contenidos totales de fitoesteroles y de tocoferoles disminuyeron con la
refinacidén quimica, con pérdidas de hasta aproximadamente un 30% para los primeros y

de hasta el 15% para los segundos.

10.- El analisis de componentes volatiles mostrd que la etapa de decoloracion tuvo una
gran influencia en la oxidacion del aceite, dando lugar a un aumento en el contenido
total de volatiles debido a la formacion de hexanal, derivado de la descomposicion de
compuestos de oxidacion lipidica. Este compuesto debe ser eliminado completamente
en la etapa de desodorizacion, asi como sus posibles precursores, para evitar el

desarrollo de la rancidez durante el almacenamiento del aceite refinado.
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