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RESUMEN

El presente trabajo aborda aspectos relacionados a la caracterizaciéon de genotipos
de nuez cultivados en Argentina y al analisis de alternativas tecnoldgicas para la extraccion
y conservacion del aceite. Los resultados indican que las caracteristicas pomoldgicas y la
composicion de los aceites muestran una fuerte influencia varietal y, en menor medida, del
afio y de la localidad de produccion. Se realizaron ensayos de extraccién del aceite
mediante disolvente (n-hexano, CO; en estado supercritico) y prensa de tornillo helicoidal (a
escala piloto e industrial). Esta ultima metodologia resulta asequible para la obtencién de
altos rendimientos de aceite, de buena calidad quimica. No obstante, por su elevado nivel de
insaturacion, el aceite es altamente susceptible al deterioro termo y foto-oxidativo. La adicién
de antioxidantes (TBHQ, palmitato de ascorbilo) y el empleo de procedimientos de
proteccion contra la foto-oxidacion constituyen alternativas tecnologicas para la

conservacion del aceite.
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SUMMARY

This work addresses issues related to the characterization of walnut genotypes grown
in Argentina and the analysis of alternative technologies for oil extraction and conservation.
The results indicate that both, the pomological characteristics and the composition of the oils,
show a strong influence due to the variety and, in a lesser extent, to the year and the
production location. Experiments were performed to extract the oil by solvent (n-hexane, in a
supercritical CO,) and screw pressing (at pilot and industrial scales). This last method is
affordable for obtaining high oil yields, of good chemical quality. However, due to its high
unsaturation level, the oil is highly susceptible to thermal and photo-oxidative degradation.
The addition of antioxidants (TBHQ, ascorbyl palmitate) and the use of protecting procedures

against photo-oxidation are technological alternatives for the conservation of the oil.
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RIASSUNTO

Il seguente studio concerne numerosi aspetti relazionati alla caratterizzazione di
genotipi di noci coltivati in Argentina e all’analisi di alternative tecnologiche per I'estrazione e
conservazione del loro olio. | risultati indicano che le caratteristiche pomologiche e la
composizione degli oli di noci sono strettamente dipendondenti dalla varieta e, in misura
minore, dellanno e dalla localita di produzione. Si sono realizzate prove di estrazione
mediante solvente (n-hexano, CO; in stato supercritico) e pressa ad ingranaggii elicoidali (in
scala pilota e industriale). Quest’ultima metodologia €& risultata idonea per I'ottenimento di
alto rendimento d’olio, di buone caratteristiche chimiche. Nonostante, a causa dell’elevata
presenza di acidi grassi insaturi, questo € altamente suscettibile al deteriroramento termo e
fotossidativo. L’aggiunta di antiossidanti (TBHQ, palmitato di ascorbilo) e l'impiego di
tecniche di protezione contro la foto-ossidazione costituiscono alternative tecnologiche

possibili per la conservazione dell’olio.
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Figura 12:  Relacion entre el porcentaje de aceite extraido y el porcentaje de 66
humedad del material a diferentes temperaturas de prensado.

Figura 13: Relacion entre la intensidad de color amarillo y el porcentaje de 68
humedad del material a diferentes temperaturas de prensado.

Figura 14: Perfil sensorial del aceite de nuez. 71

Figura 15: Evolucién de la intensidad del atributo rancio del aceite de nuez 72
obtenido por prensado, almacenado durante 120 dias en condiciones
controladas de luz (1100 Lux) y temperatura (25 °C). La linea gris
corresponde al valor de la intensidad del atributo “rancio” para un
indice de perdxidos de 20 meq. de Oy/kg de aceite.

Figura 16: Evolucién de la intensidad del atributo pintura del aceite de nuez 72
obtenido por prensado, almacenado durante 120 dias en condiciones
controladas de luz (1100 Lux) y temperatura (25 °C). La linea gris
corresponde al valor de la intensidad del atributo “pintura” para un
indice de perdxidos de 20 meq. de Oy/kg de aceite.

Figura 17:  Evolucién del indice de perdxidos del aceite de nuez obtenido por 73
prensado, almacenado durante 120 dias en condiciones controladas
de luz (1100 Lux) y temperatura (25 °C). La linea gris corresponde a
un indice de peréxidos de 20 meq. de O./kg de aceite.

Figura 18: Evoluciéon del coeficiente de extincién especifica (k2s,) del aceite de 73
nuez obtenido por prensado, almacenado durante 120 dias en
condiciones controladas de luz (1100 Lux) y temperatura (25 °C).

Figura 19:  Evolucion del coeficiente de extincion especifica (k270) del aceite de 74
nuez obtenido por prensado, almacenado durante 120 dias en
condiciones controladas de luz (1100 Lux) y temperatura (25 °C).

Figura 20:  Relacion entre la masa total extraida y la masa de solvente utilizada 77
en funcion de la masa de material inerte.

Figura 21: Contenido de aceite residual en funcién del tiempo de extraccion. 77

Figura 22:  Porcentajes de agua y aceite total extraidos durante la parte lineal de 80
las curvas de extraccion.

Figura 23: Porcentajes de aceite extraido (% AE) y finos en el aceite (% F) 83
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obtenidos mediante los tratamientos indicados en la tabla 11.

Figura 24:  Antioxidantes de Tipo | - Compuestos fendlicos sintéticos. 89
Figura 25:  Antioxidantes de Tipo Il — Quelantes o secuestrantes de metales. 90
Figura 26:  Acido ascérbico y palmitato de ascorbilo. 90
Figura 27:  Compuestos polifendlicos presentes en la semilla del nogal. 98

Figura 28: Evolucién del indice de peroxidos (meq O,/kg aceite) durante el 101
almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de iluminacién
(800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.

Figura 29: Evolucién del coeficiente de extincion especifica (ky3,, dienos 102
conjugados) durante el almacenamiento del aceite de nuez en
condiciones de iluminacién (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25
°C) controladas.

Figura 30: Evolucién del coeficiente de extincién especifica (ky7, trienos 103
conjugados) durante el almacenamiento del aceite de nuez en
condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25
°C) controladas.

Figura 31: Evolucién de la actividad antirradicalaria (DPPH remanente) durante 105
el almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de iluminacién
(800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.

Figura 32:  Evolucién del contenido de tocoferoles totales (TT, upg/g aceite) 105
durante el almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de
iluminacioén (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.

Figura 33:  Evolucién de la estabilidad oxidativa (tiempo de induccién, Rancimat) 106
durante el almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de
iluminacion (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.

Figura 34: indices de peroxidos (meq O./kg aceite) de los distintos tratamientos 107
analizados, en el tiempo 0 (O) y a los 180 dias de almacenamiento.

Figura 35: Valores de dienos conjugados (kz3,) de los distintos tratamientos 107
analizados, en el tiempo 0 (O) y a los 180 dias de almacenamiento.

Figura 36: Valores de trienos conjugados (k.70) de los distintos tratamientos 108
analizados, en el tiempo 0 (O) y a los 180 dias de almacenamiento.

Figura37: Grado de acidez (% acido oleico) de los distintos tratamientos 109
analizados, en el tiempo 0 (O) y a los 180 dias de almacenamiento.

Figura 38: Andlisis de componentes principales (PCA) de los tratamientos 111
utilizados para evaluar la estabilidad del aceite de nuez frente a la
foto-oxidacién en un ensayo de almacenamiento prolongado.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Mg: microgramo

pI: microlitro

pm: micrometro

Ao: absorbancia del blanco

A;: absorbancia de la solucion del extracto
Ac: &cido

ACP: andlisis de componentes principales
AE: aceite extraido

AG: 4cidos grasos

AGL: &cidos grasos libres

ANAVA: analisis de la varianza

AO: actividad antioxidante

AR: aceite residual

°C: grados centigrados

BHT: 2,6-diterbutil-4-metilfenol

C: concentracion de pigmentos totales
CA: contenido de aceite

CAA: Cddigo Alimentario Argentino

CC: contenido de pigmentos carotenoides
CCD: cromatografia en capa delgada
CFT: contenido de fenoles totales

CG: cromatografia gaseosa

cm: centimetro

cm? centimetro cuadrado

cm®: centimetro cabico

CP: color de la pulpa

DPPH:-: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

DPPH,: DPPH remanente

E: absorbancia a la longitud de onda especifica
E1s: absorbancia especifica en una solucién al 1 % medida en una cubeta de 1 cm de paso
Optico

EAG: equivalentes de acido gélico

ECso: actividad antioxidante

ECD: extracto crudo deslipidizado

EM: espectrometria de masa

EO: estabilidad oxidativa

F: finos en el aceite

FP: fracciones purificadas

FP1: fraccion extraida con agua destilada
FP2: fraccion extraida con etanol (10 %, v/v)
FP3: fraccion extraida con etanol (20 %, v/v)
FP4: fraccion extraida con etanol (100 %)
FProt: factor de proteccion

g: gramo

GA: grado de acidez

h: hora

ha: hectarea

HPLC: cromatografia liquida de alta presién
IC: intercambiador de calor

IP: indice de perdxidos

IR: indice de refraccién

Tesis Doctoral - Ingeniera Quimica Marcela Lilian Martinez



Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre su

composicion y estabilidad oxidativa

IY: indice de yodo

kg: kilogramo

I: litro

LSD: test a posteriori de comparaciones multiples
m: metro

M: molaridad

meq: miliequilvalentes

MF: medidor de flujo de masa

mg: miligramo

MI: material insaponificable

min: minutos

ml: mililitro

mm: milimetro

N: normalidad

n: nimero de réplicas

nm: nanometro

P: peso de la muestra de aceite

p/p: peso/peso

p/v: peso/volumen

p: nivel de significacion

PA: palmitato de ascorbilo

PM: peso molecular del &cido oleico

PP/PF: peso pulpa/peso fruto

ppm: partes por millon

r: coeficiente de correlacion

R% coeficiente de regresion lineal

rpm: revoluciones por minuto

S: mililitros de solucion de tiosulfato de sodio
s: segundos

SC — CO.: dibxido de carbono en estado supercritico
SO: sudoeste

T°: temperatura

TBHQ: 2,5-diterbutil hidroquinona

TF: tamafio de fruto con cascara

tn: tonelada

TP: tamafio de pulpa

Tr: valores traza

TT: tocoferoles totales

UV: ultravioleta

v/v: volumen/volumen

V: mililitros de solucién etandlica de KOH utilizados en la titulaciéon
VCP: valvula controladora de la presion

Vf : volumen final de la solucién aceite: ciclohexano
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INTRODUCCION GENERAL

El nogal (Juglans regia L.) pertenece a la familia Juglandaceae, orden Juglandales.
Es una especie originaria de Asia central, de la regidon geografica comprendida entre los
Cérpatos y Afganistan, sur de Rusia y norte de India (Fernandez-Lopez et al., 2000). Su
cultivo se remonta aproximadamente al afio 1000 antes de Cristo (Ducci et al., 1997), siendo
una especie apreciada no soélo por sus frutos comestibles, sino también por la calidad de su

madera, utilizada en ebanisteria.

En la actualidad, el nogal se cultiva comercialmente en el sur de Europa, norte de
Africa, este de Asia, Estados Unidos y en la regién SO de Sudamérica. La produccion
mundial de nuez con cascara es de aproximadamente 1.100.000 tn (USDA, Foreign
Agricultural Service, 2008); China y Estados Unidos constituyen los principales paises
productores, con alrededor del 45 y 30 % del total, respectivamente. En el hemisferio sur, la
produccion se localiza casi exclusivamente en Argentina y Chile con aproximadamente el 1y
2 % del total mundial, respectivamente. Si bien en nuestro pais la superficie destinada al
cultivo de nogal es superior a la del pais trasandino, éste ostenta una produccién mas
elevada, resultado del mayor rendimiento por unidad de superficie de las variedades

cultivadas.

La siguiente tabla muestra la evolucién de la produccion mundial de nuez céscara

durante los Gltimos tres afios.

Producciéon por campafias (en miles de toneladas)

Pais 2006/07 2007/08 2008/09
China 425.000 460.000 490.000
Estados Unidos 313.886 294.835 340.200
Turquia 75.000 90.000 85.000
México 68.359 69.000 70.000
Union Europea 52.235 44.230 44,500
India 32.000 33.000 37.000
Chile 22.200 23.200 25.500
Argentina (puesto N° 20) 9.300 9.600 >11.000

El principal pais exportador de nueces con cascara es Estados Unidos, seguido por
Francia, México, Ucrania y Chile. En cuanto a la exportacion de nueces sin cascara Estados

Unidos también se ubica en el primer puesto, le siguen China, Ucrania, Moldava y Rumania.
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Entre los principales paises importadores se encuentran Espafia, ltalia, Alemania, Francia,
Moldava, Turquia y Japon.

En Argentina y en la dltima década, el cultivo de nogal ha experimentado un
crecimiento sostenido (aproximadamente del 22 %), principalmente en las provincias de
Catamarca y La Rioja que aportan, en forma conjunta, cerca del 68 % de la produccién
nacional de nuez. La superficie cultivada es de aproximadamente 12000 ha, de las cuales el
75 % se halla en plena produccion. En términos generales, el rendimiento promedio es de
1000 kg/ha.

El sector nogalero ha recibido el apoyo de politicas especificas para el control
fitosanitario y la reconversion orientada al reemplazo de los nogales criollos o tradicionales -
de bajo rendimiento - por variedades modernas de alta productividad. Cabe sefalar que
gran parte de los montes nogaleros existentes estan conformados por plantas provenientes
de semillas, sin ningun tipo de seleccién y con una alta heterogeneidad genética, por lo que
en algunos casos los mismos no poseen una identidad varietal definida (Parra, 2006). Se
estima que el 60 % de la produccion proviene del nogal criollo y el 40 % restante de plantas
injertadas con variedades introducidas (californianas y francesas). Las nueces tradicionales
en su mayor parte son producidas por pequefos productores Yy tipificadas de acuerdo a
criterios regionales. Por el contrario, las variedades introducidas (Chandler, Franquette, Serr,
Lara, Hartley, Howard, Mayette, Sorrento y Tulare, entre otras) pertenecen por lo general a

grandes explotaciones conducidas con modernas técnicas de cultivo (Doreste, 2008).

Catamarca es la principal provincia productora de Argentina con alrededor de 4800
ha (40 % del total) que proporcionan aproximadamente 4500 tn anuales de nuez cascara.
Gran parte de la produccién se localiza en el Departamento Belén. La provincia de La Rioja
posee un total de 3200 ha (27 % del total) que proporcionan aproximadamente 3000 tn
anuales de nuez cascara. La mayor parte de la produccién se concentra en areas de faldeos
o pendientes de los valles Antinaco - Los Colorados (83 % de la produccién de nuez a nivel
provincial), Valle del Bermejo y la llamada Costa Riojana. Las provincias de Mendoza y San

Juan poseen un total de 1700 ha (14 %) y 1200 ha (10 %), respectivamente.

El principal destino de la produccion nogalera de nuestro pais es la industria
alimentaria; practicamente el total de la misma se destina al mercado interno y se consume
en forma no procesada. La nuez redne la doble condicién de ser un alimento rico tanto en
energia como en proteinas de alta calidad. La semilla del nogal — que representa
aproximadamente un tercio del peso del fruto entero — contiene entre un 63 y un 70 % de

aceite. EI mismo estd compuesto fundamentalmente por triglicéridos y una pequefia
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proporcion de acidos grasos libres, fosfolipidos, material insaponificable y vitaminas
liposolubles (Demir y Cetin, 1999; Tsamouris et al., 2002; Amaral et al., 2003, 2004; Crews
et al., 2005; Oskan y Koyuncu, 2005; Li et al., 2007; Pereira et al., 2008). La composicion
acidica se presenta altamente insaturada, lo que se refleja en un elevado indice de yodo.
Los acidos poliinsaturados representan entre el 65 y 75 %, los monoinsaturados entre el 15
y 25 %, mientras que los acidos saturados no superan el 10 % del total de los acidos grasos
presentes en el aceite. Dos &cidos grasos poliinsaturados esenciales, linoleico y linolénico,
estan presentes en cantidades relativamente altas: 50 — 58 % y 11 — 19 %, respectivamente.

Los acidos monoinsaturados estan representados casi exclusivamente por el oleico.

La semilla contiene ademas entre 13 y 18 % de proteinas, 12 - 16 % de hidratos de
carbono, 1.5 - 2 % de fibras, 1.7 - 2 % de minerales (entre los que se destacan hierro,
magnesio, potasio y fésforo), vitaminas (&cido folico, tiamina y riboflavina) y otros
compuestos hidrosolubles como &cido fitico, polifenoles y pigmentos (Wardlaw, 1999;
Lavedrine et al., 2000; Sze-Tao y Sathe, 2000; Li et al., 2006; Labuckas et al., 2008; Zhang
et al., 2009).

En Argentina, la produccion de aceites comestibles ha mostrado en los Ultimos afios
un crecimiento sostenido y en la actualidad es una actividad econémica de gran relevancia.
Dentro de este gran rubro de la economia, la elaboracion de aceites no tradicionales, como
los de nuez, almendra o avellana, ofrece una oportunidad que no ha sido practicamente
explotada. En nuestro pais no existe produccién comercial de aceite de nuez. El principal
obstadculo para este tipo de emprendimiento es la falta de instalaciones para el
procesamiento de los frutos y la extraccion de los aceites. Asimismo, la carencia de
informacién relativa a los aspectos quimicos y tecnoldgicos del proceso de obtencion del
aceite y de las propiedades y usos del mismo, han contribuido en forma negativa para el

desarrollo de esta actividad.

Este trabajo pretende avanzar en la caracterizacibn pomoldgica de variedades de
nuez cultivadas en Argentina, profundizar en el conocimiento de la composicion quimica de

sus aceites y en el andlisis de alternativas tecnoldgicas para su extraccion y conservacion.
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Caracterizacién pomoldgica y composicién quimica del aceite de
variedades de nuez cultivadas en Argentina

ANTECEDENTES

El fruto del nogal es una drupa globosa de 4 - 5 cm de longitud. EI mesocarpio, que
es verde y ennegrece rapidamente, encierra un hueso o carozo (la nuez propiamente dicha),
formado por el endocarpio lefioso, debido a su elevado contenido en lignina. EI mismo
consta de dos valvas indehiscentes y encierra a la semilla, con sus caracteristicos

cotiledones muy lobulados, casi cerebriformes. Esta ultima constituye la parte comestible.

Como resultado de procesos de seleccion y mejoramiento varietal existe una gran
diversidad de genotipos de nuez (Yarilgac et al., 2001; Solar et al., 2002; Oskan y Koyuncu,
2005; Zeneli et al., 2005; Balta et al., 2007; Sharma y Sharma, 2001; Ebrahimi et al., 2009),
los cuales presentan una elevada variabilidad en las caracteristicas fisicas y atributos

guimicos y organolépticos de frutos y semillas.

Entre las variedades comerciales cultivadas en Argentina, las nueces de la variedad
tradicional (Criolla) configuran una oferta informal, destinada en su mayor parte al mercado
interno. Esta variedad posee bajos rendimientos (800 - 900 kg de frutos/ha) debido en parte
al elevado porte de los arboles, lo que ha generado plantaciones de baja densidad, y al

pequefio tamafio de los frutos.

El significativo incremento de la produccion registrado en nuestro pais en la ultima
década, se debe en gran medida a la introduccion de variedades de alta densidad y
rendimiento, provenientes principalmente de Francia y Estados Unidos (California). Entre las
primeras, la variedad Franquette es la mas utilizada. Su entrada en produccién es
relativamente rapida y su brotacion, retrasada con respecto a la de otras variedades, la
tornan particularmente apta para regiones mas frias o con riesgo de heladas tardias. Su
productividad (2500 — 3000 kg de frutos/ha) puede considerarse media — alta. Entre las
variedades californianas, Chandler es la de mayor difusién en Argentina. Se caracteriza por
sus arboles de porte pequefio, lo que permite el desarrollo de huertos densos, de rapida

entrada en produccién y de elevada productividad (3500 — 4000 kg de frutos/ha).

En relacion a las caracteristicas quimico-nutricionales, la mayor parte de los trabajos
han sido realizados sobre materiales cultivados en Europa y muestran una fuerte influencia
genética sobre el rendimiento y la composicién de los aceites. Esta componente varietal se

evidencia fundamentalmente en la variacion porcentual del contenido de los &cidos grasos
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insaturados (Amaral et al., 2003; Li et al., 2007; Pereira et al., 2008), tocoferoles (Lavedrine
et al., 1999) y esteroles (Amaral et al., 2003) del aceite.

Con respecto a la influencia del medio agro-ecolégico, su incidencia sobre la
composicion de los aceites es, en general, menor que la debida al genotipo. No obstante, se
han detectado variaciones importantes en los patrones de composicion de triglicéridos y
tocoferoles de aceites de nuez provenientes de diferentes origenes (Zwarts et al., 1999;
Amaral et al., 2004; Crews et al., 2005).

La carencia de informacion cientifica relacionada a la calidad de las nueces que se
producen en Argentina y a la composicién de sus aceites motivo la realizacion de un estudio
sistematico de las variedades mas representativas de la produccion nacional con el
proposito de contribuir a su conocimiento y establecer bases soélidas para la potencial

elaboracion de aceite de nuez a nivel industrial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar algunos aspectos pomologicos y la composicion quimica de los aceites de

variedades de nuez cultivadas en Argentina.

- Evaluar los efectos de la variedad, de la campafia de produccion y del ambiente sobre los

pardmetros fisicos y quimicos mencionados anteriormente.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion de los sitios y materiales de estudio

Se utilizaron variedades de nuez (Juglans regia L.) cultivadas en las localidades de
Belén (provincia de Catamarca) y Guanchin (provincia de La Rioja). El clima imperante en
ambas localidades es arido, con precipitaciones del orden de los 300 mm anuales,
concentradas en el periodo estival. Las plantaciones reciben, ademas, riego suplementario
(en promedio, 400 mm planta/afio). En la localidad de Belén, durante tres campafias de
produccion sucesivas, se estudiaron las siguientes variedades: Criolla, Chandler y
Franquette. En la localidad de Guanchin (dos campafias de produccién) se analizaron las

variedades Chandler, Franquette, Serr, Sorrento, Tulare, Lara, Hartley y Mayette.

Para cada combinacion variedad x localidad x afio de produccion, se recolectaron y
analizaron, en forma independiente, tres lotes de frutos de 1 kg cada uno. Los frutos, libres
de epicarpio y mesocarpio, se obtuvieron en su estado 6ptimo de madurez, descartandose
aquéllos que presentaban defectos como rajaduras o sintomas visuales de contaminacién

microbioldgica. Los frutos seleccionados se secaron a 30 °C, hasta peso seco constante.

Caracteristicas pomoldgicas

De cada lote de frutos proveniente de cada combinacion variedad x localidad x afio
de produccion, se seleccionaron 50 frutos al azar los cuales se utilizaron para determinar los

pardmetros que se describen a continuacion (SEAG, Resolucion N° 1352, 1967).

Tamarfio de nuez con cascara

Se entiende por nuez con cascara al endocarpio lignificado conteniendo la semilla
comestible. Para determinar su tamafio se tomé la medida transversalmente a su parte mas
ancha, consignandose los siguientes tamafios de nuez:

¢ Gigantes: mayor de 35 mm.

¢ Grandes: mayor de 30 y hasta 35 mm.
¢ Medianas: mayor de 28 y hasta 30 mm.
e Chicas: mayor de 25 y hasta 28 mm.

e Enanas: menor a 25 mm.

Tesis Doctoral - Ingeniera Quimica Marcela Lilian Martinez 15



Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre su

composicion y estabilidad oxidativa

Tamanfo de nuez sin cascara (pulpa)

Se entiende por nuez sin cascara al fruto del nogal al que se le ha eliminado la

cascara y los tabiques internos, es decir, la semilla comestible, sin el endocarpio lignificado.

Para determinar su tamafio se tomé la medida transversalmente a la parte mas ancha de la

semilla, consignandose los siguientes tamafios:

Gigantes: mayor de 35 mm.

Grandes: mayor de 30 y hasta 35 mm.
Medianas: mayor de 28 y hasta 30 mm.
Chicas: mayor de 25 y hasta 28 mm.

Enanas: menor a 25 mm.

Color de nuez sin cascara

Se determind el color de la pulpa o semilla por comparacién con una carta de colores

del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (figura 1), que establece las

siguientes categorias:

Extra Claro.
Claro.
Ambar Claro.

Ambar.
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Figura 1: Carta de colores del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos.

UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE
Consumer and Marketing Service
WALNUT COLOR CHART

(For classifying walnut kernels in connection with the United States Standards for Grades
of Shelled Walnuts and the United States Standards for Grades of Walnuts in the Shell)

DARKEST COLOR PERMITTED IN “EXTRA LIGHT" CLASSIFICATION

DARKEST COLOR PERMITTED IN “LIGHT" CLASSIFICATION

DARKEST COLOR PERMITTED IN “LIGHT AMBER" CLASSIFICATION

DARKEST COLOR PERMITTED IN “AMBER" CLASSIFICATION

1967

Peso de nuez con y sin cascara
Se determind por gravimetria utilizando una balanza analitica con una sensibilidad

0.1 mg.
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Rendimiento en aceite

De cada lote de frutos, se pesaron 10 g de pulpa, se molieron en molino de cuchillas,
se deshidrataron en estufa (105 °C) y se sometieron a extraccion continua solido-liquido en
equipo Soxhlet, durante 12 horas, utilizando como disolvente n-hexano. El contenido de
aceite se cuantifico por diferencia de pesos previo y posterior a la extraccion (AOCS, 1998).

El rendimiento en aceite se expresa como %, base seca.

Extraccion de los aceites para el andlisis de caracteristicas fisicas y quimicas

Se utilizé una prensa hidraulica de acero inoxidable escala piloto, a una presion
maxima de 30 kg/cm®. La temperatura del proceso se mantuvo a 18 + 2 °C. Los aceites
obtenidos se secaron con Na,SO, anhidro y se almacenaron en envases de vidrio ambar a -

10 °C hasta el momento de su utilizacion.

indice de refraccién

Las determinaciones se realizaron segun el método 28.008 de la AOCS (1998)

utilizando un refractometro tipo Abbe a una temperatura de 22 °C.

Densidad

Mediante el empleo de un picnédmetro se determiné la masa de la unidad de volumen

(ml) a una temperatura de 25 + 1 °C.

Grado de acidez

Se pesaron 5 g de aceite, con una aproximacion de 0.01 g, y se colocaron en un
erlenmeyer de 250 ml. El aceite se disolvi6 en una mezcla de 10 ml de etanol
desnaturalizado, 10 ml de éter etilico y 0.3 ml de solucién de fenolftaleina (1 % p/v). El grado
de acidez (GA) del aceite se obtuvo al titular esta mezcla con una solucién etandlica de KOH

(0.02 N) y se expres6 como porcentaje (p/p) de acido oleico.
GA = (VxPMxN)/ (10 x g de aceite)
Donde: V = ml de solucién etandlica de KOH utilizados para la titulacion.

PM = peso molecular del 4cido oleico.

N = normalidad de la solucion de KOH.
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indice de peréxidos

Se pesaron 5 g de aceite, con una aproximacion de 0.05 g, y se colocaron en un
erlenmeyer de 250 ml. Se agregaron 30 ml de solucion de &cido acético: cloroformo (3:2,
v/v) y se agité vigorosamente hasta disolucion. Se adicionaron 0.5 ml de solucién saturada
de ioduro de potasio, se agitd y luego se dej6 en reposo en oscuridad durante 1 min.
Posteriormente, se agregaron 30 ml de agua destilada y se tituld, agitando continuamente,
con solucion 0.1 N de tiosulfato de sodio hasta desaparicion del color amarillo. Se
adicionaron 0.5 ml de solucién de almidén (1 %, p/v) y se continué titulando hasta
desaparicion del color azul. El indice de peroxidos (expresado como miliequivalentes de

oxigeno/kg de aceite) se calculé en base a la siguiente ecuacion:

IP = (S x N* x 1000) / (g de aceite)

Donde: S = ml de solucién de tiosulfato de sodio consumidos.
* = normalidad de la solucién de tiosulfato de sodio.
* Cuando se utilizaron menos de 0.5 ml de solucién 0.1 N, se repiti6é la determinacion con

solucion 0.01 N.

Coeficientes de extincion especifica: dienos (kzsy) y trienos (kz70) conjugados

Se pesaron 0.15 g (kzz2) ¥ 0.90 g (ko70) de aceite con una aproximacion de 0.01 g y se
colocaron separadamente en matraces aforados de 25 ml. El volumen final se complet6 con
ciclohexano de calidad espectrofotométrica. Las soluciones resultantes se homogeneizaron
y una alicuota de cada una de las mismas se utilizé6 para medir la absorbancia a 232 nm
(K232) Y 270 nm (k270), utilizando el disolvente puro como referencia. Cuando los valores de
extincion especifica obtenidos no estuvieron comprendidos en el intervalo entre 0.1 y 0.8, se
realizaron nuevas determinaciones utilizando soluciones mas concentradas o mas diluidas

segun el caso.

Contenido de pigmentos y color

Se pesaron 7.5 g de aceite con una aproximacién de 0.01 g y se diluyeron en
ciclohexano grado espectrofotométrico hasta un volumen final de 25 ml. Una alicuota de
esta solucién se utilizd6 para cuantificar la concentracion de pigmentos carotenoides,

mediante la medida de la absorbancia a 470 nm (correspondiente al maximo de absorcién

Tesis Doctoral - Ingeniera Quimica Marcela Lilian Martinez 19



Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre su

composicion y estabilidad oxidativa

de la luteina), y de clorofilas (670 nm, maximo de absorcién de la feofitina), de acuerdo a la
metodologia propuesta por Minguez-Mosquera et al. (1991).
La concentracion de cada fraccion de pigmentos se obtuvo aplicando la siguiente
ecuacion (Papaseit, 1986):
C = [(E x Vy) / (E19 x P)] x 10000

Donde: C = concentraciéon de pigmentos totales (mg de clorofilas o carotenoides/kg de
aceite).

E = absorbancia a la longitud de onda especifica.

V¢ = volumen final de la solucién aceite: ciclohexano (ml).

P = peso de la muestra de aceite (g).

E14 = absorbancia especifica en una solucién al 1 % medida en una cubeta

de 1 cm de paso 6ptico (E1¢ feofitina = 613; E1y luteina = 2000).

El color de los aceites se evalu6 mediante el método Lovibond (AOCS, 1998).

Contenido de tocoferoles

Los tocoferoles se analizaron por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de
acuerdo con el procedimiento propuesto por Pocklington y Dieffenbacher (1988). Se pesé 1
g de aceite con una aproximacién de 0.01 g y se coloc6 en un matraz aforado de 25 ml. El
volumen final se completé con n-hexano calidad espectrofotométrica. Una alicuota de 20 pl
de la solucion previamente filtrada (filtro de nylon, poro 0.45 pm) se inyect6 en una columna
de silica de fase normal (Lichrosorb Si 60). Como fase mavil se utilizé n-hexano:2-propanol
(99.5:0.5 v/v) con un flujo de 1 ml/min. Se empled un detector UV a una longitud de onda de
292 nm. Los componentes de la mezcla (a-, y- y ©&-tocoferol) se identificaron por
comparacion de sus tiempos de retencidn relativos con respecto a patrones corridos bajo
idénticas condiciones y datos publicados (Lavedrine et al., 1997; Savage et al., 1999; Amaral
et al., 2003). Para la cuantificacion de los componentes individuales se valoré la respuesta
del detector (como porcentaje de area) a diferentes diluciones de cada uno de los patrones

puros. La concentracion se expresé como pg de tocoferol/g de aceite.

Actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante (AO) de los aceites se llevaron a cabo dos
tipos de ensayo. Para el primero, se pesaron 100 mg de aceite, se agregé 1 ml de tolueno y

se agitd vigorosamente durante 20 segundos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
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agregaron 3.9 ml de solucién 10* M de DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) en tolueno,
seguido de agitacion. Finalmente, se midio la absorbancia a 515 nm luego de 1, 30 y 60 min
de incubacion, utilizando tolueno puro como blanco de reaccion. La AO al DPPH- se calcul6

mediante la siguiente ecuacion:

DPPH;, = {1 — [ (Absorbancia del Control - Absorbancia de la Muestra) / Absorbancia del
Control] } x 100

Donde, DPPH; expresa la cantidad de DPPH- que permanece en el medio una vez que los

antioxidantes presentes en el aceite son consumidos.

En el segundo ensayo, se prepararon tres concentraciones de aceite (75, 100 y 150
mg de aceite en un 1 ml de tolueno). Se agregaron 3.9 ml de una solucién 10™* M de DPPH;,
se agitd vigorosamente durante 20 segundos a temperatura ambiente y, luego de 30 min de
reposo, se midié la absorbancia a 515 nm. En este ensayo, la AO se expresé como ECs
gue se define como la cantidad de aceite necesaria para reducir al 50 % la absorbancia

inicial.

Estabilidad oxidativa

Se evalud el periodo de induccién de los aceites mediante el método Rancimat
(Frankel, 2005). Se utilizaron 3.5 g de aceite para cada determinacién. Los ensayos se

llevaron a cabo a 110 °C con un caudal de aire de 20 I/h.

Composicién acidica de los aceites

La identificacion y cuantificacién de acidos grasos de los aceites se llevaron a cabo
por cromatografia gaseosa (CG). Los aceites crudos (0.5 g) se saponificaron con 30 ml de
solucion de KOH 1 N en metanol mediante reflujo durante 45 min. El material insaponificable
se extrajo con n-hexano (3 x 30 ml). Los acidos grasos hidrolizados se esterificaron con 50
ml de solucién de H,SO,; 1 N en metanol mediante reflujo durante 45 min. Los ésteres
metilicos de los 4cidos grasos se extrajeron con n-hexano (3 x 40 ml). La solucién resultante
se secO con Na,SO, anhidro, se filtr6 y concentré en evaporador rotatorio a 40 °C. La
mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos se analiz6 en un cromatégrafo de gases
equipado con detector de ionizacién de llama. La separacion se realizé en una columna de
fase Supelcowax-10, de 30 metros de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de

espesor de fase. Se emple6 nitrégeno como gas portador (1 ml/min) y el siguiente programa
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de temperatura: T° inicial 180 °C, con un aumento de 4 °C/min hasta 240 °C (10 min). Los
tiempos de retencion relativos se consideraron en relacion al del palmitato de metilo y el
contenido de cada uno de los &cidos grasos identificados se expres6 como valor porcentual
en relacion al contenido total de los mismos (Maestri et al., 1998).

indice de Yodo

Se determiné el indice de yodo tedrico (lY) en base a los valores porcentuales de los

acidos grasos insaturados (Maestri et al., 1998) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

IY = (% Oleico x 0.899) + (% Linoleico x 1.814) + (% Linolénico x 2.737)

Fraccién insaponificable

Para el estudio de los componentes de la fraccién insaponificable, los aceites crudos
(1 g) se saponificaron con 20 ml de una solucion de KOH 1 N en metanol mediante reflujo
durante 45 min. El material insaponificable se extrajo con n-hexano (3 x 30 ml), se concentro
en evaporador rotatorio y se analiz6 mediante cromatografia en capa delgada (CCD) de
silica gel (0.5 mm de espesor) utilizando tolueno/acetona (95:5, v/v) como fase moévil. Una
vez finalizado el desarrollo de la placa cromatogréfica, se extrajo la placa de la cuba y se
colocé bajo campana hasta evaporacion del disolvente. Posteriormente, la placa se asperjo
con soluciéon etanodlica de 2,7-diclorofluoresceina (3 %, p/v) y se observd bajo luz UV. Se
observaron tres fracciones, las cuales fueron identificadas mediante el empleo de patrones,
como esteroles, metil-esteroles, alcoholes triterpénicos e hidrocarburos. Cada una de estas
fracciones fue removida de la placa en forma separada, resuspendida en cloroformo y
purificada nuevamente por CCD bajo las condiciones sefialadas anteriormente. Las
fracciones identificadas tentativamente como esteroles, metil-esteroles y alcoholes
triterpénicos se analizaron, separadamente, mediante CG y CG — espectrometria de masa
(CG - EM), bajo las siguientes condiciones:
CG: se utilizé una columna capilar (30 m x 0.25 mm x 0.25 um de espesor de fase) VF - 5ms
(5 % fenil, 95 % polidimetilsiloxano); gas portador, nitrégeno (1 ml/min); temperatura de
horno programada desde 240 °C (1 min) hasta 290 °C (2 °C/min); temperaturas de inyector y
detector, 300 °C.
GC - MS: se utiliz6 una columna capilar (30 m x 0.25 mm x 0.25 um de espesor de fase) HP
5 (5 % fenil metil siloxano); gas portador, helio (1 ml/min). Las temperaturas de horno,

inyector y detector fueron iguales a las utilizadas en el analisis por GC.
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Los esteroles, metil-esteroles y alcoholes triterpénicos se identificaron mediante
comparacion con espectros de masa de compuestos de referencia y datos publicados (Itoh
etal., 1974; Padley et al., 1986).

La fraccion de hidrocarburos se analizé mediante GC utilizando la columna capilar
VF - 5ms. La temperatura de horno se programé desde 70 hasta 300 °C (4 °C/min); las
temperaturas del inyector y del detector se fijaron en 320 °C; el gas portador fue nitrégeno (1
ml/min). Para el analisis por GC - EM se utilizo la columna capilar HP 5 y helio (1 ml/min)
como gas portador. Las temperaturas de horno, inyector y detector fueron las mismas que
las utilizadas en el analisis por GC. Los hidrocarburos se identificaron por comparaciéon de
sus tiempos de retencion relativos con respecto a patrones corridos bajo idénticas
condiciones y por comparacion con datos de espectros de masa obtenidos de compuestos

puros (estandares) de referencia.

Compuestos volatiles

El analisis de la fracciébn de compuestos volatiles se llevd a cabo mediante micro-
extraccion en fase solida seguida de CG - EM (Torres et al., 2005). Las muestras de aceite
fresco (5 ml), se colocaron en viales de vidrio de 10 ml de capacidad, los que fueron
sellados con tapon de silicona y almacenados a -10 °C hasta el momento de su andlisis.
Para la extraccion de los compuestos volatiles (adsorcion) se utilizé6 una microfibra de 100
Mm recubierta con divinilbenceno/carboxeno sobre polidimetilsiloxano. Una vez que la misma
se introdujo en el espacio de cabeza del vial, la muestra se calenté a 50 °C durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo, la fibra fue retirada del vial e inmediatamente insertada
en el puerto de inyeccion de un cromatografo gaseoso acoplado a un espectrometro de
masa. La separacién de los componentes de la mezcla se realizé en una columna capilar
HP 5 (30 m de longitud x 0.25 mm de diametro interno x 0.25 um de espesor de fase). Se
empled helio como gas portador (1 ml/min). La temperatura del horno se programé desde 50
°C (2 min) hasta 250 °C a razén de 5 °C/min. Las temperaturas del inyector y del detector se
fijaron en 250 °C. Los compuestos volatiles se identificaron por comparacion con datos de

espectros de masa obtenidos de compuestos puros (estandares) de referencia.

Analisis estadistico de los resultados

La base informatica utilizada fue el programa INFOSTAT version 2009p. Para cada
uno de los parametros fisicos y quimicos estudiados, se realiz6 analisis de la varianza

(ANAVA) a dos vias, considerando a la variedad y a la campafia de produccion como
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fuentes de variabilidad. En aquellos casos en donde se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05), se utilizd un test a posteriori de comparaciones
multiples (LSD). Para estimar correlaciones entre los pardmetros evaluados se utilizé el test
de correlacion de Pearson. También se realiz6 andlisis multivariado (componentes

principales) para establecer relaciones entre las variedades y parametros estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se presentan los resultados de la caracterizacion pomoldgica de las
variedades de nuez cultivadas en Catamarca. La variedad Chandler present6 los frutos de
mayor tamafio (mas del 80 % de los mismos se clasificaron como grandes) y también una
mayor regularidad en este caracter a lo largo de las tres campafas de produccion. En
coincidencia con lo anterior, esta variedad mostrd, en proporcion, semillas de tamafio mas
grande que las observadas en las variedades Criolla y Franquette. Asimismo, la relaciéon

PP/PF (peso pulpa/peso fruto) resultod superior en la variedad Chandler.

Aunque la variedad Criolla ha sido tradicionalmente caracterizada por sus frutos
pequefios y por una baja relacion pulpa/cascara, los resultados encontrados en este estudio
mostraron una distribucion de tamafos de frutos similar a la observada en la variedad
Franquette. No obstante, la distribucién de tamafios, especialmente de frutos sin cascara,
fue méas heterogénea en la variedad Criolla y presenté mayor variabilidad entre campafnas

de produccion.

En la variedad Franquette se observaron, en proporcion, los frutos y especialmente
las semillas de menor tamafio. Esto redundd en una baja relacion PP/PF. Por otra parte,
esta variedad presenté la mas alta regularidad en la distribucién de tamafos y pesos de

frutos y semillas a lo largo de las tres camparfias de produccion analizadas.

Al examinar la distribucién del caracter color de pulpa, se puso en evidencia una gran
variabilidad entre campafias en las tres variedades evaluadas. Sin embargo, si se analizan
los promedios de las tres campafas, las nueces de la variedad Chandler mostraron una
distribucién de tipo exponencial, con una gran proporcién de pulpas en las categorias “extra
claro” (62.7 %) y “claro” (28.7 %). La variedad Criolla presentd una distribuciéon mas regular
en las diferentes categorias, aunque con mayores porcentajes de pulpas “ambar” (31.3 %) y
“ambar claro” (33.1 %). En la variedad Franquette predominaron pulpas “ambar claro” (49.9
%)y “extra claro” (24.9 %).
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La tabla 2 muestra los contenidos de aceite y algunos parametros fisicos y quimicos

de los mismos en las variedades de nuez producidas en Catamarca.

El rendimiento en aceite estuvo comprendido entre 67.6 % (variedad Ciriolla,
campana 2005) y 74 % (variedad Franquette, campafia 2006). El genotipo fue la principal
fuente de variacion para este caracter (tabla 3). La variabilidad debida a la campafa de
produccion y su interaccion con el genotipo no resultaron significativas. Al analizar los
promedios de las tres campafas (tabla 4), la variedad Franquette presentd un contenido en
aceite significativamente mas elevado (72.7 %) que aquellos observados en las variedades
Chandler (70.4 %) y Criolla (68.9 %). Estos valores, en conjunto, resultaron superiores a un
valor promedio (69 %) determinado por Prasad (2003) a partir de nueces de diferentes
variedades y origenes geogréficos. Por otra parte, el contenido promedio de aceite en la
variedad Franquette fue similar al informado por Pereira et al. (2008) para nueces de esta

variedad cultivada en Portugal.

La densidad y el indice de refraccion presentaron valores coincidentes con los de
numerosos aceites vegetales comestibles (Padley et al., 1986). No se registraron

variaciones debidas al genotipo y a la campafa de produccion para estos parametros.

El grado de acidez de los aceites resultd extremadamente bajo (< 0.01 % Ac. oleico)
indicando que los mismos, cuando se obtienen a partir de frutos frescos, se encuentran
efectivamente protegidos frente a procesos de degradacion hidrolitica y/o microbioldgica que
conllevan a la hidrélisis de glicéridos con el consiguiente incremento de los valores de
acidez. No se observaron diferencias significativas entre genotipos ni entre afios de

produccion para este parametro.

Los coeficientes de extincion especifica, que se relacionan con la estabilidad
oxidativa de los aceites y corresponden a la maxima absorcién de dienos y trienos
conjugados, resultaron similares (ks < 1.5, ko709 < 0.1) a los obtenidos por Crowe et al.
(2002) para aceites de nuez obtenidos mediante disolventes. No se detectaron peroxidos en

ninguno de los aceites analizados.

Los principales acidos grasos de los aceites de las variedades estudiadas (tabla 2)
fueron: palmitico (hexadecanoico, 6.61 — 7.81 %), estearico (octadecanoico, 1.50 — 2.54 %),
oleico (cis 9-octadecenoico, 15.4 — 30.2 %), linoleico (cis 9, cis 12-octadecadienoico, 47.9 —
57.8 %) y linolénico (cis 9, cis 12, cis 15-octadecatrienoico, 11.9 — 18.6 %). También se
detectaron cantidades traza (< 0.3 %) de los acidos palmitoleico (cis 9-hexadecenoico),

araquidico (eicosanoico) y cis 11-eicosenoico.
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El genotipo resulté la principal fuente de variabilidad para todos los acidos
analizados, aunque la influencia de la campafia de produccion y su interaccién con el

genotipo también resultaron significativos (tabla 3).
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El acido oleico presenté la mayor variabilidad entre genotipos; la variedad Franquette
tuvo el contenido promedio mas elevado (28.3 %) y Chandler el méas bajo (16.6 %) (tabla 4).
Los acidos poliinsaturados mostraron la tendencia opuesta: sus porcentajes resultaron
significativamente menores en la variedad Franquette. Estas tendencias se confirmaron
mediante una correlacién inversa altamente significativa entre el contenido de &cido oleico y
el de cada uno de los acidos poliinsaturados: linoleico (r = -0.94, p < 0.0001) y linolénico (r =
-0.81, p = 0.0001).

El andlisis de la bibliografia disponible en relacion a la composicion de acidos grasos
de aceites de nuez de diversos origenes, muestra que los contenidos de &cido oleico en
cultivares comerciales estan comprendidos entre 13 y 22 % del total de &acidos grasos
(Amaral et al., 2003; Crews et al., 2005; Li et al., 2007; Pereira et al., 2008). Los valores
obtenidos en este trabajo para la variedad Franquette resultan significativamente mas
elevados, inclusive con respecto a esta misma variedad cultivada en Portugal (17 — 22 % de
acido oleico) (Amaral et al., 2003; Pereira et al., 2008). No obstante, deben mencionarse
algunos trabajos de prospeccién y mejoramiento en genotipos no comerciales de nuez en

donde se han registrado valores de hasta el 40 % de acido oleico (Ozkan y Koyuncu, 2005).

Los indices de yodo de los aceites analizados estuvieron comprendidos entre 150
(variedad Franquette) y 167 (variedad Chandler) (tabla 4), y resultan coincidentes con los
valores hallados por Crews et al. (2005) para aceites de nuez de diferentes origenes
geograficos. En consecuencia y atendiendo a este parametro, los mismos se clasifican como

aceites secantes.

Entre las sustancias naturales con actividad antioxidante en aceites vegetales, se
destacan, por su distribucion relativamente ubicua, los tocoferoles y, en menor medida,
acidos fendlicos y polifenoles tales como flavonoides y taninos (Maestri et al., 2006).
Numerosos trabajos han puesto en evidencia la presencia de una abundante cantidad de
estos compuestos en la semilla del nogal (Lavedrine et al., 1997; Fukuda, et al., 2003; Li et
al., 2006, 2007; Labuckas et al., 2008; Zhang et al., 2009), fundamentalmente de acidos
fendlicos y de un tipo particular de taninos conocidos como elagitaninos (Fukuda, et al.,
2003).

Se examind la presencia de compuestos fendlicos, diferentes a los tocoferoles, en los
aceites y harinas de extraccion, utilizando la reacciéon con el reactivo de Folin-Ciocalteau
(Labuckas et al., 2008). El contenido promedio de compuestos fendlicos en las harinas fue
de 25.6 (mg/g harina, base seca). Sin embargo, no se detectaron los compuestos

mencionados en ninguna de las muestras de aceite analizadas. Estos resultados son
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coincidentes con los observados por otros investigadores (Espin et al., 2000; Arranz et al.,
2008 a, b). La carencia de éacidos fendlicos y polifenoles en la fraccion de aceite puede
atribuirse a la baja solubilidad de los mismos en esta fraccion.

La comparacion con otros aceites vegetales comestibles (Padley et al., 1986) permite
afirmar que los aceites de nuez poseen un contenido medio de tocoferoles totales. El
examen de la bibliografia revela valores comprendidos entre 260 y 570 pg/g de aceite
(Lavedrine et al., 1997; Crews et al.,, 2005). En el presente trabajo, se obtuvieron
concentraciones en el rango 301 — 386 ug/g de aceite (tabla 2). La variabilidad observada
puede explicarse en su mayor parte por la influencia del genotipo (tabla 3). La campafia de
produccion y su interaccién con la variedad no fueron significativas. Los valores promedio de
las tres campafias mostraron las concentraciones mas elevadas en la variedad Criolla

(370.6 ng/g de aceite) y algo menores en Chandler y Franquette (tabla 4).

En coincidencia con datos publicados por diferentes autores (Lavedrine et al., 1997;
Crews et al., 2005; Li et al. 2007), el y-tocoferol fue el componente mas abundante de la
fraccion de tocoferoles (79.3 — 88.3 %), seguido por el 8-tocoferol (11.7 — 18.3 %) y

pequefias cantidades de a-tocoferol (6 %) (tabla 2).

El contenido de pigmentos carotenoides, responsables en parte del color de los
aceites, estuvo comprendido en el rango 0.67 — 1.42 (ug/g de aceite). Se detectaron
cantidades extremadamente bajas de fésforo en los aceites estudiados, la cantidad
promedio hallada fue de 24.7 mg/kg de aceite. No se conoce un factor para la conversién del
contenido de fosforo a fosfolipidos, especifico para aceite de nuez. En los Ultimos afios se
ha generalizado el uso de un factor igual a 30, calculado originalmente para aceite crudo de
soja (AOCS, 1998). Sin embargo, teniendo en cuenta la composicidon de &cidos grasos de
los fosfolipidos individuales, Chapman (1980) ha determinado un valor de 25 para aceites de
soja y girasol. A su vez, Carelli et al. (2002) han estimado un factor teérico de conversion de
24.7 para aceite crudo de girasol. En base a estos antecedentes, la aplicacion de una factor
de 25 a los aceites de nuez analizados en este trabajo, da lugar a un contenido de
fosfolipidos totales de alrededor del 0.06 %, valor que resulta marcadamente inferior al

encontrado en algunos aceites vegetales crudos (Gunstone, 2002).

Los aceites presentaron una coloracidon ambar claro. Las determinaciones de color
(sistema Lovibond) indicaron valores entre 0.85 — 1.22 (rojo) y 11.5 — 13.3 (amarillo). No se

encontraron datos publicados sobre estos parAmetros en aceites de nuez.
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La estabilidad oxidativa (EO, Rancimat) se caracterizd por los bajos tiempos de
induccion (2.15 — 3.38 horas, tabla 2) confirmando que los aceites de nuez son inestables
frente a la termo-oxidacion, en comparacion con otros aceites vegetales (Arranz et al.,
2008). Los valores promedio de las tres campafias indicaron que en la variedad Chandler la
EO fue significativamente menor a la de las variedades Criolla y Franquette (tabla 4). Estos
valores resultan similares a los obtenidos por Amaral et al. (2003) quienes informaron un
rango comprendido entre 2.7 y 3.4 h, pero inferiores al informado por Arranz et al. (2008)
gue resulto igual a 4.7 h. Se obtuvo correlacion positiva, estadisticamente significativa, entre
EO y el contenido de acido oleico (r = 0.58, p < 0.01), y negativa entre EO y el contenido de
acidos grasos poliinsaturados (r = -0.61, p < 0.007).

Tabla 3: Andlisis de la varianza (ANAVA) a dos vias para los principales parametros
medidos en frutos y aceites de las variedades de nuez producidas en Catamarca durante las
camparfas 2004, 2005 y 2006.

Parametro Variedad F  Campafa F VxC F

Peso pulpa/peso fruto 55.45** 17.75 3.32 1.03 4.25 0.68
Contenido de aceite 57.46* 20.56 9.86 3.53 7.51 1.34
Ac. palmitico 64.92* 122.2 10.79* 20.28 19.52* 18.41
Ac. estearico 7290 99.92 16.41* 2252 4.20* 2.97
Ac. oleico 88.65** 362.9  4.85** 19.87 4.30** 8.80
Ac. linoleico 88.12** 673.1 3.54*  27.03 7.16** 27.35
Ac. linolénico 81.13** 194.2  5.94* 14.20 9.18** 10.99
indice de yodo 87.01* 269.1  4.85** 15.00 5.24** 8.10
Material insaponificable 17.86** 8.63 57.14*  26.02 7.14 1.97
Tocoferoles totales 76.74* 38.41 7.64 3.83 6.62 1.66
Estabilidad oxidativa 67.11** 2091 13.76* 4.31 4.69 0.75

Significancia estadistica: * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Tabla 4: Valores promedio (campafias de produccion 2004, 2005 y 2006) del contenido de
aceite, caracteristicas quimicas y composicion de acidos grasos y tocoferoles de los aceites
de variedades de nuez producidas en Catamarca.

Variedades

Parametro Chandler Criolla Franquette
Contenido de aceite (g/100 g pulpa) 70.4°+1.33 68.9°+1.15 72.7°+1.71
Grado de acidez (% Ac oleico) 0.05°+0.01  0.06*+0.01 0.06°+0.01
K232 1.23*+0.14 1.22°+0.09 1.20*+0.16
ka0 0.09°+0.01  0.09°+0.01 0.07*+0.01
Acidos grasos (%)

Palmitico 6.89%+0.28 7.76°+£0.10  6.98%+0.44
Esteérico 1.63%+0.15 1.87°+0.14 2.27°+0.22
Oleico 16.6%+ 1.22 20.1°+2.14 28.3°+2.08
Linoleico 57.0°+0.63 57.0°+0.81 50.1%+1.95
Linolénico 17.9°+0.91 13.3*+1.79 12.3*+0.76
indice de yodo 167.2°+1.94 157.9°+4.06 150.1°%2.10
Tocoferoles (%)

a- tocoferol 2.36%+2.72 1.52%+261 2.79°+2.44
y- tocoferol 83.1°+3.16 85.3°+3.64 82.3%+4.83
o- tocoferol 14.5%+ 0.94 13.2°+1.25 14.9%°+ 257
Tocoferoles totales (ug/g aceite) 333.7°+10.2 370.6°+14.0 313.4°+17.6
Carotenoides (ug/g aceite) 0.92%+0.07 1.16°+0.27 0.91°+0.24
Estabilidad oxidativa (horas) 2.34°+0.19  3.07°+024 3.03°+0.32

Valores medios (n = 9) + desvio estandar. Valores medios para cada pardmetro seguidos por la misma letra no
presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre variedades.

En la tabla 5 se presenta la composicion de la fraccion insaponificable de los aceites.
En conjunto, esta fraccion constituyd entre 0.3 y 0.55 % del total del aceite, porcentajes que
resultan bajos si se los compara con los encontrados en otros aceites vegetales (Padley et
al., 1986). Los esteroles estuvieron representados por el B-sitosterol (85 — 92 % del total de
esteroles), el campesterol (4.3 — 5.4 %) y el A>-avenasterol (2.8 — 9.5 %). No se detectd
colesterol en ninguna de las muestras analizadas. La composicién descripta coincide, en
términos generales, con la informada por Tsamouris et al. (2002), Amaral et al. (2003) y
Crews et al. (2005).

En relacién a metil-esteroles y acoholes triterpénicos, los aceites estudiados en este

trabajo presentaron cicloartenol (valores promedio 75 — 86 % del total de esta fraccién),

Tesis Doctoral - Ingeniera Quimica Marcela Lilian Martinez 32



Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre su

composicion y estabilidad oxidativa

cicloeucalenol (7.5 — 10.7 %), 24-metilencicloartanol (6.5 — 14 %) y cantidades traza (< 0.3
%) de ciclolaudenol. No se encontraron datos publicados acerca de la presencia de estos
compuestos en aceites de nuez. En estudios realizados en otros aceites vegetales, Itoh et
al. (1974) y Gaydou et al. (1983) observaron que el cicloartenol y el 24-metilencicloartanol

eran los componentes mas abundantes de esta fraccion.

Los hidrocarburos constituyeron una fracciébn minoritaria del material insaponificable.
Esta fraccion estuvo representada, en su mayor parte, por alcanos normales y una pequefia
proporcion de alcanos ramificados y alquenos (tabla 5). Entre los primeros, el tetradecano
(6.7 — 13.9 % del total de hidrocarburos), el hexadecano (15.9 — 22.9 %), el octadecano
(14.9 — 34.6 %) y el eicosano (11.4 — 18.4 %) fueron los componentes mas abundantes.
Estos resultados difieren de los informados McGill et al. (1993) en aceites de origen
comercial, en los cuales predominan alcanos de mayor peso molecular y de nimero impar

de atomos de carbono.

La fraccion de compuestos volatiles estuvo representada por hidrocarburos y
alcoholes de bajo peso molecular, aldehidos saturados e insaturados y derivados del furano
(tabla 6). Algunos de los componentes determinados en este estudio han sido hallados en
aceites de nuez de origen europeo (Caja et al., 2000). Aunque con diferencias importantes
entre variedades y campafias de produccion, se destacaron, por su abundancia relativa, el
n-pentano (8.9 — 31 % del total de compuestos volatiles), el hexanal (7.8 — 19.1 %) y el 2,4-
decadienal (11.5 — 39.8 %). El origen de los mismos puede explicarse por medio de
reacciones oxidativas y posterior descomposicién de hidroperoxidos provenientes de los

acidos insaturados del aceite, en particular del acido linoleico (figura 2) (Frankel, 2005).
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Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre su

composicion y estabilidad oxidativa

Figura 2: Reacciones de auto-oxidacion del acido linoleico y formacion de los principales

compuestos volatiles en los aceites de nuez analizados.
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Durante las campafias de produccion 2007 y 2008 y a modo de complementar la
caracterizacion llevada a cabo con los materiales producidos en la provincia de Catamarca,
se analizaron muestras de frutos procedentes de variedades cultivadas en la localidad de
Guanchin (provincia de La Rioja). En la tabla 7 se muestran las caracteristicas pomolégicas.
La variedad Tulare present6 los frutos y pulpas de mayor tamafio (en promedio, el 83 % de
los frutos se clasificaron como “Gigantes”). En las variedades Hartley, Chandler y Mayette se
observd una gran proporcion de frutos en la categoria “Grandes” (95.4, 95.3 y 82.5 %,
respectivamente) pero las pulpas resultaron de menor tamafo a las de la variedad Tulare.
Las variedades Franquette y Sorrento mostraron, en proporcién, los frutos y pulpas de
menor tamafio. En relacién al color de la pulpa, y a semejanza de lo observado con los
materiales de Catamarca, la variedad Chandler arrojé los mejores resultados: en promedio,

el 90 % de las mismas se clasificaron como “extra claras”.

El rendimiento de aceite (tabla 8) se ubicé dentro de un rango de variacion
relativamente estrecho (69.7 — 73.4 g/100 g de pulpa). El genotipo fue la principal fuente de
variabilidad para este caracter, aunque la campafia de produccion y su interaccién con la
variedad también resultaron significativas (tabla 9). Los porcentajes promedio de aceite en
las variedades Chandler y Franquette no mostraron diferencias significativas con los

registrados en la provincia de Catamarca.

El grado de acidez y los coeficientes de extincion especifica (kK2s2 Y K270) presentaron
valores muy bajos, en coincidencia con los aceites obtenidos a partir de las variedades
cultivadas en Catamarca. Se detectaron, ademas, bajos niveles de perdxidos (0.04 — 0.43

meq O,/kg de aceite).

La composicion de acidos grasos respondié al patrén general para aceites de nuez:
se detectaron elevados porcentajes de &cido linoleico (52.5 — 59.2 %), niveles intermedios
de oleico (16.1 — 29.5 %) y linolénico (9.46 — 16.5 %) y bajos contenidos de &cidos
saturados (palmitico 6.10 — 8.16 %, esteérico 0.94 — 2.18 %). Para todos los acidos grasos
mencionados, la mayor parte de la variabilidad fue debida al genotipo (tabla 9). Al igual que
lo observado para los aceites procedentes de los frutos producidos en Catamarca, la
variedad Chandler registr6 los mayores porcentajes promedio de acidos poliinsaturados
(linoleico 59.1 %, linolénico 16.5 %). Por su parte, las variedades Franquette, Mayette y
Tulare presentaron las concentraciones promedio mas elevadas de acido oleico (23.2, 25.9
y 23.6 %, respectivamente). Los valores medio de los indices de yodo resultaron superiores

a 150 en todas las variedades analizadas.
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El contenido promedio de tocoferoles totales estuvo comprendido entre 268 (variedad
Serr) y 367 ug/g de aceite (variedad Sorrento). El genotipo dio cuenta de mas del 90 % de la
variabilidad total observada (tabla 9).

La determinacion de la EO de los aceites analizados (tabla 8) ratifico la propension
de los mismos al deterioro termo-oxidativo. Se detectaron variaciones significativas debidas
al genotipo, al afio de produccién y a la interaccion entre ambos (tabla 9). Los aceites de la
variedad Chandler resultaron los menos estables (valor promedio 2.5 horas), mientras que
los de la variedad Mayette presentaron la EO mas elevada (3.6 horas). El valor obtenido en
la variedad Franquette (3.3 horas) fue similar al registrado para el aceite de esta variedad

producida en Catamarca.

Entre las herramientas analiticas que permiten examinar la actividad antioxidante de
los componentes de un aceite, la reaccion con radicales libres estables, tales como ABTS y
DPPH, esta siendo utilizada cada vez en mayor grado (Frankel, 2005; Ramadan y Moersel,
2006; Arranz et al., 2008 a). El ensayo con DPPH cuantifica la capacidad inhibitoria de una
sustancia o grupo de sustancias frente al radical sintético 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH),
utilizado como patron. La capacidad inhibitoria de los aceites evaluados en este trabajo, se
situd en el rango 587 — 782 mg aceite/mg DPPH-. Estos valores, en su conjunto, resultaron
inferiores a los publicados por Li et al. (2007) y Arranz et al. (2008 a) para aceites de nuez
de diferentes origenes. Se ha mencionado anteriormente la ausencia de acidos fendlicos y
polifenoles en los aceites analizados. Esto permitiria asumir que la capacidad inhibitoria de
radicales libres en aceites de nuez es debida a la actividad antioxidante de los tocoferoles
presentes en los mismos. La correlacidbn negativa, altamente significativa (r = -0.90, p <
0.01), entre los valores de ECsg y las concentraciones de tocoferoles totales, y los resultados
obtenidos en este sentido por otros investigadores (Espin et al., 2000; Arranz et al., 2008 a,

b), contribuyen a favor de tal hipétesis.

El andlisis conjunto de los materiales producidos a partir de las variedades Chandler
y Franquette cultivadas en las dos localidades (Belén y Guanchin), puso en evidencia la
escasa influencia del ambiente sobre los principales parametros de los frutos y aceites
analizados (tabla 10). En consecuencia, y con el propdsito de establecer relaciones entre los
genotipos y algunos parametros seleccionados, se realiz6 un analisis multivariado
considerando la totalidad de las variedades estudiadas en ambos ambientes. Los resultados
se muestran en gréaficos de componentes principales (CP) (figura 3). Respecto a la CP1, las
variedades Franquette, Mayette, Tulare y Serr, aparecieron asociadas con los contenidos

mas altos de acido oleico y de aceite y mayor estabilidad oxidativa de este ultimo. Por otra
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parte, las variedades Chandler, Hartley, Sorrento y Criolla, se relacionaron con niveles
elevados de acidos poliinsaturados y contenidos mas altos de tocoferoles totales. Respecto
a CP2, las variedades Tulare y Serr, se vincularon con una mayor relacion peso de
pulpa/peso de fruto y con contenidos mas altos de aceite. Por otro lado, las variedades Lara
y Criolla, se encontraron ligadas a contenidos mas altos de tocoferoles totales y niveles
elevados de &cidos grasos saturados. La CP3 agrup0 a las variedades Lara, Serr y Criolla,
por su mayor relacion peso de pulpa/peso de fruto y a diferencia del andlisis realizado en la
CP1 y CP2, relacioné a la variedad Serr con niveles elevados de acidos grasos saturados
junto a las variedades Lara y Criolla. Por ultimo, el andlisis multivariado discriminante, que
podria ser de utilidad a los fines de seleccionar caracteres que permitan discriminar a las
variedades estudiadas, no pudo ser aplicado a los datos analizados en este trabajo debido a

gue el numero de muestras para cada variedad fue inferior al total de variables examinadas.

Tesis Doctoral - Ingeniera Quimica Marcela Lilian Martinez 39



017 zaunJely ueli eare eawind eisiuabul - [eloo(q sisal

*Jepue)sa 0IASap F (€ = u) SoIpaW SaI0[eA

100 100 100 100 700 T00 T00 00 T00 TOO TTO t00 00 200 T00 TOO
¥0S0 F61°0 FYr0 F2r0 FGG0 F2S0 FPEO0 FCr0 FEYO FSP0O F9S0 FIVO F8S0 F8S0 F.Lv0 F6¥0 dd/dd
T €50 69°0 1.0 zze A T
FOT T - FIST - - F0S0 - ¥82¢C - - F¥8'S - F0¢ - - lequy
ey ZET AN 8T'C 802 00 TL0 2TZ ITE S6C T TL0 TL0
F0€ ¥86'C F0S9 F€99 FIFT F0CZ F0SC F0SE FZ89 F60C - FOT - F0S0 F0S0 - 0Je[d Jequy
9¢'9 1. 0zt 12T vZ'9 00 02T T 00 9TS 00 IT. ¥S¢€ ¥SE  v¥SE 08¢
FGTC F 96V ¥6'8¢ 7689 FL6E FO8F FSE F06C Fv9L F.08 FYTL FO0.r F98 FGTIS FGST F20V ore|n
6T'6 98’ 06'6 4%% z€'8 00 90T +S§¢ €r9 12¢ 00 0TS V¥S¢ vZv €8C 6BLC
FSYL FO9Y F0'SS Feee ¥88 F00S FG€§ F9/9 FGSV¥S FCILT F6¢6 FZ9% FSTI. F09y F0¥8 F096 oJejoelxy
dOo
€8¢ T0°€ 6T'6 €9'T ¥29 €67 T 92 2Z¢ IZZ SOS vOT T S6 €8¢ 12T
¥09 F./T'8 ¥G'€8 ¥8'16 ¥GE&'/. FT6S F0GE F0SS FVIT F¢.T FT28 F€6L F0/6 ¥988 F02C F10C seueuq
1T L'2T 6T'6 290 9T Ov'e TL0 V8T 62T €07 S0's 12T T 99'g 21e ISV
FOOv ¥2'8¢ ¥GOT ¥G9'9 ¥625 ¥66E FSES FO0B8E FSVS FOTS F6LT FO06T FOE F00T FS¥9 F2'99 Sedlyod
8./ 00T ST'C 80C VT T vy 12¢ 9IS Ge'¢ TL0 TL0 10V
Fgee F6'62 - F2ST ¥08 F¥0T FO0TT F0/. F0GSZ FG¥¢ - F19T - FOST FG0T FTVT SseuelpsiN
1.0 6°.2 9T’y TL'0 1 AW T TL0
FG02 FZTE - - F8TT - F0S0 - FO0T6 ¥62°L - - - - F0E F0S0 sapuelo
9T'¢
. 652 . . . . . . . - - - - - - - sojueblo
(ww) d1
1.0 TL0
- - - F0S'€ - - - - - - - - - F0S0 - - Sseueuq
00 ey €8¢ €8¢ Zre
- - ¥0'8 F0'62 - - - F0€ - - - - ¥09 F99T - - sedlyd
6T'6 ey 2l 1.0 0L 67 99§ GV CTI¢C
- - ¥G6'G9 ¥0'CS - FEB6'T F0S0 FOET - - - - ¥GZ¢ F02Zr F09€E FOST SeuelpaiN
9'GT 95°¢ 6T'6 1.0 Z¢'8  1Z¢€  ¥gv 0L TZE 990 TOT €8 IrT vZy G6v €8¢
F0'.2 F299 FGoC FG'qT FY6Z FEC9 FO0E8 F0Z8 FCEr FG.Lr ¥6¢6 F08 FOTI9 FO0TIvr ¥596 FOV6 sapuelo
9'GT 95°¢ Z¢'8 08¢ SBY €8¢ TZE 990 TOT €8¢ T.0 TL0
F0€L FG'€6 - - ¥90. ¥€.& FS9T F0C ¥895 FG2¢5 FST.L F0¢C F0S0 - - FOS'Y sajuebin
(ww) 41
800¢ 1,00¢ 800¢ 1,00¢ 800¢ /00¢ 800c¢ /[00C 800C L00C¢ 800c /[00C 800Cc L00C 800c /L0OO¢ ollaweled
ale|ny 0j1uUa1l0S 119 anakepn eleT AajeH ananbuei4 Ja|pueyd
sapepalie)

‘8002 A 200z Seuedwed se| ajueinp eloiy e us sepionpoid zanu ap sapepaleA us (4d/dd)
o1nJ} osadyedind osad ugioejal A (4D) edind ©] ap 1009 ‘(d1) edind ap A (41) eieased uod oinly ap souewe) ap femuadiod ugnquisiq :/ e|gel

BAITRPIXO pepljiqeIss A ugidisodwod NS 81qos S02160jouda] sa101oe) ap A JeAnnd |ap erouanjul (7 v1bal sue|Bnr) zanu ap a)dde ap UQIdeZIIS1de.R A UQIdJRiIX]



144

zaunJely ueli eare eawind eisiuabul - [eloo(q sisal

*JepuRISa 0JASAP F (£ = U) SOIPaW SBIO[BA "BANRPIXO PepI|iqe]ss
‘03 ‘auepIXonue pepIAoeR ‘053 ‘Salelo) S8|0JaJ000] ‘| | ‘0pOA ap 82Ipu) ‘Al ‘soselb sopioe ‘Ov ‘sopixosad ap 82Ipul ‘d| ‘zapioe ap opelb ‘Yo ‘811908 ap OpIUSIUO0D ‘vD SBINRIASIQY

900 100 100 200 970 900 €€°0 6T°0 200 YA 100 ZAY €T0 9T’0 0€°0 970
FI8C FvPe F8L°C F20€ FOSC FYOE FLLE FOVE  FZEE F/8C FITC FETE FYIE F6EEC FELT FYOC (sesoy) 03
06t 9Lv 190 198 0Z'S 6L°L 16'8 €21 19°0 2L6 8L°S 66T 0T Sb'8 1Z°€ 10T (Hdda Bw
¥29, F/8. FS09 F69S F89. F96. FeIL F6E9 FLE9 F609 FLI9 FIZ9 FO069 FGS9 FgzL  Fe69 /dNdde bw) %503
Gs'T AR 809 zeT LTV 0T'T LT LE'S LLT A Sh'y VT 112 €10 ¥0°0 220
¥G/Z F6LZ T69E FG9E  F68Z FLyZ F0E Fe66C FOSE  FGEE  FESE  Fere Fe6c F8Ie  Fvee Fosz  (9wede B/6M) 11
rAN) 1€°0 250 9z'T ¥1°0 06°0 LE0 L¥'0 LL°0 €10 92°0 10T 0Z°0 0Z'0 LS0 9v°0
FLOST FYv¥ST F26ST FG€9T F209T FSSST FLULPT F28ST FGIST FTLST F2'99T F029T FSGST FSSST FGL9T FG99T Al
1T°0 6T°0 €2°0 €0 FAN0) 120 S0°0 8€°0 ¥2'0 10°0 200 oT'T SP°0 SP°0 120 6T°0
¥F0C2T F¥IT F92T FO0GT *.%T F9€T ¥886 F6€T F9y6 FG¢IT F09T FOVT FG2T *FG2T *FG9T FGOT odlugjoun
¥0°0 90°0 200 90°0 1T°0 150 FAN0) 62°0 1T°0 60°0 1T°0 S6°0 87°0 87°0 1T°0 €0°0
¥6'95 F6'GS FEB6S F68G FEOS FGCS F6TS F¥GS F6'95 F08S FI6S F¥8S FEGS FEGS FIC6S  F6'8S odIj0ul
€T°0 1T°0 60°0 200 €0°0 ST'0 100 90°0 60°0 10°0 10°0 220 8T°0 8T°0 (o0 10°0
¥0€ FIve FU6T F2¢LT F¥0Z *¥SZ *G62 FE€2C F6V¥C FL6T FL9T F6LT F2€ F2€ FG9T FT9T 0219]0
200 1T°0 90°0 80°0 200 100 100 100 ¥0°0 GE'0 ¥0°0 S0°0 €0°0 €0°0 10°0 S0°0
¥0C F.TC F.VT FILT F/8T F08T F8T'c */..T *¢8T *F€9T FIET F¥60 F68T F68T FPST F99T 0dleslsg
80°0 80°0 90°0 Zro 90°0 80°0 1T°0 200 220 82°0 80°0 90°0 6T°0 6T°0 €0°0 0T’0
FOT9 ¥8€9 F.GL FOTL FE€L9 F099 FG59 F€99 *Fv69 F9I8 F089 FPI'8 F90L F90L F8T9 FI8Y odnjwred
(%) OV
00 100 100 00 00 00 100 00 00 00 100 10°0 00 10°0 00 00
¥900 ¥900 F600 FL00 F900 FS00 F900 F900 FL00 F900 F600 FL00 F900 F900 FLOO FS00 0Ley
00 00 00 100 100 200 €0°0 100 100 100 100 €0°0 10°0 200 10°0 00
F90T Fv0OT F02T FI2T F2I'T F60T +FS0T 7G0T FEPT FSOT F0€T FSTT F.0T F90T FOTT FOTT ceey
1000 TOO0  TOOO 900  T000 100 T00'0 TOOO TOOCO  TOOO  TOOO  TOOO  TOOO 100 T000  T000 (emaoe
¥200 F900 FOT0O F920 FOT0O FE€I'0 F900 F9OT'0 F6£0 F/40 FOT0 F800 FOT'0 FS00 F800 F800 DB/°0baw)dl
00 100 100 €00 00 00 00 100 00 100 00 100 00 100 100 100
FY00 FS00 FLS0 FITO FYOO F800 FSOO FGS00 F6£0 FELO FLO0 FLOO TFEOO0 FS00 FY00 FS00 (00190 9V %) VO
200 690  TTO 20  ZT0  T00 08T 990 200 920  v00 €00 €0 20  ¥50 900 (edind
¥Ze€L F9€. F9TL FeE€L FTTL F82 Fve9 Fge€L FE€89 FZTL FOTL FYTIL FeTL F0TL FlIL FSU 6 001/6) VO
800¢ L00Z 800¢ L00Z 800C L0OOC 800 LOOC 800C LOOCc 800C LOOCc 800c LOOC 800cC LOOc ollsweled
ale|ny 0j1ua1l0s 119 anakepn elRT AajueH ananbuei4 la|pueyd
sapepallen

BAITRPIXO pepljiqeIss A ugidisodwod NS 81qos S02160jouda] sa101oe) ap A JeAnnd |ap erouanjul (7 v1bal sue|Bnr) zanu ap a)dde ap UQIdeZIIS1de.R A UQIdJRiIX]

‘8002 A 200z seuedwed se| ajueinp
eloiy e ua sepionpoid zanu ap sapepalieA ap sallade So| ap soselb sopioe ap uglIsodwod A sedlwinb seonsiialoeled ‘a1lade ap opIuau0) 8 B|qel



Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre su

composicion y estabilidad oxidativa

Tabla 9: Andlisis de la varianza (ANAVA) a dos vias para los principales parametros
medidos en frutos y aceites de las variedades de nuez producidas en La Rioja durante las
campaias 2007 y 2008.

Parametro Variedad F Campafia F VxC F

Peso del fruto 91.85*  169.0 2.07** 26.71 4.84** 8.91
Peso de la pulpa 90.69** 45.95 0.05 0.16 4.74 2.40
Contenido de aceite ~ 48.79** 13.91 23.72*  47.35 19.48** 5.55
Ac. palmitico 61.25** 36.41 9.97** 41.62 24.89** 14.82
Ac. estedrico 80.39**  34.85 0.96 3.17 13.50** 5.83
Ac. oleico 75.17* 2232 1.48** 308.0 23.27* 691.1
Ac. linoleico 80.74*  166.4 0.22 3.24 17.92* 36.95
Ac. linolénico 73.18* 85.75 3.74** 30.69 21.13* 24.77
indice de yodo 75.50**  286.0 0.88** 23.42 23.02** 87.21
Tocoferoles totales 90.68*  274.9 2.36** 49.99 6.20** 18.81
Estabilidad oxidativa 58.11*  17.56 8.45** 17.77 25.84** 7.82

Significancia estadistica: * p < 0.05, ** p < 0.01.

Tabla 10: Analisis de la varianza (ANAVA) a dos vias para los principales parametros
medidos en frutos y aceites de las variedades Chandler y Franquette cultivadas en las dos
localidades (Belén y Guanchin).

Parametro Variedad F Ambiente F VXA F

PP/PF 64.59**  47.65 2.10 1.54 1.02 0.72
Contenido de aceite 15.13* 4.85 4.39 1.41 11.90 3.81
Ac. palmitico 16.12* 4.98 4.10 1.23 8.20 253
Ac. estearico 55.20** 46.33 10.86** 9.00 7.69* 6.57
Ac. oleico 80.00*  223.71 6.67** 18.64 5.47** 15.29
Ac. linoleico 55.90**  100.90 26.99** 48.71 4.93** 8.89
Ac. linolénico 87.98*  235.17 1.41 3.77 2.37* 6.33
indice de yodo 88.34*  370.96  3.00* 12.62 3.41% 14.34
Tocoferoles totales 40.23*  19.56 0.04 0.02 26.81** 13.03
Estabilidad oxidativa 68.52**  41.38 4,76 2.83 0.26 0.18

Significancia estadistica: * p <0.05, ** p < 0.01.
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Figura 3: Andlisis de componentes principales (ACP) para algunos paradmetros
seleccionados evaluados en frutos y aceites de las variedades de nuez producidas en
Catamarca y La Rioja.
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CONCLUSIONES

Se evaluaron algunas caracteristicas pomolégicas y la composicién de los
aceites de las principales variedades de nuez cultivadas en Argentina. La mayor parte
de los parametros mostraron variaciones significativas entre las muestras analizadas.
El genotipo (variedad) fue la principal fuente de variabilidad, siendo de menor

importancia la influencia de la campafia de produccion y del ambiente.

La variedad tuvo un efecto particularmente significativo sobre el tamafio del
fruto, tamafio y color de la pulpa, composicién de acidos grasos, estabilidad oxidativa y
contenido de aceite. En relacion a este ultimo, se realiz6 por primera vez una
caracterizacion completa de las tres fracciones (saponificable, insaponificable y

componentes volatiles) que lo constituyen.

El perfil de acidos grasos se presentd altamente insaturado (indices de yodo
superiores a 150). Este hecho, sumado a una concentraciéon relativamente baja de
tocoferoles y a la ausencia de otros compuestos fendlicos con potencialidad
antioxidante, presentes en las semillas pero no extraidos con los aceites, contribuy6 a
la escasa estabilidad termo-oxidativa de estos ultimos. No obstante, los parametros
indicadores de degradacion hidrolitica (grado de acidez) y oxidativa (indice de
peréxido, dienos y trienos conjugados) en los aceites frescos, mostraron valores

extremadamente bajos en comparacién con los de otros aceites vegetales crudos.

Los aceites estudiados presentaron un escaso contenido de fosfolipidos y de
material insaponificable. La composicion de esteroles respondié al patrén usual
encontrado en numerosos aceites vegetales comestibles, siendo el B-sitosterol el
componente mayoritario. Se determind, ademas, la presencia de metil-esteroles,
alcoholes triterpénicos e hidrocarburos no reportados hasta el momento en aceites de

nuez.

Los compuestos volatiles mas abundantes fueron hidrocarburos y aldehidos de
bajo y medio peso molecular (Cs — C1;), posiblemente originados a partir de reacciones

de oxidacion de los acidos grasos insaturados.

La caracterizacion llevada a cabo permiti6 ampliar el conocimiento de las
variedades de nuez mas utilizadas comercialmente en nuestro pais y, al mismo
tiempo, sentar bases cientificas para la tipificacion de sus frutos y aceites. Como
resultado de estos estudios, se selecciond a la variedad Franquette (poco atractiva

para uso como confitura por su pulpa de pequefio tamafio, pero con alto contenido de
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aceite y un perfil de acidos grasos favorable en relacién a la estabilidad) como materia

prima para evaluar alternativas para la extraccion y conservacion del aceite.
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Extraccion del aceite de nuez

ANTECEDENTES

Uno de los principales objetivos para la produccion del aceite de nuez radica en
encontrar el método de extraccion adecuado. Los rendimientos de extraccion y la
calidad del aceite obtenido son de suma importancia para determinar la viabilidad de

su producciéon comercial.

La extraccion por solvente, principalmente hexano, es uno de los métodos mas
tradicionales para la obtencién de aceites de semillas oleaginosas. El principio de
extraccion por solvente es simple y se basa en el hecho de que un componente
(soluto) se distribuye entre dos fases segun la relacion de equilibrio determinada por la
naturaleza del componente y las dos fases (Bockish, 1998). Para facilitar el proceso de
extraccion es necesario reducir el tamafio de la semilla o grano mediante el quebrado
e inclusive el laminado (King, 1944; Karnofsky, 1949, 1986, 1987; Wingard, 1949;
Myers, 1977; Patricelli et al.,, 1979; Pramparo et al., 2003). La aplicacién de un
tratamiento térmico antes o durante la extraccion produce la rotura de la emulsion
celular, reduce la viscosidad del aceite, facilitando su fluidez y desplazamiento y
disminuye la tension superficial del aceite, pero puede afectar negativamente la
calidad quimica del mismo, incrementando los parametros de oxidacion. Patricelli et al.
(1979) realizaron experiencias con girasol parcialmente descascarado en un sistema
“batch”, estudiando la influencia de la granulometria, el contenido de humedad, la
temperatura de extraccion y la relacion sdlido-solvente. Estos autores determinaron
gue la etapa limitante es la difusiva y que la extraccién aumenta cuando disminuye el

tamafo de particula y se incrementa la temperatura de extraccién.

Crowe et al. (2002) realizaron extracciones de aceite de nuez utilizando
distintos sistemas de solvente (cloruro de metileno, cloroformo/metanol y hexano)
obteniendo rendimientos similares (69.8, 69.9 y 67.2 % p/p, respectivamente).
Asimismo, no observaron diferencias estadisticamente significativas entre los aceites
en la composicion de acidos grasos, grado de acidez, indice de perdxidos y el

coeficiente de extincion especifica, kaz,.

En los Ultimos afios, se ha intensificado el interés por la obtencion de aceites a
través de tecnologias de prensado. En el caso de la obtencion de aceites vegetales no

tradicionales, el prensado, tanto mediante prensa hidraulica como de tornillo, provee
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un método sencillo para obtener aceites de pequefios lotes de semillas (Wiesenborn et
al., 2001; Singh et al.,, 2002; Zheng et al., 2003). A pesar que los rendimientos en
aceite obtenidos mediante esta tecnologia son menores que en la extraccion por
solvente, resulta apropiado para materiales con alto contenido en aceite, requiere
instalaciones menos costosas e implica operaciones mas seguras y de menor riesgo
para el ambiente. El principio de extraccion por prensado se basa en que cada
particula retiene el aceite en su interior y el objetivo del prensado es lograr que el
mismo salga del sistema hacia el exterior. El aceite, en la estructura celular, se
encuentra dentro de pequefios organulos de forma esférica (esferosomas), rodeados
por una fina membrana. La aplicacion de una fuerza externa durante el prensado,
produce una serie de alteraciones (deformaciones) tanto a nivel microscopico (células)
como macroscopico. Se comprime cada particula y se reacomodan en el conjunto. Las
membranas que limitan a cada esferosoma se destruyen, al igual que las paredes
celulares, permitiendo al aceite salir de la particula y luego, a través del sistema
macroscopico, hacia el exterior. Estos dos ultimos efectos resultan de la deformacién
producida por la fuerza y la consecuente reduccién del espacio fisico disponible
(Mattea, 1999).

El rendimiento en la extraccion por prensa de tornillo depende de varios
factores, entre ellos, el acondicionamiento del material, que consiste en una serie de
operaciones como la limpieza, molienda, calentamiento, secado o humedecimiento
hasta alcanzar el contenido de humedad 6ptimo (Fils, 2000; Singh et al., 2002). La
aplicacion de un tratamiento térmico antes o durante el prensado generalmente mejora
la extraccion del aceite ya que influye sobre la viscosidad del fluido y la resistencia
mecanica de las particulas (Ward, 1976). El efecto del contenido de humedad de la
semilla en el momento del prensado ha sido ampliamente estudiado en una gran
variedad de materiales (Singh y Bargale, 1990; Fils, 2000; Singh y Bargale, 2000;
Wiesenborn, 2001; Singh et al.,, 2002). El porcentaje de humedad resulta muy
importante ya que no sélo aumenta la plasticidad del material sino también contribuye
en el prensado por su accién lubricante. Sin embargo, altos contenidos de humedad
pueden afectar negativamente la extraccion o alterar la calidad quimica del aceite, por

ejemplo mediante la hidrélisis de glicéridos y el consiguiente incremento de la acidez.

Singh y Bargale (2000), desarrollaron un expeller de dos etapas, en el cual
analizaron la influencia de la humedad del material y de la temperatura de prensado
sobre la cantidad de aceite extraido, relacionando estos parametros con el tiempo de

prensado y la energia consumida. En concordancia con Singh et al. (2002) y Zheng et
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al. (2003), concluyeron que existe un porcentaje de humedad éptimo para lograr la
méxima extraccion de aceite. Asimismo, observaron que la energia consumida
disminuye al aumentar el contenido de humedad, lo cual fue atribuido a una reduccién

del coeficiente de friccion por efecto de una mayor plasticidad del material.

Por otro lado, Oseni et al. (2002) compararon el rendimiento, la calidad del
aceite y los costos de obtencion del producto utilizando una prensa de tornillo
helicoidal y una hidraulica en la extraccion del aceite de palma. No observaron
diferencias en la calidad de los aceites obtenidos y concluyeron que el empleo de la

prensa de tornillo resulta méas eficiente y econémica.

En los ultimos afos, la extraccion de aceites con solventes bajo condiciones
supercriticas se ha propuesto como un método alternativo para reemplazar los
métodos convencionales (prensado, extraccion con solvente). Este método asegura la
ausencia de trazas de solvente en el aceite extraido y puede preservar de manera mas
eficiente las cualidades quimicas y organolépticas del mismo (Herrero et al., 2006;
Zaidul et al., 2006, 2007 a b c; Norulaini et al., 2009).

Dentro de los solventes utilizados en este meétodo extractivo se pueden
mencionar al etileno, diéxido de carbono, etano, propano, n-hexano, acetona, metanol,
etanol, acetato de etilo, agua, entre otros (Brunner, 1994). El di6xido de carbono es el
fluido supercritico mas comunmente utilizado para la extraccion de productos
alimenticios (Brunner, 2005) ya que presenta una serie de ventajas: es de bajo costo,
se comercializa en un grado de alta pureza, no contamina al ambiente, no es téxico ni
inflamable, es facilmente removible del producto de interés (a través de una simple
despresurizacibn una vez finalizada la extraccion) y resulta ideal para extraer
compuestos termo-sensibles (su temperatura y presién critica son 31.1 °C y 73.8 bar,
respectivamente). Ademas, el diéxido de carbono en estado supercritico (SC - CO5)
presenta alta densidad y baja viscosidad, lo cual aumenta su capacidad para
solubilizar compuestos y permite una mejor penetracion hacia el interior de los sélidos.
La manipulacion de la temperatura y presion por encima del punto critico modifica las
propiedades del fluido y mejora su habilidad para penetrar en las estructuras y extraer
determinadas moléculas de diferentes tipos de materiales (Dunford et al., 2003; Boutin
et al., 2009). El principio de extraccion se basa en que el fluido es llevado a un estado
supercritico especifico para extraer un soluto determinado: el material a extraer es
expuesto al fluido bajo condiciones de tiempo, temperatura y presion controladas, lo

gue permite la disolucion de los solutos de interés en el fluido supercritico. El soluto
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disuelto es separado posteriormente del fluido supercritico mediante la disminucion de
de la presion de la solucién (Nielsen, 1998).

La utilizacion de SC — CO, para la extraccion de aceites ha sido estudiada en
almendras (Marrone et al., 1998), mani (Goordrum y Kilgo, 1987), avellana y pistacho
(Palazoglu y Balaban, 1998; Ozkal et al., 2005) y nuez (Oliveira et al., 2002; Crowe y
White, 2003). En este tipo de semillas, con alto contenido de aceite, la extraccion del
mismo se encuentra limitada por la solubilidad en el SC — CO, (Catchpole et al., 2009).
Para semillas con alto contenido lipidico, se puede utilizar el prensado como pre-
tratamiento con el objeto de reducir el contenido de aceite (Esquivel et al.,, 1999;
Eggers et al., 2000) y, a su vez, romper estructuras celulares y facilitar el flujo de
solvente a traves del lecho (Williams, 1997; del Valle et al., 2003), lo que mejora la
velocidad y el rendimiento del proceso extractivo. La combinacion del prensado
seguida de extraccién con SC — CO; ha sido realizada a escala experimental (Martinez
y Vance, 2008) y comercial (Catchpole et al., 2009). A una presién de 300 bar se ha
observado una importante reduccién en la cantidad de diéxido de carbono requerido
para extraer el aceite residual de la torta obtenida del prensado, y a presiones

superiores la extraccion es rapidamente completada (Catchpole et al., 2009).

En este capitulo se pretende analizar alternativas tecnoldgicas para la

obtencioén del aceite de nuez.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar algunos parametros relativos a la extraccion del aceite de nuez con

hexano y evaluar su composicién quimica.

2) Evaluar diferentes condiciones de extraccion del aceite mediante prensa de
tornillo helicoidal escala piloto y analizar su influencia sobre el rendimiento y la

calidad quimica y sensorial de los aceites obtenidos.

3) Examinar la utilizacion de CO, en estado supercritico para la extraccion del

aceite del residuo proveniente del prensado.

4) Realizar experiencias de extraccion del aceite mediante prensa de tornillo

helicoidal escala industrial.

5) Valorar y comparar los principales parametros de composicion quimica de los

aceites obtenidos mediante las metodologias enunciadas anteriormente.
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MATERIALES Y METODOS

Objetivo especifico 1

Material vegetal

Se trabajé con semillas (pulpa) de la variedad Franquette, con un contenido de
humedad del 2.32 % (p/p) y un contenido total de aceite (Soxhlet, base seca), del 72.4

% (p/p).

Eleccion de tamafio de particula

Las semillas fueron trituradas en un molino de rodillos de acero inoxidable, de
apertura regulable. La separacion de tamafios de particula se realiz6 mediante una
serie de tamices de apertura de malla comprendidos entre 0.5 y 5 mm, los que se
sometieron a vibracién continua durante 20 min. Con esta metodologia se obtuvieron

tres rangos de tamafios de particulas: 0.5—-1mm, 1 -3 mmy 3 -5 mm.

El solvente empleado fue n-hexano (grado analitico, CAS N°: 110-54-3,

valoracién: minimo 96 %, punto de ebullicion: 69 °C).

En erlenmeyers de 250 ml de capacidad, se pesaron 20 g de material de cada
una de las granulometrias y se agregaron 100 ml de hexano (relacion 1:5, p/v) a cada
muestra. El ensayo se llevd a cabo bajo dos condiciones: con agitacion cada 1 hora y
sin agitacion. El tiempo de contacto total fue de 24 h y la temperatura se mantuvo
constante a 25 °C. Las muestras se filtraron mediante aplicacibn de vacio. La
evaporacion del solvente se llevé a cabo en un evaporador rotatorio. Se determindé la

relacion g de aceite/ml de solucién lixiviada.

Determinacién de las condiciones de equilibrio a 25y 50 °C

En recipientes de vidrio transparente, se pesaron 5 g de material de
granulometria 0.5 — 1 mm. Posteriormente, se agregoé la cantidad de hexano necesaria
para alcanzar las siguientes relaciones sélido: solvente: 1:5, 1.6, 1:8, 1:10 y 1:12 (p/v).
Los recipientes se cerraron herméticamente y se colocaron en un bafio termostatizado.
La temperatura (25 6 50 °C) se mantuvo constante durante 24 h. Las muestras se
filtraron mediante aplicacién de vacio. Una parte del sélido lixiviado se pesd en un
recipiente herméticamente cerrado y se determind el contenido de disolvente (A),
soélido inerte (B) y soluto (C). El sdélido lixiviado (A + B + C) se dejo en reposo para

permitir la evaporacion del disolvente y se pesd nuevamente. Por ultimo, se realizd
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una extraccion con aparato de Soxhlet (segun metodologia descripta en el Capitulo 1),
para determinar C (aceite retenido en el sélido + aceite que formaba parte de la
miscela que rodeaba la particula). A la solucién lixiviada se le determiné el volumen
recuperado, la densidad y el contenido de aceite (g de aceite/ml de solucién lixiviada).
Con los datos de densidad se calcularon las relaciones C/A 'y C/B.

La composicion del soluto en los sistemas analizados se expres6 como
fracciones peso en base libre de B: X = fraccion peso de C en la solucién lixiviada (A +
C); Y = fraccion peso de C en el sélido lixiviado. El valor de Y incluye el soluto que
esta disuelto en la solucién adherida (A + C) y el soluto no disuelto o adsorbido.

Eleccion de la cantidad 6ptima de solvente

En erlenmeyers de 125 ml de capacidad, se pesaron 5 g de material de las
siguientes granulometrias: 0.5 — 1 mm y 1 — 3 mm. Se trabajé con las siguientes
relaciones sélido: solvente: 1:4, 1:5, 1:6, 1:8, 1:10, 1:12 (p/v). Los sistemas se agitaron
cada 1 hora. El tiempo de contacto total fue de 24 h y la temperatura se mantuvo

constante a 25 °C.

Extraccién continua

En columnas de 3 cm de didmetro y 45 cm de altura se colocaron 68 y 63 g de
material de las granulometrias 0.5 — 1 mm y 1 — 3 mm, respectivamente (70 % de la
altura de la columna). El volumen de solvente necesario para llevar a cabo la
extraccion se calculd segun la relacion sélido: solvente 1:12 (p/v). Se determiné el
caudal de entrada de solvente y el caudal de impregnacién para cada una de las
granulometrias ensayadas. Se tomaron muestras de la solucion lixiviada a lo largo de
toda la extraccion. Para calcular el rendimiento de extraccion, se determind el
contenido de aceite residual en el sélido lixiviado mediante extraccion por Soxhlet

(segun metodologia descripta en el capitulo I).

En funcién de los resultados obtenidos en este ensayo y con la finalidad de
analizar el comportamiento del lecho de particulas de granulometria 0.5 — 1 mm, se
llevé a cabo una extraccion bajo las condiciones sefialadas anteriormente, utilizando
una columna de 4 cm de diametro y 66 cm de altura que corresponde al tamafio de los

tubos que conforman un lixiviador escala piloto.
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Objetivo especifico 2

Material vegetal, acondicionamiento y prensado

Se trabajo con nueces de la variedad Franquette. Las semillas presentaron un
contenido de aceite del 74 % (p/p) (Soxhlet, base seca) y humedad inicial del 4 %
(p/p). Las mismas fueron molidas y tamizadas segun se indic6 en el objetivo especifico
1 hasta alcanzar un tamafio de particula comprendido entre 2.4 y 4.8 mm. Este
tamafio se seleccioné en funcion de ensayos preliminares que permitieron determinar
un rango de tamafio 6ptimo para la alimentacion de la prensa. Para las operaciones de

prensado se realizaron diferentes tratamientos teniendo en cuenta:

o Contenido de humedad: se ajustd mediante humidificacibn o secado del
material en estufa de vacio. Se trabajo con tres niveles de humedad: 2.5 - 3,45 -5y
7.5 %. La humidificacion se llevé a cabo segun la metodologia propuesta por Singh y
Bargale (2000). El agua se agrego6 a la muestra (material molido) mediante aspersion.
Luego se coloco en un recipiente metalico con cierre hermético y se almacen6 durante
48 h hasta alcanzar el equilibrio. El recipiente fue sometido a agitacion, a intervalos
regulares de tiempo, para asegurar una distribucion uniforme de la humedad en el
material. Para ajustar el contenido de humedad al 2.5 %, las muestras se colocaron en
estufa de vacio a 25 °C. Antes de ingresar a la prensa, se determiné el contenido de

humedad de cada muestra segun metodologia descripta en el capitulo I.

° Temperatura de prensado: se trabajo con tres temperaturas: 25, 50 y 70 °C.
Las mismas se lograron ajustando la temperatura del material mediante calentamiento
en estufa. La temperatura del barral se ajusté a cada una de las temperaturas de

trabajo mediante una camisa termostatizada en forma de anillo que envolvia al mismo.

La extraccion del aceite se llevé a cabo en una sola etapa en una prensa de
tornillo helicoidal a escala piloto marca Komet (Modelo CA 59 G) (figura 4). Las
muestras fueron suministradas a la prensa desde la tolva por gravedad segun la
demanda. La longitud, total y efectiva, y el diametro interno del barral de la prensa
fueron de 7 cm, 3 cm y 3.5 cm, respectivamente. La longitud y didmetro del tornillo
fueron de 15 cm y 3 cm, respectivamente. Se utilizé una restriccibn de 5 mm y la
velocidad de prensado fue de 20 rpm (la cual se estableci6 mediante ensayos
preliminares). La prensa se encendié 15 min antes de cada extraccién para que entre
en régimen. Se controlé la temperatura de salida de la torta o residuo de extraccion

con un termémetro digital colocado en el orificio de salida (reduccién) de la prensa.
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Cada ensayo (combinacion contenido de humedad del material x temperatura
de prensado) se realizd por triplicado. Los dispositivos de la prensa fueron lavados y
secados en estufa luego de cada extraccion.

Figura 4: Esquema de la prensa de tornillo helicoidal utilizada para la extraccion del
aceite.
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Cantidad total de aceite extraido (% AE)

Se calculé en base al contenido inicial de aceite en el material de partida (X)) y
al contenido de aceite residual en la torta (X;). Los mismos se determinaron segun el
método oficial AOCS Ba 3-38 (AOCS, 1998).

X; — X
AE =| ——— [x100
X.

Cantidad de finos en el aceite (% F)

Los aceites obtenidos del prensado se centrifugaron a 11000 xg por 30 min.
Los solidos precipitados fueron recuperados, lavados con hexano, secados y pesados
en balanza analitica (sensibilidad 0.1 mg). El porcentaje de finos en el aceite se

calculé por diferencia de pesada.

Tesis Doctoral - Ingeniera Quimica Marcela Lilian Martinez 53



Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre

su composicion y estabilidad oxidativa

Analisis sensorial

Se realizé un analisis descriptivo del aceite de nuez obtenido a través del
tratamiento que presentd el mayor porcentaje de aceite extraido. El mismo se llevé a
cabo con un panel de 10 jueces entrenados (9 mujeres y 1 hombre). Todos los
panelistas tenian 2 afios de experiencia evaluando aceite de oliva y fueron
seleccionados teniendo en cuenta los siguientes criterios: a) ausencia de alergias a
algun tipo de alimento, b) no fumadores, c) edades comprendidas entre 18 y 64 afios,
d) consumidores de aceites vegetales no tradicionales como el aceite de oliva, e)
disponibilidad para todas las sesiones, f) interés en participar y g) capacidad para
comunicar verbalmente las observaciones sobre el producto. Los jueces fueron
entrenados y calibrados en 24 sesiones de 2 horas cada una, durante 3 meses. Para
el entrenamiento de los jueces se sigui6é la metodologia descripta por Meilgaard et al.
(1991) y Grosso y Resurreccion (2002). Los atributos evaluados fueron: frutado, dulce,
amargo, astringente, picante, rancio, pintura y oleoso. Todas las muestras fueron
valoradas bajo condiciones de luz y temperatura controladas. En cada sesion y a cada
panelista se le entregd un recipiente codificado con 3 digitos de manera aleatoria,
conteniendo 10 g de aceite. Para la puntuacion de cada atributo se utilizé una escala
de 10 cm (0 a 10).

Los atributos del aceite de nuez se evaluaron a lo largo de un ensayo de
estabilidad bajo condiciones de luz y temperatura controladas (1100 Lux y 25 °C)

simulando condiciones de almacenamiento utilizadas en el comercio.

Objetivo especifico 3

Se utilizé el residuo de extraccion del prensado realizado a 50 °C y 7.5 % de
humedad. ElI mismo (contenido de aceite, 17 % p/p, base seca; contenido de
humedad, 7.9 % p/p) se moli6 y tamiz6 hasta alcanzar un tamafio de particula
comprendido entre 1.2 — 2.4 mm. Se realizaron extracciones con CO, (grado
alimenticio) en estado supercritico empleando una planta a escala piloto (volumen de
la camara, 2.3 |; volumen de la canasta o dispositivo de extraccion, 1.5 1), con un
sistema de separacién en una sola etapa (volumen del separador, 0.5 1) y recirculacién

del solvente (figura 5).
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Figura 5: Esquema de la planta de extraccion supercritica escala piloto.
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Diagrama del proceso: El CO, sale del cilindro contenedor que posee un sistema de

sifon adjunto, pasa a través de un intercambiador de calor (IC1) y se almacena en un
buffer termostatizado. Luego, el CO, subenfriado es comprimido mediante una bomba
de membrana hasta alcanzar la presién de trabajo. Posteriormente, el CO, comprimido
pasa a través de un intercambiador de calor (IC2) donde alcanza la temperatura de
trabajo. En este punto, el CO,, en estado supercritico (SC — CO,) entra al extractor.
Una camisa termostatizada que cubre al extractor permite controlar la temperatura de
extraccién. La presion con la que salen del extractor el SC - CO, con la masa extraida
disuelta, es reducida a través de una valvula controladora de la presién (VCP). En esta
etapa, el CO, pasa a estado gaseoso y el extracto precipita. Luego de la VCP, un
intercambiador de calor (IC3) provee la energia necesaria para compensar el
enfriamiento producido por el efecto Joule-Thompson. Los extractos son recogidos en
la parte inferior del separador (60 bar y 40 °C) y el solvente regresa al buffer pasando

a través de un medidor de flujo de masa (MF).

Las extracciones se llevaron a cabo a dos presiones (200 y 400 bares) y dos

temperaturas (50 y 70 °C) con un flujo méasico de CO, de 10.5 kg/h. Para cada
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tratamiento (presion x temperatura) se utilizaron 400 g de torta residual. Cada ensayo
se realiz6 por triplicado.

Los tratamientos se evaluaron en funcién de la cantidad total de aceite extraido
(% AE) determinado segun se determiné en el objetivo especifico 2.

Objetivo especifico 4

Material vegetal y equipo de extraccion

El estudio se llevé a cabo con nueces (calidad comercial). Para cada extracciéon
se utilizaron 10 kg de pulpa con un contenido de humedad del 4 % (p/p) y un contenido
aceite del 73.9 % (p/p, base seca). Este material fue procesado en un molino
guebrantador y posteriormente suministrado a la prensa por medio de un dispositivo

dosificador.

La extraccion del aceite se llevdo a cabo en una sola etapa utilizando una
prensa de tornillo helicoidal marca Komet (Modelo DD 85) escala industrial, con dos
cabezales. La longitud, total y efectiva, y el diametro interno del barral de la prensa
fueron 14.7 cm, 6.8 cm y 5.6 cm, respectivamente, mientras que la longitud y el
didmetro del tornillo fueron 20.2 cm y 5.56 cm, respectivamente. Se utilizaron dos
tamanos de restricciones (8 y 10 mm) y dos tipos de ranuras del limitador de presion

(estrellada y estandar, figura 6). La velocidad de prensado fue de 20 rpm.

Figura 6: Forma estandar y estrellada del limitador de presion.

Se realizaron ocho tratamientos (tabla 11) teniendo en cuenta la temperatura
de extraccion (25 y 50 °C), diametro de boquilla (8 y 10 mm) y tipo de ranura del

limitador de presion (estandar y estrellada). Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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Tablall: Tratamientos utilizados para la extraccibn a escala industrial, mediante
prensa de tornillo helicoidal, del aceite de nuez.

Tratamiento  Temperatura Didmetro de Ranura del limitador
(°C) boquilla (mm) de presion
A 25 10 Estandar (1)
B 25 8 Estandar (1)
C 25 10 Estrellada (2)
D 25 8 Estrellada (2)
E 50 10 Estrellada (2)
F 50 8 Estrellada (2)
G 50 10 Estandar (1)
H 50 8 Estandar (1)

El proceso de extraccion se llevd a cabo segun metodologia descripta en el
objetivo especifico 2. De los extractos (aceite + sélidos) obtenidos en cada uno de los
ensayos, se tomaron muestras de 250 ml, las que se almacenaron en envases de
vidrio color ambar, en atmosfera de nitrégeno y se congelaron (- 10 °C) hasta el
momento de ser analizadas. La cantidad total de aceite extraido, aceite residual en la
torta y finos en el aceite se determinaron de acuerdo a los procedimientos descriptos

en el objetivo especifico 2.

Andlisis quimicos de los aceites extraidos

Todos los aceites obtenidos de acuerdo a los objetivos especificos 1, 2, 3y 4
del presente capitulo se evaluaron en su grado de acidez, indice de peroxidos,
coeficientes de extincidén especifica (k2s2 Y K270), contenido de tocoferoles totales y de
pigmentos carotenoides, composicion de acidos grasos, color y estabilidad oxidativa,

segun metodologias descriptas en el capitulo I.

Analisis estadistico

Se realiz6 andlisis de la varianza (ANAVA). En aquellos casos en donde se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), se utilizé un test a
posteriori de comparaciones multiples (LSD). Para establecer correlaciones entre las

variables analizadas se utilizé el test de correlacion de Pearson.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo especifico 1

Las curvas de equilibrio de extraccion (figura 7) para las dos temperaturas
consideradas (25 y 50 °C) presentaron las siguientes pendientes: 0.8525 (R = 0.9891,
25 °C) y 0.9598 (R? = 0.982, 50 °C). En concordancia con los resultados hallados por
Abraham et al. (1988) los valores de las pendientes de las curvas de equilibrio del
hexano fueron cercanas a 1. Este comportamiento indica que el aceite es
completamente soluble en hexano, por lo que la fuerza impulsora no es funcién de la

concentracion.

Figura 7: Curvas de equilibrio de extraccion a 25 y 50 °C obtenidas con hexano y un
tamafo de particula comprendido entre 0.5 — 1 mm.
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En relacion al rendimiento de extraccion (g de aceite/ml de solucion lixiviada),
las granulometrias 0.5 — 1 mm y 1 — 3 mm, resultaron ser las mas convenientes. Se
observd, ademas un aumento significativo del rendimiento en los tratamientos con
agitacion (tabla 12). A medida que disminuye el tamafio de particula, aumenta el dafio
celular, lo que favorece, por un lado, la remocién del aceite de la superficie de la
particula (lavado) y, por otro, la difusiébn que es el factor limitante en una extraccion
con hexano (Osburn y Katz, 1944; Fan et al., 1948; Patricelli et al., 1979; Sasmaz,
1996).
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Tabla 12: Rendimientos de la extraccion pasiva (25 °C).

g de aceite/ml de solucidn lixiviada

Granulometria (mm) Con agitacion Sin agitacion

05-1 0.1393° + 0.001 0.1189"* + 0.011
1-3 0.1274® + 0.003 0.1053% + 0.002
3-5 0.0968* + 0.003 0.0887* + 0.003

Valores medios (n = 3) + desvio estandar. Valores medios para cada granulometria seguidos por letras
minudsculas distintas indican diferencias significativas (p < 0.05) para un mismo tratamiento y valores
medios para cada granulometria seguidos por letras mayusculas distintas indican diferencias significativas
(p < 0.05) entre tratamientos.

En cuanto a la cantidad éptima de solvente para lograr la maxima extraccion de

aceite, la relacion solido: solvente 1:12 (p/v) resulté ser la mas conveniente (figura 8).

Figura 8: Evaluacion de la cantidad 6ptima de solvente (extraccion pasiva).
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La tabla 13 muestra los parametros considerados para la extraccién continua
del aceite y los rendimientos obtenidos. En las figuras 9 y 10 se presentan las curvas
de extraccion resultantes. Los mayores rendimientos de extraccion (95.5 y 92 %) se
obtuvieron con la granulometria de menor tamafio (0.5 — 1 mm). Mientras menor es el

tamafo de particula, mayor es el dafio celular, por lo tanto aumenta la cantidad de
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aceite disponible en la superficie del sélido. Como se observa en la figura 9, durante la
primera etapa de extraccion, la masa de aceite extraida est4 determinada por la
solubilidad del aceite en el hexano, observandose una relacion lineal, donde la
pendiente corresponde a la solubilidad del aceite en hexano bajo esas condiciones.
Luego de esa etapa, la velocidad de extraccion esta gobernada por la difusién. El
tiempo de permanencia del solvente en contacto con el sélido (tiempo de percolacion)
es mayor para el lecho formado por las particulas de menor tamafio, lo que conlleva a

una lixiviacion mas completa.

En las extracciones llevadas a cabo con el material de menor granulometria se
produce arrastre de solidos a la solucion lixiviada (2.3 g y 5.7 g totales para las
columnas de menor y mayor tamafo, respectivamente). Este hecho, que resulta
inevitable durante la operacion extractiva, es minimizado posteriormente mediante una

filtracion de la miscela, previo a la desolventizacion.

Si bien en la tabla 14 se muestran las caracteristicas quimicas del aceite
obtenido de la extraccién continua a 50 °C, no se presentan los datos de la cinética de
extraccion debido a problemas operacionales derivados de la falta de hermeticidad de
la columnay el bajo AH de evaporacion del hexano que ocasion6 pérdidas importantes

de masa de solvente.
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Tabla 13: Pardmetros considerados para la extraccion continua del aceite y

rendimientos obtenidos.

Extraccion Continua

Caracteristicas de la columna

Didmetro (cm) 3 4
Altura (cm) 45 66
Caracteristicas de la extraccion

Granulometria del material (mm) 05-1 1-3 05-1
Cantidad de material (g) 68 63 302
Volumen de solvente (ml) 820 760 3630
Altura inicial de soélido en la columna (cm) 315 315 48
Caudal de impregnacion (cm®/s) 0.62 2.32 6.05
Caudal de hexano promedio (cm®/s) 2.17 3.87 4.7
Altura final de s6lido en la columna (cm) 26 30.5 44
Tiempo de extraccion (min) 20.3 8 21
Rendimientos

Sdélidos en la solucién lixiviada (g) 2.34 +£0.15 0 5.74 £ 0.36
Aceite Extraido (%) 95.5+2.01 549+ 1.60 92 +1.12
Aceite Retenido (%) 9.03 £0.56 41.3+2.25 10+ 0.77

Figura 9: Relacién entre la masa de aceite total extraida sobre la masa de material

inerte respecto al tiempo de extraccion.
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Figura 10: Relacién entre la masa de aceite residual sobre la masa de material inerte
respecto al tiempo de extraccion.
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Las diferentes condiciones de extraccion analizadas no afectaron en mayor

medida la composicién de los aceites (tabla 14). No obstante, pudo observarse un

incremento de la acidez y de contenido de pigmentos carotenoides al aumentar la

temperatura de extraccién. Los aceites obtenidos con hexano presentaron un mayor

contenido de tocoferoles totales respecto a los obtenidos por prensado hidraulico,

siendo esta diferencia aun mayor en los aceites resultantes de la extraccidon continua

tanto a 25 como a 50 °C (23 y 29 % superior, respectivamente). Este resultado

concuerda con la mayor estabilidad oxidativa que presentaron estos Ultimos. Se

observaron diferencias menores entre los tratamientos en la composicién de acidos

grasos, valores de dienos y trienos conjugados.
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Tabla 14: Caracteristicas quimicas de los aceites obtenidos del ensayo de equilibrio
(Pasivo) y extraccion continua (Dinamico).

Condicién Extractiva

Equilibrio (Pasivo)

Continua (Dindmico)

Parametro 25 °C 50 °C 25 °C 50 °C
GA 0.08**+0.00 0.11"+0.01 0.08*+0.01 0.11°®+0.01
Koso 112 +0.01 1.13*+0.01 1.13*+0.00 1.13**+0.00
Ka70 0.07*®+0.00 0.07*®*+0.00 0.06*+0.00 0.07%® +0.00
Color (R) 1.35* £0.07 1.40*+0.14 1.15*+0.07 1.40*+0.14
Color (A) 40.0°°+0.00 28.0*®+0.00 205*+212 37.0°+4.24
Acidos grasos (%)

Palmitico 7.48*+0.04 8.07™+0.15 7.41*+0.14 7.47*+0.05
Estearico 2.63*+0.03 2.62*+0.11 2.57*+0.02 2.60*+0.01
Oleico 26.6™+0.10 222*+0.20 26.1®+0.55 26.1**+0.02
Linoleico 52.4% +0.08 53.7®+0.05 52.6*+045 52.6%*+0.01
Linolénico 11.1*+0.02 13.1*®+0.82 11.2*+0.26 11.2*+0.03
TT 3508 + 455 330+ 18.3 409%°€ +5.16 442 +16.7
cC 0.84*+0.01 1.46°°+0.11 1.27*®+0.05 2.17°°+0.00
EO 3.09"+0.09 2.23*+0.15 3.51°+0.11 3.86°°+0.01

Abreviaturas y unidades: GA, grado de acidez (% acido oleico); color (R, rojo), (A, amarillo); acidos grasos
(% del total de acidos grasos); TT, contenido de tocoferoles totales (ug/g de aceite); CC, contenido de
pigmentos carotenoides (ng/g de aceite); EO, estabilidad oxidativa (horas).

Valores medios (n = 3) *+ desvio estandar. Valores medios para cada parametro seguidos por letras
minusculas distintas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre 25 y 50 °C bajo una misma
condicién de extraccion; letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
tratamientos (pasivo y dindmico) para una misma temperatura.

Objetivo especifico 2

En la tabla 15 y figuras 11 y 12 se muestran los porcentajes de aceite extraido
(% AE) en las diferentes condiciones de humedad y temperatura. EI % AE se
increment6 al aumentar el contenido de humedad de la semilla. El ANAVA a dos vias
(tabla 16) indicé que la humedad del material fue la principal fuente de variabilidad
para este parametro. La influencia de la temperatura no fue significativa. Resultados
similares fueron reportados por Singh y Bargale (1990 y 2000). Estos autores,
trabajando en un rango de contenidos de humedad comprendido entre el 5y 12 %,
observaron maximos de extraccion de aceite en materiales (semillas de lino y colza)
con 7 - 7.5 % de humedad. Mas aun, Li et al. (1999) demostraron que la aplicacion de
tratamientos térmicos y de humidificacién previo al prensado provoca una expansion y
ruptura de las estructuras celulares e incrementa la plasticidad y permeabilidad del

material, lo que facilitaria la salida del aceite y el consiguiente aumento del rendimiento
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de prensado. La extraccion a 50 °C y 7.5 % de humedad arrojo el porcentaje méas alto
de AE (89.3 % respecto del total de aceite disponible). Bajo estas condiciones de
humedad, un incremento en la temperatura de 50 a 70°C produjo una disminucion
significativa en AE. Se observo un excesivo endurecimiento del material a la salida de
la prensa, producto del calentamiento, la aglutinacién y compactacion en el interior del
dispositivo de prensado, lo que daria origen a una matriz menos porosa y a una menor
fluidificacion del aceite. La caida en AE a 7.5 % y 50 °C se genera principalmente al
final del prensado. A medida que aument6 el % AE se produjo la consecuente
disminucion del % AR en el residuo de extraccion; por lo tanto, la extraccion a 50 °C y
7.5 % de humedad fue la que arrojé el porcentaje mas bajo de AR (10.6 % respecto
del total de aceite disponible).
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Figura 11: Relacién entre el porcentaje de aceite extraido y la temperatura de
prensado a diferentes contenidos de humedad.
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Figura 12: Relacién entre el porcentaje de aceite extraido y el porcentaje de humedad
del material a diferentes temperaturas de prensado.
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En relacién al contenido de sélidos (F) en el extracto, Vargas-Lopez et al.
(1999) y Singh et al. (2002) han observado que el mismo se incrementa al disminuir el
contenido de humedad del material (semillas de Crambe). Los incrementos de F
fueron desde 1.1 a 5.4 % y desde 2.9 a 4.4 % cuando el % de humedad (% H)
disminuy6 de 9.2 a 3.6 % y de 12.1 a 4.3 %, respectivamente. En el presente estudio,
F varié entre 5.7 y 16.8 %. El menor valor fue obtenido a 7.5 % H y 70 °C. Ya se
menciond que bajo estas condiciones, la torta de prensado se torna mas compacta

provocando que una menor cantidad de sedimentos atraviesen los orificios del barral y
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sean co-extraidos con el aceite. EIl ANAVA a dos vias muestra que las variaciones en
AE y F entre los tratamientos pueden ser explicadas principalmente por las diferencias
en el contenido de humedad (tabla 16).

Tabla 16: Andlisis de la varianza (ANAVA) a dos vias para los principales pardmetros
medidos en los aceites obtenidos de los distintos tratamientos.

Parametro % H F TP F % HXxTP F

Aceite extraido 67.82* 286.4 3.64 15.39 26.40* 55.73
Finos en el aceite 75.05* 69.56 6.34 20.01 14.57 25.39
Grado de acidez 13.61* 630.3 65.77* 2952 20.41* 431.2
Koao 1.40 5.33 93.46* 361.9 2.73 5.06
Tocoferoles totales 6.34 2.83 63.16* 28.15 10.30 2.29
Color (Amarillo) 77.68* 14614 6.38 1200 15.90 1496

Abreviaturas: H, humedad del material (%) y TP, temperatura de prensado. Significancia estadistica: * p <
0.05.

Los aceites obtenidos mediante los distintos tratamientos mostraron
variaciones significativas para todos los parametros quimicos evaluados (tabla 15). Se
observaron incrementos en el contenido de tocoferoles totales (321.7 a 359.3 ug/g de
aceite), en los valores de acidez (0.08 a 0.30 % acido oleico) y ki3, (1.01 a 1.17), con
el aumento de la temperatura de prensado. EI ANAVA a dos vias permitié confirmar
estas tendencias: la temperatura del proceso de extraccion fue la principal fuente de
variabilidad para los pardmetros mencionados (tabla 16). Por el contrario, las
variaciones de color (amarillo) en los aceites pueden explicarse mejor a través de las
diferencias en el contenido de humedad (figura 13), observandose ademas una
correlacion positiva estadisticamente significativa (r = 0.88, p < 0.001) entre ambos

pardmetros.

Tesis Doctoral - Ingeniera Quimica Marcela Lilian Martinez 67



Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre

su composicion y estabilidad oxidativa

Figura 13: Relacion entre la intensidad de color amarillo y el porcentaje de humedad
del material a diferentes temperaturas de prensado.
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Se detectaron diferencias menores entre los tratamientos en la composicién de

acidos grasos, trienos conjugados y estabilidad oxidativa.

Es escasa la bibliografia existente acerca de la influencia de la temperatura del
proceso sobre la calidad de los aceites obtenidos por prensado. Esta carencia de
conocimiento es una de las causas de la falta de definiciones precisas de terminologia
de uso corriente. Asi por ejemplo, el término “prensado en frio” no esta definido por el
Caodigo Alimentario Argentino y no resulta aplicable en muchos paises. No obstante,
algunas legislaciones, como la existente en el Reino Unido, establecen que el rétulo
“prensado en frio” es aplicable a aceites cuya temperatura a la salida de la prensa, es
inferior a 50 °C. A juzgar por los resultados obtenidos en el presente trabajo, los
aceites de nuez obtenidos por prensado a 25, 50 y 70 °C no presentan mayores
diferencias en su composicion quimica por lo que, en principio, esta metodologia

resulta asequible para la extraccién de aceites de buena calidad.

En la tabla 17 se presentan los rangos de intensidad del warm up (aceite de
nuez de la variedad Franquette utilizado para el ensayo de almacenamiento) y de las
referencias utilizadas en el andlisis descriptivo del aceite de nuez obtenido a partir del
tratamiento: humedad del material, 7.5 %; temperatura de prensado, 50 °C. El aceite
se caracterizé por una marcada intensidad en los atributos frutado (4.6), picante (2.45),
astringente (2.18) y oleoso (4.84). Los atributos negativos rancio y pintura resultaron

con intensidades cercanas a cero (figura 14).
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Tabla 17: Definicién de los atributos sensoriales evaluados, rangos de intensidad del
warm up y de las referencias utilizadas en el analisis descriptivo.

Atributo Definicién® Referencias Intensidad del
[Intensidad de las Warm-up®®
referencias]®

Positivos

Frutado Olor que recuerda a la nuez una vez Nuez Franquette [4.7] - 4.60
que ésta es llevada a la boca. Nuez Criolla [5.3]

Dulce Gusto percibido en la lengua cuando Solucién de sacarosa 0.80
se prueba una solucién de sacarosa. (0.5y 2 %) [0.5 - 1.5] '

Amargo Gusto percibido en la lengua cuando Solucién de cafeina 0.75
se prueba una solucién de cafeina.  (0.05y 0.15 %) [1.5 - 7] '

Picante Aceite Franquette 2.45

Astringente Sensacion tacto bucal propia de Té verde [0.8]° - Aceite 2.18
aceites muy verdes (producida por  Franquette [2.5]
polifenoles que precipitan la saliva).

Negativos

Rancio Sabor y aroma desagradable Aceite de nuez
asociado a una grasa o aceite rancio enranciado® + girasol’ (2 0.30
0 viejo. y 8 %) [2.5-7]

Oleoso Sensacion aceitosa, que persiste en Aceite de girasol' [3.45]
toda la boca una vez consumido el - Aceite Franquette 4.84
aceite. [5.30]

Pintura Olor que se asemeja a pintura o Aceite de lino® [1.6 - 5 -

. 0.50

barniz. 10]

@ Definiciones de los atributos formuladas por el panel y obtenidas de AnzaldGia-Morales (1994).
® Referencias definidas por el panel y rango de intensidades segtin una escala de 10 cm.
© El warm up es el mismo aceite de nuez de la variedad Franquette utilizado para el ensayo de

almacenamiento.

4 Preparacion: 2 saquitos de té verde “La Virginia” en 1 | de agua hirviendo. Dejar en reposo 20 min.
© Aceite de nuez de la variedad Franquette sin aditivar proveniente del ensayo Rancimat (flujo de aire 20

I/h, 110 °C, 7 h de exposicion).
" Aceite de girasol “Natura’.

9 Aceite de lino puro (punto 1.6) y enranciado (puntos 5 y 10) (estufa a 78 °C, tiempo 15 y 32 h,

respectivamente).
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La mayor parte de los parametros sensoriales analizados no presentaron
cambios durante el almacenamiento (tabla 18, figura 14). Sin embargo, los atributos
rancio y pintura se incrementaron significativamente respecto del tiempo cero (figuras

15y 16) y se correlacionaron positivamente entre si (r = 0.94, p = 0.0002).

Tabla 18: Parametros sensoriales y quimicos del aceite de nuez obtenido por
prensado, almacenado durante 120 dias en condiciones controladas de luz (1100 Lux)
y temperatura (25 °C).

Parametro Tiempo Cero (Odias) Tiempo Final (120 dias)

Sensorial

Frutado 3.92%+0.47 4.06%+0.82
Dulce 0.57%+0.15 0.66%+0.24
Amargo 0.70*+ 0.16 0.68%+ 0.08
Astringente 2.01°+0.31 2.24°*+0.05
Picante 2.58%+0.74 2.45%+0.30
Rancio 0.25%+0.12 0.94°+0.16
Oleoso 4.39%+0.91 4.89°+0.21
Pintura 0.33%+0.16 1.16°+ 0.47
Quimico

Grado de acidez (% acido oleico) 0.06%+ 0.00 0.08°+0.00
indice de perdxidos (meq. O,/kg aceite) 0.48%+ 0.06 26.2°+1.08
Kasz 1.04%+ 0.05 3.66°+0.11
Ka7o 0.07%+0.01 0.11°+0.00
Tocoferoles totales (ug/g aceite) 284°+9.71 221°+3.34
Estabilidad oxidativa (h) 3.64%+0.04 1.94°+0.04

Pardmetros sensoriales y quimicos, valores medios (n = 10 y n = 3, respectivamente) + desvio estandar.
Valores medios para cada pardmetro seguidos por la misma letra no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tiempo inicial y final.
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Figura 14: Perfil sensorial del aceite de nuez.

—B— 120 dias

Se grafican los valores medios (n = 10) de cada uno de los atributos.

A diferencia de los atributos sensoriales, todos los parametros quimicos
analizados presentaron diferencias estadisticamente significativas entre el tiempo cero
y el final del periodo de almacenamiento (tabla 18, figuras 17 — 19). Los paradmetros
indicadores de oxidacion primaria (indice de peréxidos y coeficientes de extincion
especifica, ka2 ¥ ko) Se incrementaron linealmente (R2 = 0.98, 0.96, 0.94,
respectivamente), mientras que el contenido de tocoferoles totales mostré una
reduccion del 22 % al cabo de 120 dias de almacenamiento. Como consecuencia de
los cambios mencionados, la estabilidad oxidativa del aceite se redujo de 3.64 a 1.94

horas.
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Figura 15: Evolucion de la intensidad del atributo rancio del aceite de nuez obtenido
por prensado, almacenado durante 120 dias en condiciones controladas de luz (1100
Lux) y temperatura (25 °C). La linea gris corresponde al valor de la intensidad del
atributo “rancio” para un indice de peroxidos de 20 meq de O,/kg de aceite.
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Figura 16: Evolucion de la intensidad del atributo pintura del aceite de nuez obtenido
por prensado, almacenado durante 120 dias en condiciones controladas de luz (1100
Lux) y temperatura (25 °C). La linea gris corresponde al valor de la intensidad del
atributo “pintura” para un indice de peréxidos de 20 meq de O,/kg de aceite.
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Figura 17: Evolucion del indice de perdxidos del aceite de nuez obtenido por prensado,
almacenado durante 120 dias en condiciones controladas de luz (1100 Lux) y
temperatura (25 °C). La linea gris corresponde a un indice de perdxidos de 20 meq de
0O,/kg de aceite.
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Figura 18: Evolucion del coeficiente de extincion especifica (kz3;) del aceite de nuez
obtenido por prensado, almacenado durante 120 dias en condiciones controladas de
luz (1100 Lux) y temperatura (25 °C).
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Figura 19: Evolucion del coeficiente de extincion especifica (k.70) del aceite de nuez
obtenido por prensado, almacenado durante 120 dias en condiciones controladas de
luz (1100 Lux) y temperatura (25 °C).
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El periodo de vida util del aceite de nuez almacenado bajo las condiciones
indicadas, a partir de la ecuacion mostrada en la tabla 19, y tomando como limite
maximo permitido un indice de peroxidos de 20 meq O./kg de aceite, resultdé de 99.7

dias.

Tabla 19: Coeficientes de regresion lineal (* significativos, p < 0.05 y ** altamente
significativos, p < 0.01) de las variables sensoriales y quimicas analizadas.

Variable Dependiente Bo B. R®

Dulce 0.586222 0.000933 0.449618*
Astringente 1.985333 0.001967 0.774703**
Picante 2.656667 -0.002833 0.639758**
Rancio 0.384667 0.005367 0.702847**
Oleoso 4.349333 0.004567 0.847997**
Pintura 0.411333 0.005700 0.747724**
Grado de acidez 0.062889 0.000156 0.588000*
indice de peréxidos -1.087111 0.211544 0.977986**
K232 0.957111 0.019622 0.960618**
K270 0.070889 0.000300 0.942672**
Tocoferoles totales 285.309601 -0.410344 0.624911*
Estabilidad oxidativa (h) 3.318889 -0.011056 0.844174*

y = Bo + B1 X, donde y
almacenamiento).

variable dependiente, x
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El indice de peroxidos se correlacion6 positivamente con los atributos oleoso (r
=0.92, p=0.001), rancio (r = 0.78, p < 0.01) y pintura (r = 0.83, p < 0.005). Dado que
estos dos ultimos fueron los Unicos parametros sensoriales que presentaron cambios
significativos durante el almacenamiento, los valores de intensidad maximos
permitidos (calculados a partir de la tabla 20) para un indice de peréxidos igual a 20
meq O,/kg de aceite son, 0.90 y 0.97, para rancio y pintura, respectivamente.

Tabla 20: Coeficientes de regresion lineal (* significativos, p < 0.05 y ** altamente
significativos, p < 0.01) para las variables astringente, picante, rancio, oleoso y pintura
respecto a indice de peroxidos.

Variable Variable Bo B: R?
Dependiente Independiente

Astringente Indice de peréxidos 1.994140 0.009409 0.811348**
Picante indice de peroxidos 2.637583 -0.013004 0.616639*
Rancio indice de peroxidos 0.437468 0.023196 0.600810*
Oleoso indice de peroxidos 4.376024 0.021310 0.844921**
Pintura indice de peroxidos 0.455197 0.025689 0.694961**

y = Bo+ B1 X, donde y = variable dependiente, x = variable independiente (indice de peréxidos).

Objetivo especifico 3

La tabla 21 resume los resultados obtenidos en la extraccion del aceite del
residuo proveniente del prensado, utilizando SC - CO, y las siguientes combinaciones
de presién y temperatura: 50 °C — 200 bar, 50 °C — 400 bar, 70 °C — 200 bary 70 °C —
400 bar.
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Tabla 21: Parametros del proceso, rendimiento de extraccién y composicion quimica
de los aceites obtenidos mediante el empleo de SC - CO..

Tratamientos

Parametro 50°C —200 bar  70°C—200bar  50°C-400 bar 70 °C — 400 bar
Aceite extraido (%) 79.1°+0.84 44.3°+9.13 92.6"+ 2.55 91.2°+ 4.95
Aceite residual (%) 20.9%+0.91 55.7° +9.13 7.34% + 2.48 8.77% + 4.96
Humedad residual (%) 26.2*° +5.37 23.1% + 3.09 41.9°° +10.07 46.5° + 2.69
Rendimiento de extraccion 0.16°+0.01 0.07°+0.01 0.19°+0.01 0.18°+0.01
(g aceite/g residuo)
Tiempo de extraccion (min) 380° £ 0.001 470° +0.001 191.5% + 4.95 182.5% + 10.61
Solubilidad (g aceite/kg 1.80%+ 0.26 0.45%+ 0.08 14.00°+ 1.70 9.80°+ 1.98
co
Grazéo de acidez (% acido  0.38%+ 0.005 0.54°+0.03 0.34% + 0.006 0.41°+0.01
oleico
Kas2 : 1.53°+ 0.06 1.52°+ 0.04 1.34%+0.01 1.38%+ 0.01
Ko7o 0.19%+ 0.04 0.22%+0.02 0.18%+0.01 0.19%+ 0.04
Color rojo 4.60%° +0.01 4.35°+0.01 5.05°°+ 0.01 5.30°+ 0.01
Color amarillo 65 + 0.01 65 + 0.01 65° + 0.01 65° + 0.01
Acidos grasos (%)
Palmitico 8.19%+0.24 8.72°+0.11 8.50%+ 0.11 8.20%+ 0.38
Esteérico 2.87%+0.04 3.04*+0.30 3.02*+0.19 2.75%+ 0.05
Oleico 23.4°+0.37 24.0°+0.31 23.5"+0.30 22.8°+0.32
Linoleico 52.1°+0.17 51.1*°+ 0.65 50.6%+ 0.47 50.9%+ 0.48
Linolénico 13.5%+ 0.40 13.1%+0.15 13.7°+0.24 14.7*° + 0.65
Tocoferoles totales  (ng/g 559%+ 65.0 820°+52.3 529°+ 18.9 588%+29.7
aceite
Carote)noides (ng/g aceite) 9.90°+0.72 7.14%+1.07 9.62°+ 0.07 9.59°+ 0.07
Estabilidad oxidativa (horas) 0.30%+ 0.001 0.30%+ 0.001 0.79°+0.01 0.78°+0.21

Valores medios (n = 3) + desvios estandar. Valores medios para cada pardmetro seguidos por la misma

letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los tratamientos.

A partir de los datos presentados (tabla 21, figuras 20 y 21) puede observarse

gue la presién de CO, ejerce un efecto significativo sobre la masa total de aceite

extraido (AE); los rendimientos mas elevados se obtuvieron a 400 bar. A esta presion,

un incremento de la temperatura no genera un aumento significativo en la cantidad de

AE. Asimismo, el incremento de la presién produjo una marcada reduccion del tiempo

de extraccion; bajo condiciones isotérmicas, al duplicar la presién, el tiempo de

extraccion disminuy6 alrededor del 50 % (a 50 °C) y 86 % (a 70 °C). Estos resultados

coinciden, en términos generales, con los obtenidos por Sovova et al. (1994), Louli et
al. (2004), Boutin et al. (2009), Han et al. (2009) y Salgin y Salgin (2006), quienes

observaron que el rendimiento y la velocidad de extraccion se incrementan al

aumentar la presion del fluido supercritico. Estos Ultimos investigadores determinaron,

ademas, un maximo de rendimiento de aceite a presiones cercanas a 500 bar.
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Figura 20: Relaciéon entre la masa total extraida y la masa de solvente utilizada en
funcion de la masa de material inerte.
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Figura 21: Contenido de aceite residual en funcion del tiempo de extraccién.
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Durante la primera etapa, la extraccion del aceite estuvo determinada por la
solubilidad del mismo en el SC - CO,, observandose una relacion lineal entre la masa
total extraida y la masa de CO, utilizada, donde la pendiente corresponde a la
solubilidad del aceite en CO; bajo las condiciones de extraccion. Este comportamiento
fue observado a masas muy bajas de CO,. A 50 °C - 200 bar (durante los primeros 50
min de extraccion) se obtuvo una relacion lineal (R?> = 0.997) entre la masa de aceite
extraido y la masa de CO, suministrada (este comportamiento se observé hasta
alcanzar una masa de 9.05 kg de CO,). A 70 °C — 200 bar (durante los primeros 35
min de extraccion) se obtuvo un coeficiente de regresion lineal R? = 0.986 (hasta una
masa de 6.94 kg de CO,). A 50 °C — 400 bar y a 70 °C — 400 bar (durante los primeros
15 min de extraccion) se observé una relacion lineal entre la masa de aceite extraida y
la masa de CO, suministrada a cantidades inferiores de CO, (2.52 kg y 2.49 kg,
respectivamente). Luego de esta etapa, la velocidad de extraccion estuvo gobernada
por la solubilidad y la difusiéon, disminuyendo continuamente con el tiempo. Lee et al.
(1986) y Catchpole et al. (2009) explican la cinética de extraccion de una manera
similar.

Se observo un incremento en la solubilidad del aceite de nuez de 1.8 a 14 g de
aceite/kg de CO, (a 50 °C) y de 0.45 a 9.8 g de aceite/kg de CO, (a 70 °C) cuando la
presién de trabajo aumentd de 200 a 400 bar. La solubilidad del aceite de nuez tanto a
200 como a 400 bar disminuyé con el aumento de la temperatura de trabajo. Norulaini
et al. (2009) observaron una disminucion en el rendimiento de extraccion con el
aumento de la temperatura a presiones inferiores a 283 bar. Estos hechos pueden
explicarse debido a que a presiones operativas bajas, la capacidad disolvente del SC -
CO; se ve mas afectada por los cambios en la densidad. A presiones operativas altas,
los cambios de la densidad con la temperatura resultarian menos significativos
comparados con los cambios de la presion de vapor del aceite de nuez (Han et al.,
2009).

En relacién a la composicién de los aceites extraidos, la mayor parte de los
parAmetros quimicos analizados presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos (tabla 21). El grado de acidez (GA) estuvo comprendido entre 0.34 y 0.54
%; el valor mas alto se obtuvo a 70 °C y 200 bar. Este tratamiento extrajo la mayor
cantidad de agua (figura 22), lo cual puede favorecer la hidrélisis de los triglicéridos,
generando un aumento de la concentracion de los acidos grasos libres (AGL). El
incremento en el GA también puede deberse a que bajo esas condiciones extractivas

se produce una extraccion diferencial de los AGL debido a que su solubilidad es
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superior a la de los triglicéridos. Por otra parte, el contenido de AGL resulté mas
elevado que el encontrado en los aceites obtenidos por prensado.

A 70 °C — 200 bar se obtuvo la maxima recuperacion de tocoferoles (820 ug/g
de aceite); los otros tratamientos no mostraron diferencias significativas. Estos
resultados coinciden de manera parcial con los obtenidos por Mukhopadhyay (2000)
quien observdé un maximo de extraccion de tocoferoles a 250 bar y 80 °C. Ademas,
Molero Gomez y Martinez de la Ossa (2000), observaron que a 200 bar, un aumento
en la temperatura de 50 a 60 °C incrementa el contenido de tocoferoles de 253 a 408
mg/g de aceite. La concentracion de tocoferoles y de pigmentos carotenoides resulté,
en promedio, superior a las observadas en los aceites obtenidos por prensado. Esto
incidié en el color de los aceites; aquellos extraidos con SC - CO, mostraron una

tonalidad méas oscura en comparacion con los de prensado.

La estabilidad oxidativa (EO) estuvo comprendida entre 0.3 y 0.79 horas; los
aceites obtenidos a 200 bar presentaron los valores mas bajos (tabla 21). La EO de los
aceites obtenidos con SC - CO; resultd, en todos los casos, inferior a la de los aceites
de prensado, a pesar del mayor contenido de tocoferoles observado en los primeros.
Calvo et al. (1994), Oliveira et al. (2002) y Crowe y White (2003) han informado
resultados similares en aceites de nuez extraidos con SC - CO, bajo diferentes
condiciones de presion y temperatura, concluyendo que la aplicacion de esta
tecnologia origina un mayor deterioro oxidativo de los aceites. Una posible explicaciéon
para estos resultados se ha focalizado en el contenido de oxigeno del CO, usado para
las extracciones. Por ejemplo, a 200 bar y 50 °C la solubilidad del aceite es de 1.8 g/kg
de CO; (tabla 20), lo cual significa qgue son necesarios 0.55 kg de CO, para obtener 1 g
de aceite. Si se tiene en cuenta que la concentracion de oxigeno en el CO; es de 2
ppm, se puede estimar una relacion de 1.1 mg de O, por gramo de aceite extraido. Si
se asume que la masa molecular media de un triglicérido del aceite de nuez es igual a
875, resulta, de las condiciones experimentales mencionadas anteriormente, una
relacion molar de 32.89 mol de aceite/mol de O,. Por lo tanto, una considerable
cantidad de oxigeno esta en contacto con la matriz y el aceite extraido, pudiendo ser

esta la causa de la reduccidon observada en la EO.

Las condiciones de extraccién no afectaron significativamente la composicién
acidica de los aceites (tabla 21). Estos resultados concuerdan con los reportados por

Calvo et al. (1994) y Oliveira et al. (2002), quienes observaron que, bajo condiciones
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de extraccion similares a las analizadas en el presente trabajo, los aceites obtenidos

no presentan diferencias significativas en la concentracion de acidos grasos.

Figura 22: Porcentajes de agua y aceite total extraidos durante la parte lineal de las
curvas de extraccion.
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A 400 bar, la solubilidad del aceite en SC - CO, fue aproximadamente 5.7
veces superior a la solubilidad del agua, observandose diferencias menores entre las
temperaturas. Estos resultados estdn en concordancia con los reportados por Eggers
(1996) quien observd que la solubilidad de los triglicéridos en CO,, a presiones de
extraccién por encima de los 200 bar, es mucho mayor que la solubilidad del agua. A
200 bar, la solubilidad del aceite disminuy6é abruptamente con el aumento de la
temperatura. Los cambios observados en la solubilidad del aceite y del agua a baja
presién (200 bar) y alta temperatura (70 °C) indican que estas condiciones son las
menos convenientes para la extraccion del aceite con SC - CO, a partir del residuo

proveniente del prensado.

Objetivo especifico 4

En la tabla 22 y figura 23 se muestran los datos de rendimiento obtenidos con
los diferentes tratamientos. El porcentaje de aceite extraido (% AE) se incrementé al

aumentar la temperatura del proceso. El porcentaje de finos en el aceite (% F) mostré
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la tendencia opuesta. Las extracciones realizadas a 50 °C, con diametros de boquilla 8
y 10 y un limitador de presion estandar arrojaron los % AE mas altos y el menor % F.
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Sobre la base de estos resultados, es evidente que el rendimiento de la extraccion de
aceite a nivel industrial resulta marcadamente inferior (un 39.8 %, en promedio) al
rendimiento obtenido a escala piloto. Entre las causas de tal merma se pueden mencionar:
el mayor tamafo de particula, el contenido de humedad del material y el diametro de la

restriccion empleada.

Por otra parte, y en contraposicion a lo observado para el rendimiento de aceite, la
cantidad de finos en el aceite extraido es sustancialmente més elevada (un 55.2 %, en
promedio) en el proceso industrial. En este sentido, es oportuno mencionar la diferencia en
el diametro de los orificios de salida del aceite, 0.7 y 1 mm, para la prensa escala piloto e
industrial, respectivamente. De acuerdo a estas consideraciones, se puede asumir que el
mayor % F en el proceso industrial se produce como consecuencia del pasaje de finos al

aceite a medida que este abandona el cilindro.

Figura 23: Porcentajes de aceite extraido (% AE) y finos en el aceite (% F) obtenidos
mediante los tratamientos indicados en la tabla 11.
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En cuanto a los pardmetros quimicos analizados en los aceites, no se observaron
mayores diferencias entre los tratamientos. La temperatura de extraccion (25 6 50 °C) no
afectd significativamente el indice de peréxidos (0.46 — 0.65 meq O./kg de aceite) ni el

coeficiente de extincién ky7o (0.09 — 0.10), mientras que los valores de ko3, fueron algo mas
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elevados a 50 °C. Por otra parte, estos ultimos y los valores de acidez resultaron mayores a
los encontrados en los aceites obtenidos por prensado a escala piloto.

El contenido de tocoferoles totales y la estabilidad oxidativa de los aceites variaron
entre 309 — 332 pg/g de aceite y entre 2.8 — 3.2 horas, respectivamente. En relacion a estos
ultimos valores, resultan comparables a los determinados en el proceso a escala piloto (2.9
— 3.3 horas).

En el marco de las condiciones empleadas en este trabajo para la extraccion
mediante prensa de tornillo a escala industrial, puede afirmarse que las mismas son
compatibles con la obtencion de aceites de buena calidad, equiparable a la del aceite
obtenido a menor escala, mediante prensado hidraulico — “en frio” — o por prensa de tornillo

escala piloto.
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CONCLUSIONES

Sobre la base de las experiencias de extraccién con hexano y teniendo en cuenta el
alto contenido de aceite de la pulpa, es evidente que la extraccién con solvente no resulta un

proceso viable desde el punto de vista operativo y econdmico.

El tamafio de particula constituye un factor determinante en este proceso y, tal como
guedd demostrado, la extraccion es mas eficiente con tamafios reducidos (0.5 — 3 mm) que
favorecen los fenbmenos de difusién, los cuales son limitantes en las extracciones con
solventes. Este hecho plantea una dificultad para el caso de la extraccion del material
estudiado puesto que debido a su elevada concentraciéon de aceite, las pequefias particulas
exudan una considerable proporcién del mismo lo cual dificulta los procesos de molienda y

tamizacion previos a la extraccion.

Los valores de las pendientes de las curvas de equilibrio de extraccion a 25 y 50 °C
estan préximos a 1, indicando que el aceite es completamente soluble en hexano, por lo que
la fuerza impulsora no es funciéon de la concentracion. La cantidad Optima de solvente
necesaria para lograr la maxima recuperacion de aceite resulta muy elevada, alcanzandose
con relaciones solido-solvente cercanas a 1:12. Esto agregaria una dificultad adicional a un

posible proceso de extraccién con solvente a escala industrial.

De las consideraciones que anteceden, se deduce que la extraccidbn de materiales
con tan elevado contenido de aceite debe plantearse mediante el empleo de herramientas y
procesos tecnoldgicos que permitan reducir el mismo significativamente, como las prensas

de tornillo helicoidal (“Expeller”) de uso frecuente en la industria aceitera.

Por sus cualidades fisicas (tamafio, dureza) la pulpa de nuez constituye un material
apropiado para la extraccion del aceite por prensado, pero debe ser acondicionado
previamente para lograr condiciones (tamafio de particula, contenido de humedad,
temperatura) adecuadas que permitan optimizar el proceso, en términos de rendimiento y

calidad del producto.

Las experiencias de extraccion por prensado a escala piloto permitieron determinar
un rango de tamafio de particula (2.4 — 4.8 mm) éptimo para la alimentacién de la prensa.
Los tratamientos (contenido de humedad x temperatura) aplicados a la extraccién de este
material, indicaron que el contenido de agua resulta un factor fundamental para lograr la
maxima recuperacion de aceite, lograndose rendimientos de casi el 90 % con materiales
conteniendo 7.5 % de humedad, extraidos a 50 °C. La influencia de la temperatura es de

menor significacion. Sin embargo, con el contenido de humedad indicado anteriormente, un
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aumento de la temperatura de 50 a 70 °C provoca una merma en el rendimiento como
consecuencia de la aglutinacién y compactacion del material en el interior del dispositivo de
prensado, lo que daria origen a una matriz menos porosa y a una menor fluidificacion del
aceite.

Asimismo, cabe destacar que la composicion quimica de los aceites obtenidos
mediante los diferentes tratamientos resulta comparable con la de aquéllos extraidos a
temperatura ambiente, empleando una prensa hidraulica; no se detectan perdxidos y los
coeficientes de extincidon especifica (ka3 Y Kz70) estan comprendidos dentro de los rangos
habituales encontrados en aceites vegetales comestibles. La acidez, empero, muestra una
influencia significativa del contenido de humedad del material y sobretodo de la temperatura
del proceso, incrementandose (desde 0.07 a 0.46) con el aumento de estos parametros. Las
condiciones empleadas en los distintos tratamientos no afectan practicamente la

composicion de acidos grasos ni la estabilidad oxidativa de los aceites.

El aceite obtenido mediante el tratamiento mencionado previamente (7.5 % humedad
— 50 °C) fue sometido, ademas, a almacenamiento prolongado y evaluacion de sus atributos
sensoriales. Entre éstos se destacan, por sus intensidades, “frutado”, “picante” vy
“astringente”. En el aceite fresco se detectan bajas intensidades de los atributos “rancio” y
“pintura”, pero las mismas se incrementan significativamente al cabo de 120 dias de

almacenamiento, correlacionandose positivamente con el indice de peroxidos.

El residuo proveniente del prensado con el tratamiento indicado, fue finalmente
extraido empleando CO, en estado supercritico (SC - CO,) en una planta a escala piloto. Se
utilizaron diferentes condiciones de presion y temperatura, lograndose la maxima

recuperacion de aceite (92 % del total de aceite disponible) a 400 bar.

A masas muy bajas de CO, (< 5.25 kg, en promedio) la extraccion esti determinada
por la solubilidad, observandose una relacion lineal entre la masa de aceite extraida y la
masa de CO, utilizada. A masas mas elevadas de CO; la extraccidén se explica también por

fendmenos de difusion, y la velocidad disminuye continuamente con el tiempo.

La presion del SC - CO, tiene un efecto determinante sobre la solubilidad del aceite
en el fluido supercritico observandose incrementos en el orden de 9 a 12 g de aceite/kg de
CO; cuando la presién de trabajo aumenta de 200 a 400 bar. La presion también afecta
significativamente el tiempo de extraccion, habiéndose detectado reducciones de mas del 50
% (a 70 °C) al duplicar la presién de SC - CO..
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La composicion de los aceites extraidos con SC - CO, no presenta mayores
diferencias entre los tratamientos y resulta similar, en términos generales, a la de los aceites
de prensado, excepto los contenidos de tocoferoles y pigmentos carotenoides los cuales se
encuentran en cantidades significativamente mayores en los primeros. A pesar de este
hecho, la estabilidad oxidativa de los aceites obtenidos con SC - CO; es extremadamente
baja (0.3 — 0.8 horas), confirmando que la aplicacion de esta tecnologia origina un mayor

deterioro oxidativo de los mismos.

Por ultimo, se llevaron a cabo algunas experiencias de extraccion con una prensa de
tornillo helicoidal de mayor tamafio con el proposito de realizar una aproximacion al
escalado a nivel industrial del proceso. Sobre la base de los resultados obtenidos, resulta
necesario trabajar en la optimizacién de las condiciones de extraccibn que permitan
incrementar el rendimiento de aceite. Entre los aspectos a considerar en este sentido, y tal
como quedé demostrado en las operaciones a escala piloto, sera de fundamental
importancia ahondar en el estudio del acondicionamiento del material (tamafio y contenido
de humedad de la particula) y condiciones (temperatura, velocidad de prensado) apropiadas

para el proceso a escala industrial.
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Il Estabilidad y conservacion del aceite de nuez

ANTECEDENTES

Las reacciones de oxidacion de los lipidos constituyen una de las causas de mayor
importancia comercial en la industria alimentaria por las pérdidas que producen en grasas,
aceites y alimentos que contienen lipidos. Los sustratos de estas reacciones son
fundamentalmente los &cidos grasos no saturados que, cuando estan libres, se oxidan por lo
general mas rapidamente que cuando son parte de moléculas de triglicéridos o fosfolipidos.
Pero es sobre todo el grado de insaturacion el que influye en la velocidad de oxidacion; por
ej. a 100 °C las velocidades relativas de oxidacion de los acidos estearico (C18:0), oleico
(C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) son 1 : 100 : 1000/1500 : 2000/3500,
respectivamente (Frankel, 2005). Los acidos grasos saturados so6lo se oxidan a temperaturas
superiores a 60 °C, mientras que los poliinsaturados se oxidan incluso durante el
almacenamiento de los alimentos, en estado congelado. También pueden sufrir reacciones
de oxidacion otros sustratos no saturados: algunos hidrocarburos presentes en los aceites
(escualeno), las vitaminas Ay E y los pigmentos carotenoides. Las reacciones de oxidacion
motivan una disminucion de la calidad nutricional y sensorial de los alimentos, debido a
pérdidas de &cidos grasos esenciales, actividad vitaminica y color. Ademas, algunos
productos de oxidacion son potencialmente téxicos (Esterbauer, 1993; Colles et al., 2001;

Dobarganese y Marquez-Ruiz, 2003).

Los acidos grasos poliinsaturados, como el linoleico y el linolénico, tienen en comun
la presencia de dobles enlaces separados entre si por los dos enlaces simples de un grupo
metileno (CH,) interruptor. Los atomos de hidrégeno de este grupo CH, estan activados por
la vecindad de los dobles enlaces y son mas reactivos que otros hidrégenos de la molécula
del acido graso. La luz y el calor favorecen la oxidacién. La remocion de un atomo de
hidrogeno a partir del grupo CH,, interruptor produce un radical alquilo inestable, el cual sufre
inmediatamente una estabilizacion electrénica para formar hibridos de resonancia
conjugados. En condiciones de presion normal de oxigeno, el radical alquilo reacciona
rapidamente con el oxigeno para formar el radical peréxido. Este sustrae un atomo de
hidrogeno a otra molécula de acido graso para formar un hidroperéxido y un nuevo radical
alquilo libre. Esta secuencia de reacciones constituyen la auto-oxidacion de lipidos
propiamente dicha y se caracteriza por la acumulacion de peréxidos lipidicos
(hidropero6xidos). Finalmente, los hidroperéxidos se rompen en varias etapas dando lugar a

una amplia variedad de productos de descomposicion entre los que se encuentran
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hidrocarburos, aldehidos, cetonas, &cidos, epoxidos, furanoides, etc. Desde el punto de vista
practico, los aldehidos volatiles que se forman tienen gran importancia debido a que
imparten sabores y olores rancios a las grasas, aceites o0 alimentos que los contienen.

Algunos de ellos (hexanal, 2-decenal) se aprecian en concentraciones muy bajas.

Tal como qued6é demostrado en el Capitulo |, el aceite de nuez posee un elevado
contenido de &cidos poliinsaturados (> 68 %) por lo que constituye un sustrato
particularmente susceptible al ataque por el oxigeno atmosférico. La adicion de
antioxidantes, en su mayor parte sintéticos, es un procedimiento tecnolégico habitual en la
industria alimentaria ya que mejora la estabilidad de los lipidos y prolonga la vida util de los
alimentos que los contienen. Los mecanismos por los cuales estas sustancias ejercen su
actividad son diferentes y su eficacia se ve influenciada notablemente por las caracteristicas
del sustrato (Yanishlieva y Marinova, 2001; Decker et al., 2005; Frankel, 2005).

Se puede clasificar a las sustancias y métodos utilizados como antioxidantes en tres

categorias:

- Tipo I: Se trata de sustancias capaces de interrumpir la propagacion en cadena de
radicales libres actuando como donores de hidrégeno o como aceptores de radicales libres.
Los principales antioxidantes de Tipo | utilizados en los alimentos son los fenoles mono o

polihidroxilados con varias sustituciones en el anillo (figura 24).

Figura 24: Antioxidantes de Tipo |- Compuestos fendlicos sintéticos

O%C/O—(CHZ)H—CH3
OCHg3 OH OH
(H3C)sC C(CHz)3 C(CHa)s
HO OH C(CHa)3
OH OH CHs OH
Esteres del acido galico BHA BHT TBHQ

3-terbutil-4-hidroxianisol 2,6-diterbutil-4-metilfenol  2,5-diterbutil hidroquinona

- Tipo II: Los antioxidantes de esta categoria son compuestos que actldan impidiendo o
disminuyendo la formacion de radicales libres. Los mas utilizados son los agentes que
acomplejan los metales. Muchos de los agentes quelantes utilizados en la industria
alimentaria son sustancias naturales, como los acidos policarboxilicos (citrico, malico,

succinico, etc., figura 25) y macromoléculas (porfirinas y proteinas).
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Figura 25: Antioxidantes de Tipo Il —Quelantes o secuestrantes de metales

COOH OH
|
HOOC—CHZ—(F—CHZ—COOH HOOC—(CH,),—COOH HOOC—CH—CH,—COOH
OH
Acido citrico Acido succinico Acido mélico
- Tipo Ill: Se clasifican en esta categoria los procedimientos de proteccién contra la

oxidacion, que consisten en establecer condiciones fisicas o fisico-quimicas (contenido de
oxigeno en el embalaje, humedad, temperatura, iluminacién, pH, etc.) convenientemente

escogidas.

Si bien la mayor parte de los antioxidantes de grado alimentario son sustancias
fendlicas sintéticas — como las mostradas en la figura 24 - a la luz de las nuevas tendencias
en alimentacion, la presencia de estos aditivos sintéticos esta siendo cuestionada cada vez
en mayor grado. Muchas sustancias naturales, entre las que se encuentran fenoles simples,
acidos fendlicos, carotenoides, antocianinas y flavonoides, presentan propiedades

antioxidantes (Maestri et al., 2006).

El 4cido ascorbico (figura 26) es una sustancia que posee propiedades fuertemente
reductoras, debido a la presencia del grupo enodiol. En consecuencia, ademas de su
actividad vitaminica, presenta propiedades antioxidantes y se lo utiliza como aditivo para esa
finalidad, a menudo en combinacion con un antioxidante fenolico. Si bien el mecanismo de
acciéon no estd completamente esclarecido, la mezcla de ambos antioxidantes tiene
frecuentemente una accién sinérgica. Se cree que el acido ascorbico puede regenerar el
antioxidante fendlico proporcionado atomos de hidrégeno a los radicales fenoxi. Para
conseguir la actividad deseada es necesario a veces incrementar el caracter lipofilo del acido
ascorbico lo que se consigue mediante la esterificacion con 4cidos grasos (habitualmente

laurico o palmitico).

Figura 26: Acido ascOrbico y palmitato de ascorbilo

O O
o ! o !

W W
HO CH HO CH o)

HO” \CH,0H HO” \cHy0— ' (CHo)ua—CHs
Acido ascorbico Palmitato de ascorbilo
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Cort (1974) estudio el efecto antioxidante del TBHQ, acido ascorbico, BHT, palmitato
de ascorbilo y la combinacién de estos dos ultimos, sobre el aceite de soja almacenado a 45
°C y report6 el siguiente orden de efectividad: 200 ppm de TBHQ > 200 ppm de palmitato de
ascorbilo > 100 ppm de palmitato de ascorbilo mas 100 ppm de BHT > 100 ppm de palmitato
de ascorbilo > 200 ppm de acido ascorbico > 200 ppm de BHT. El palmitato de ascorbilo
también resulté ser mas efectivo que el BHT retardando reacciones de oxidacion acelerada

en aceites de girasol, mani, maiz y cartamo.

Por otra parte, McMullen et al. (1991) observé que el palmitato de ascorbilo (200
ppm) retarda el enranciamiento del aceite de canola almacenado a 65 °C, pero tiene un

efecto limitado sobre el deterioro foto-oxidativo.

Mas recientemente, Hras et al. (2000) compararon la actividad antioxidante de un
extracto de romero (rico en acido carndsico), o-tocoferol, palmitato de ascorbilo y acido
citrico, solos y en combinacion, sobre aceite de girasol almacenado a 60 °C. Estos autores
observaron un efecto sinérgico del extracto de romero cuando se combina con palmitato de
ascorbilo o con &cido citrico, disminuyendo la formacion de peroxidos y productos de

oxidacion secundarios.

Finalmente, Horn et al. (2009) evaluaron la estabilidad oxidativa de barras de cereal
aditivadas con aceite de pescado, utilizando acido cafeico, palmitato de ascorbilo o v-
tocoferol como antioxidantes. Para cada una de estas sustancias, observaron efectos pro y

antioxidantes, dependientes de la concentracion.

A partir de numerosas evidencias cientificas, como las resefiadas anteriormente,
parece evidente que la valoracion del efecto antioxidante de las diversas sustancias
ensayadas a tal fin, constituye un aspecto de la investigacion sumamente empirico. Una
revision exhaustiva de la bibliografia disponible hasta el momento, da cuenta de la carencia
de estudios cientificos en donde se evallen alternativas para la conservacion del aceite de

nuez.

En este capitulo se propone analizar el efecto de algunas sustancias naturales y

sintéticas sobre la estabilidad oxidativa y la conservacion del aceite de nuez.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extraer y purificar la fraccibn de compuestos fendlicos presentes en el residuo de

extraccion del aceite y evaluar sus propiedades antioxidantes.
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- Analizar la eficacia del BHT, TBHQ, &cido ascoérbico y palmitato de ascorbilo, solos o en
diferentes combinaciones, sobre la estabilidad oxidativa y la conservacion del aceite de nuez

en condiciones de almacenamiento prolongado.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion y purificacion de la fraccion fendlica

Se utilizo el residuo de extraccion del aceite, proveniente de la prensa de tornillo
helicoidal escala piloto, obtenido mediante el tratamiento: humedad del material 4.5 %,
temperatura de prensado 50 °C.

La extraccion de la fraccion fendlica se llevo a cabo en forma pasiva. Se colocaron
400 g de material en 1000 ml de etanol: agua destilada (70:30, v/v), en oscuridad, a 4 °C, en
atmésfera de nitrégeno, durante 72 h. Se realiz6 una filtracion a través de papel Whatman
N° 1 y el filtrado se concentr6 en evaporador rotatorio a 38 £ 2 °C, en oscuridad. Con la
finalidad de extraer restos de material lipidico, el extracto resultante se particion6 empleando
porciones de 40 ml de hexano hasta que las mismas no presentaban color. Se recupero la
fraccion soluble en etanol: agua, se evapor6 a sequedad y se determiné el rendimiento de
de extracto crudo por gravimetria. Finalmente, se diluyé en 50 ml del mismo disolvente

utilizado para la extraccion.

Se sembraron 2 ml del extracto crudo diluido en una columna cromatografica (35 cm
de longitud, 1 cm de didmetro interno), utilizando como adsorbente Diaion HP 20. La elusion
de la columna se llevé a cabo empleando los volumenes indicados de cada uno de los
disolventes de la siguiente serie eluotrépica: agua destilada (140 ml), etanol (10 %, v/v, 295
ml), etanol (20 %, v/v, 830 ml), etanol (100 %, 135 ml). Cada una de las fracciones recogidas
se evaporo a sequedad obteniéndose los siguientes rendimientos: 67.2, 4.21, 8.3 y 2.44 %,

respectivamente.

Determinacion del contenido de fenoles totales (CFT)

EL CFT del extracto crudo deslipidizado y de cada una de las fracciones purificadas
se determind utilizando el reactivo de Folin—Ciocalteu (Siddhuraju y col., 2002). En un tubo
de ensayo se colocé 0.1 ml de extracto, 0.2 ml de reactivo de Folin—Ciocalteu y 4 ml de
solucion de carbonato de sodio (30 %, p/v). Se llevo a un volumen final de 4 ml con agua
destilada. Luego de 1 hora de incubaciéon en oscuridad, se midi6 la absorbancia de la
solucién a 765 nm. En forma paralela se construyé una curva de calibracién usando acido
galico como patrén. El CFT se expres6 en miligramos de equivalentes de acido galico (EAG)
por gramo de extracto crudo deslipidizado (ECD) o de cada una de las fracciones purificadas
(FP).
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Determinacién de la actividad antirradicalaria

Se determind la actividad secuestrante de radicales libres del ECD y de las FP
utilizando el radical libre estable 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) de acuerdo a la
metodologia descripta por Braca et al. (2001). A 0.1 ml de extracto se le agregd 3 ml de
soluciéon metandlica de DPPH (0.004 %, p/v). Luego de 30 min de incubacién se midié la
absorbancia a 517 nm. El porcentaje de inhibicion frente al DPPH- se calcul6 con la
siguiente ecuacion: [(Ao - A1) / Ag] x 100, donde A, es la absorbancia del blanco (solucién
metandlica de DPPH-) y A; es la absorbancia de la solucion del extracto.

Mediante la determinacion de la absorbancia de disoluciones con diferentes
concentraciones de ECD y de cada una de las FP, se calcularon los valores de ECsg
(cantidad de antioxidante necesaria para disminuir al 50 % la concentracion inicial de
DPPH-). A los fines comparativos, se utilizaron BHT, TBHQ, &cido ascérbico y palmitato de

ascorbilo.

Determinacion de la capacidad antioxidante

Se utilizaron dos concentraciones (600 y 1200 ppm) de ECD y de las FP (excepto la
fraccion acuosa debido a su bajo CFT y elevado ECsp). Cada una de las mismas, se agrego
de manera individual a 5 ml de aceite de nuez de la variedad Franquette cuyas
caracteristicas principales se resumen en la tabla 23. La capacidad antioxidante de los
extractos se determiné mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura 110
°C) (Frankel, 2005). Se calcul6 un factor de proteccion (FProt) empleando la siguiente

ecuacion:

FProt = [Tiempo de induccion del aceite con antioxidante (horas) / Tiempo de induccién del

aceite sin antioxidante (horas)].
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Tabla 23: Caracteristicas quimicas del aceite de la variedad Franquette utilizado para
determinar la capacidad antioxidante del extracto fenolico crudo deslipidizado y de las
fracciones purificadas.

Parametro Valor medio (n =3) + DE
Grado de acidez (% Ac. oleico) 0.07 £ 0.01
Indice de perdxido (meg. O,/kg aceite) 0.49 £ 0.01
K22 1.09 + 0.08
K270 0.07 £0.01
Acidos grasos (%)

Palmitico 6.96 + 0.40
Estearico 1.89 +0.20
Oleico 24.6 £0.79
Linoleico 53.5+0.10
Linolénico 13.1£0.08
Tocoferoles totales (ug/g aceite) 297 £ 18.8
Carotenoides (ug/g aceite) 0.91 +0.24
Clorofilas (ug/g aceite) 0.54 +0.03
Estabilidad oxidativa (Rancimat, horas) 3.60 + 0.07

Ensayo de almacenamiento prolongado: estabilidad frente a la foto-oxidacion

Con el propésito de evaluar la estabilidad del aceite frente a la foto-oxidacion, se
disefi6 un ensayo de almacenamiento prolongado en una camara con iluminacion
permanente (luz fluorescente, intensidad 800 Lux) y temperatura controlada (25 °C). El
aceite se obtuvo por prensado (prensa de tornillo escala piloto) bajo las siguientes

condiciones: humedad del material, 7.5% y temperatura de extraccion, 50°C.

Para la seleccion de los aditivos antioxidantes utilizados, se tuvieron en cuenta los
factores de proteccidén obtenidos a partir del ensayo de termo-oxidacion y la solubilidad de
las sustancias. De esta manera, se descarté el uso de BHT (por su menor factor de
proteccién en relacién al del TBHQ) y del acido ascérbico (por sus caracteristicas hidrofilicas
gue le confieren baja solubilidad en el aceite). Para TBHQ se utilizé la maxima cantidad
permitida (200 ppm) — segun el Cdédigo Alimentario Argentino (CAA) — para aditivos
antioxidantes en aceites, la mitad de esta maxima concentracién, y una mezcla de este
antioxidante con palmitato de ascorbilo. Todos los aceites aditivados presentaron un aspecto
translucido. En la tabla 24 se resumen los tratamientos utilizados. Los aceites se colocaron
en envases de vidrio transparente de 500 ml de capacidad. La condicién de almacenamiento

en oscuridad se logré recubriendo los envases con una lamina de aluminio. Los aceites se
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almacenaron durante un periodo de 6 meses. Con una periodicidad quincenal se extrajeron
muestras de cada uno de los tratamientos a fin de evaluar posibles cambios en la calidad
quimica de los aceites. El volumen de muestra extraido de cada tratamiento fue de 18 cm®.
Las muestras fueron almacenadas en recipientes cerrados, de vidrio color ambar de 30 cm?®

de capacidad (6 cm de alto y 3.5 cm de didmetro externo), en atmésfera de nitrégeno.

Se determinaron el indice de perdxidos, los coeficientes de extincion especifica (Kzs.
y kz70), la actividad antirradicalaria y la estabilidad oxidativa (Rancimat) de los aceites segun
metodologia descripta en el Capitulo I. En forma paralela se realiz6 la evaluacion de los
tratamientos indicados en la tabla 24, pero sin extraccion de muestras, con el propésito de
examinar la calidad de los aceites almacenados en los recipientes cerrados, durante un
periodo de 6 meses. En este caso se determinaron, ademas de los parametros quimicos ya

mencionados, el grado de acidez y la composicién de acidos grasos.

Tabla 24: Tratamientos utilizados para evaluar la estabilidad del aceite de nuez frente a la
foto-oxidacién (luz fluorescente, intensidad 800 Lux) en un ensayo de almacenamiento
prolongado.

Ensayo dinamico (con extraccion de muestras)

Caodigo Tratamiento Condicién luminica
LA Control Luz .
OB Oscuridad
LC Luz
oD TBHQ (200 ppm) Oscuridad
LE Luz
OF TBHQ (100 ppm) Oscuridad
LG . . Luz
ol TBHQ (100 ppm) + Palmitato de ascorbilo (100 ppm) Oscuridad
Ensayo estético (sin extraccion de muestras)
Caodigo Tratamiento Condicién luminica
LK Control Luz .
OM Oscuridad
LP Luz
OR TBHQ (200 ppm) Oscuridad
LS Luz
oT TBHQ (100 ppm) Oscuridad
LU . . Luz
OX TBHQ (100 ppm) + Palmitato de ascorbilo (100 ppm) Oscuridad

Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Las diferencias entre los

tratamientos se estimaron mediante andlisis de la varianza (ANAVA). En aquellos casos en
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donde se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), se utiliz6 un test

a posteriori de comparaciones multiples (LSD).

RESULTADOS Y DISCUSION

El CFT presentd diferencias estadisticamente significativas entre los extractos
analizados (tabla 25). La menor concentracion se observd en el extracto acuoso,
incrementandose notoriamente con el agregado de etanol, hasta alcanzar la concentraciéon
maxima en el extracto etanol: agua (20:80, v/v). Estas diferencias en el CFT reflejan
variaciones en la solubilidad de los componentes presentes en los extractos, de acuerdo al
disolvente utilizado. Los compuestos fendlicos encontrados en la semilla del nogal son en su
mayor parte polifenoles (Fukuda et al., 2003; Li et al., 2006; Zhang et al., 2009). Estos
comprenden principalmente al acido galico y sus ésteres y al acido elagico, los cuales,
cuando se encuentran como polimeros unidos a azlcares, se conocen como taninos

hidrolizables (figura 27).

El porcentaje de inhibicién frente al DPPH- (tabla 25), que refleja la actividad
antirradicalaria de los extractos, fue mas elevado en la fraccién extraida con etanol (100 %).
Esto puede atribuirse a una mayor extractabilidad del acido gdlico y sus derivados, mas
solubles en alcohol que en agua, y con mayor actividad antioxidante en relacién a moléculas

de alto peso molecular como los taninos condensados.

El valor de ECsp es un parametro ampliamente utilizado para comparar la capacidad
antirradicalaria (Sanchez-Moreno et al., 1998; Visioli et al., 1998; Fukuda et al., 2003; Arranz
et al., 2008 a; Zhang et al., 2009). En correspondencia con los porcentajes de inhibicion del
DPPH-, los extractos etandlicos presentaron los valores de ECs, mas bajos (tabla 25). Estos
valores resultaron, por otra parte, similares al obtenido con la solucién de acido ascérbico e

inferiores al de las soluciones de TBHQ, BHT y palmitato de ascorbilo.

El ensayo de actividad de los extractos frente a la termo-oxidacion permitié calcular
los factores de proteccién correspondientes (tabla 26). Aunque los valores registrados
tuvieron un incremento significativo al duplicar la concentracion de extracto (600 ppm vs
1200 ppm), resultaron muy bajos en comparacién con los obtenidos utilizando los
compuestos antioxidantes de referencia. Estos resultados indican, en principio, que los
compuestos fendlicos presentes en el residuo de extraccién del aceite, si bien muestran una
elevada actividad inhibidora de radicales libres, tienen escasa eficacia para estabilizar el

aceite en las condiciones utilizadas en el ensayo de termo-oxidacion.
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Tabla 25: Contenido de fenoles totales [CFT, mg de equivalentes de acido gélico/g de
extracto crudo deslipidizado (ECD) o de cada una de las fracciones purificadas (FP)],

porcentaje de inhibicion frente al DPPH- y valores de ECso (ug/ml).

Muestra CFT % Inhibicion DPPH ECso

ECD 6.67% + 0.06 62.3° +1.13 10.4° +0.16
FP1 4.80° +0.01 26.6%+1.18 72.9°+6.51
FP2 6.20° + 0.01 73.0°+0.76 4.42% + 0.05
FP3 12.21° + 0.01 87.3Y+0.75 3.74%+ 0.05
FP4 9.07% + 0.09 91.7°+0.68 4.13% + 0.47
BHT 10.1° + 0.02
TBHQ 5.80%°+ 0.01
Acido ascérbico 4.14% +0.01
Palmitato de ascorbilo 10.3°+0.01

Abreviaturas: FP1, fraccion extraida con agua destilada; FP2, fraccion extraida con etanol (10 %, v/v); FP3,
fraccion extraida con etanol (20 %, v/v); FP4, fraccion extraida con etanol (100 %).

Valores medios (n = 3) + desvio estandar. Valores medios en cada columna seguidos por letras diferentes
difieren significativamente (p < 0.05).

Figura 27: Compuestos polifendlicos presentes en la semilla del nogal.
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Tabla 26: Factores de proteccion de los extractos fendlicos, obtenidos a partir del ensayo de
termo-oxidacion mediante el método Rancimat (caudal de aire 20 I/h, temperatura 110 °C).

Muestra Concentracion (ppm)  Factor de proteccion
ECD 600 1.02% £ 0.01
1200 1.20°+0.01
FP2 600 1.13°+0.01
1200 1.16™ + 0.01
FP3 600 1.01*+0.01
1200 1.16™ + 0.01
FP4 600 1.13°+0.01
1200 1.16™ + 0.01
BHT 200 1.76% + 0.06
TBHQ 200 3.399+ 0.01
Acido ascorbico 100 1.98° + 0.05
Palmitato de ascorbilo 100 2.21"+0.03

Valores medios (n = 3) = desvio estandar. Valores medios seguidos por letras diferentes difieren
significativamente (p < 0.05).

En las figuras 28, 29 y 30 se muestra la evolucion de parametros oxidativos, a lo
largo del periodo de almacenamiento, en los distintos tratamientos. De su analisis conjunto
surge que la condicién luminica ejerce un efecto significativo sobre la generacion de
productos de oxidacion primarios en el aceite de nuez. Los aceites adicionados con TBHQ y
TBHQ mas palmitato de ascorbilo, cuando fueron almacenados en presencia de luz, no se
diferenciaron significativamente del tratamiento control (aceite sin aditivos), indicando que
las sustancias ensayadas fueron poco eficaces para inhibir o retardar la produccién de
dienos y trienos conjugados y para prolongar el periodo de induccién (tiempo necesario para
gue la acumulacion de perdxidos alcance el valor de 20 meg/kg, Economou et al., 1991) de

los aceites almacenados.

De acuerdo a Wong (1995) y Frankel (2005) la foto-oxidacion representa una via
importante de generacién de perdxidos a partir de acidos grasos insaturados, cuando la
misma sucede en presencia de un fotosensibilizador adecuado como las clordfilas, feofitinas
o flavinas. Estas reacciones de oxidacion fotosensibilizadas, al igual que las que ocurren
durante la auto-oxidacion, conducen a la formacion de peréxidos pero, a diferencia de estas
Gltimas, no presentan un periodo de induccién apreciable puesto que no son inhibidas ni
retardadas por sustancias inhibidoras de la propagacién en cadena de radicales libres, como
los antioxidantes afiadidos (TBHQ, palmitato de ascorbilo) o los que estdn presentes

naturalmente en el aceite (tocoferoles).
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Si bien el aceite de nuez utilizado como sustrato para evaluar la actividad
antioxidante de las diversas sustancias ensayadas en este trabajo (tabla 23) contiene una
baja concentracion (0.54 ppm) de clorofilas, de acuerdo a Suzuki et al. (1984) esta cantidad
del pigmento fotosensibilizador es suficiente para la produccion fotoquimica de oxigeno
singulete. Esta es una especie altamente reactiva del oxigeno y puede reaccionar mas
rapidamente (unas 1500 veces mas rapido que el oxigeno en su forma mas estable, el
estado triplete) con zonas de densidad electronica alta, como los dobles enlaces C — C de

los acidos grasos insaturados.

A diferencia de lo observado por Lee et al. (1997) durante la oxidacién
fotosensibilizada — mediada por clorofila — del aceite de soja, los resultados hallados en el
presente trabajo sugieren que el palmitato de ascorbilo no resulta efectivo como inhibidor de
reacciones de foto-oxidacién ni potencia la actividad antioxidante del TBHQ en tales

procesos.

En cuanto a la actividad antioxidante de los pigmentos carotenoides, Warner y
Frankel (1987) han demostrado que el B-caroteno, en concentraciones comprendidas entre
5y 20 ppm, posee un efecto protector contra el deterioro, inducido por la luz, del aceite de
soja. A juzgar por estos resultados, y teniendo en cuenta las similitudes en la composicion
de acidos grasos de los aceites de soja y nuez, se puede presumir que el contenido de
carotenoides en el aceite de nuez utilizado como sustrato (0.91 ppm, tabla 23) es

insuficiente para impartir alguna proteccion frente al deterioro foto-oxidativo del mismo.

En ausencia de luz, los aceites con agregado de antioxidantes, a diferencia del
control sin aditivos, no mostraron incrementos en sus valores de perdxidos y coeficientes de
extincion especificos a lo largo de todo el periodo de almacenamiento. No se observaron
variaciones significativas entre los tratamientos aditivados para estos parametros. Estos
resultados indican que: a) los tratamientos con TBHQ, solo o en combinacion con palmitato
de ascorbilo, resultan igualmente eficaces para inhibir la formacién de productos de
oxidacion primarios en el aceite de nuez, b) la actividad del TBQH, para las dos
concentraciones ensayadas (100 y 200 ppm) no es dependiente de las mismas, c) el efecto
protector del TBHQ sobre la estabilidad oxidativa del aceite de nuez puede lograrse con una
concentracion muy inferior (100 ppm) a la maxima permitida (200 ppm) por el CAA para

antioxidantes sintéticos en aceites vegetales.
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Figura 28: Evolucién del indice de perdxidos (meq O,/kg aceite) durante el almacenamiento
del aceite de nuez en condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y temperatura (25
°C) controladas.
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Figura 29: Evolucion del coeficiente de extincion especifica (ku3,, dienos conjugados)
durante el almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de iluminacion (800 Lux) —
oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.
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Figura 30: Evolucion del coeficiente de extinciébn especifica (ko7, trienos conjugados)
durante el almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de iluminacion (800 Lux) —
oscuridad y temperatura (25 °C) controladas.
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Con respecto a la actividad antirradicalaria de los distintos tratamientos, la valoracién
del DPPH remanente (DPPH,) a lo largo del ensayo de almacenamiento proporciona una
medida de la capacidad de las sustancias antioxidantes para estabilizar radicales libres.

Los tratamientos se asociaron en tres grupos bien definidos (figura 31). Los aceites
sin aditivos presentaron los valores méas elevados de DPPH, demostrando una reducida
capacidad secuestrante de radicales libres, la cual puede ser atribuida a su contenido en
tocoferoles. No obstante, los valores de DPPH, en estos aceites permanecieron
practicamente constantes a pesar de la disminucion del contenido de tocoferoles totales

observada durante el periodo de almacenamiento (figura 32).

Por otra parte, los tratamientos adicionados con 200 ppm de TBHQ (tanto en luz
como en oscuridad) tuvieron valores de DPPH, significativamente mas bajos que los
restantes tratamientos aditivados (figura 31). Estos resultados indican que el TBHQ es un
efectivo inhibidor de radicales libres manteniendo su actividad al menos durante un periodo
de 6 meses. También demuestran que dicha actividad no resulta afectada por la luz, pero es

dependiente de la concentracion del antioxidante.

Los tratamientos adicionados con TBHQ (100 ppm) y TBHQ + palmitato de ascorbilo
no se diferenciaron significativamente, confirmando que el palmitato de ascorbilo no ejerce

un efecto aditivo sobre la actividad antirradicalaria del TBHQ.

La estabilidad oxidativa (tiempo de induccién, Rancimat) del aceite aditivado con 200
ppm de TBHQ, en presencia de luz (figura 33) fue significativamente mas elevada que la del
tratamiento con 100 ppm del mismo compuesto. El comportamiento de este Ultimo, por otra
parte, resulté similar al tratamiento TBHQ + palmitato de ascorbilo. No se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos control almacenados en luz y oscuridad. La
estabilidad oxidativa de los tratamientos aditivados, mantenidos en oscuridad, resultd
superior a las 12 horas en todos los casos (estos datos no se muestran en la figura
correspondiente debido a que las lecturas se realizaron hasta las 12 horas con un equipo

semi-automatico).
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Figura 31: Evolucion de la actividad antirradicalaria (DPPH remanente) durante el
almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y
temperatura (25 °C) controladas.
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Figura 32: Evolucion del contenido de tocoferoles totales (TT, upg/g aceite) durante el
almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y
temperatura (25 °C) controladas.

325+
295+
266+
236+
2071
177+
148+
118+

89

59+

30

0 T T T T T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Dias

Tocoferoles totales

—— LA (Control - Luz) —O— OB (Control - Oscuridad) |

Tesis Doctoral - Ingeniera Quimica Marcela Lilian Martinez 105



Extraccién y caracterizacion de aceite de nuez (Juglans regia L.): influencia del cultivar y de factores tecnoldgicos sobre su

composicion y estabilidad oxidativa

Figura 33: Evolucion de la estabilidad oxidativa (tempo de induccion, Rancimat) durante el
almacenamiento del aceite de nuez en condiciones de iluminacion (800 Lux) — oscuridad y
temperatura (25 °C) controladas.
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En relacién al ensayo estatico (sin extraccion de muestras), los aceites sin aditivos,
almacenados tanto en luz como en oscuridad, mostraron una reduccion altamente
significativa en sus valores de perdxidos, dienos y trienos conjugados, con respecto a los
mismos aceites provenientes del ensayo dinamico (con extraccién de muestras) analizados
a los 180 dias de almacenamiento (figuras 34, 35, 36). La misma tendencia se observé para
los indices de peréxidos y k»3, de los aceites aditivados, almacenados en presencia de luz.
Los aceites aditivados, mantenidos en oscuridad, no presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre los ensayos dindmico y estatico.
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Figura 34: indices de perdxidos (meq O./kg aceite) de los distintos tratamientos analizados,
en el tiempo 0 (O) y a los 180 dias de almacenamiento.
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Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tiempo 0, ensayo dinamico y
ensayo estatico para un mismo tratamiento.

Figura 35: Valores de dienos conjugados (k»z,) de los distintos tratamientos analizados, en el
tiempo 0 (O) y a los 180 dias de almacenamiento.
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Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tiempo 0, ensayo dinamico y
ensayo estético para un mismo tratamiento.
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Figura 36: Valores de trienos conjugados (k»7o) de los distintos tratamientos analizados, en el
tiempo 0 (O) y a los 180 dias de almacenamiento.
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Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tiempo 0, ensayo dindmico y
ensayo estatico para un mismo tratamiento.

El grado de acidez presenté minimas diferencias entre el valor inicial (tiempo 0) y los
valores obtenidos a los 180 dias de almacenamiento, tanto en el ensayo dinamico como en
el estatico (figura 37). Estos datos indican que el aceite de nuez es estable frente a la

degradacién hidrolitica de los glicéridos, aun en condiciones de exposicién a la luz.
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Figura 37: Grado de acidez (% acido oleico) de los distintos tratamientos analizados, en el
tiempo 0 (O) y a los 180 dias de almacenamiento.

0,20+

0,17~

0,144

0,114

0,094

Grado de acidez

0,06-

0,034

B Tiempoo
B Ensayo dinamico (180 dias)
B Ensayo estatico (180 dias)

a Aga aaa aaa a_a aaa a a

0,00

OLALK OOBOM OLCLP OODOR OLELS OOFOT OLGLU OOHOX

Tratamiento

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tiempo 0, ensayo dinamico y
ensayo estatico para un mismo tratamiento.

La composicion de &cidos grasos registr6 escasas diferencias entre los distintos

tratamientos (tabla 27), demostrando que la misma permanece estable en las diferentes

condiciones empleadas en el ensayo de almacenamiento.
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Tabla 27: Composicion de &cidos grasos (% respecto del total) de los distintos tratamientos
analizados, en el tiempo cero (0) y a los 180 dias de almacenamiento (ensayo dindmico,
tratamientos LA — OH; ensayo estatico, tratamientos LK — OX).

Acidos grasos

Tratamiento Palmitico Estearico Oleico Linoleico Linolénico
0 6.68°+0.17 1.75°+0.04 25.1°+0.62 53.4°+0.57 13.0°+0.07
LA 6.48%°+0.03 1.80®+0.02 25.8°°+0.03 53.1°+0.01 12.8%+0.06
OB 6.50%°+0.16 1.80*+0.01 25.9°+0.02 53.0°+0.17 12.9%+0.02
LC 6.63+0.41 1.88*+0.15 256 +0.28 52.9%°+0.58 13.0%+0.25
oD 6.59%°+0.01 1.99%*+0.08 255®+0.03 52.9%+0.11 13.0%+0.01
LE 6.54%°+0.02 2.02*+0.23 25.8%“+0.42 52.8®+0.32 12.8%°+0.35
OF 6.39%°+0.04 1.70°+0.02 25.1°+0.34 53.3*°+0.53 13.5°+0.94
LG 6.47*°+0.20 1.65°+0.01 25.6%°+0.35 53.4°+0.32 13.0%+0.17
OH 6.84°+0.45 1.81*+0.01 252%®+0.13 53.0°+0.26 13.2*+0.05
LK 6.54°°+0.06 2.59°+0.75 25.6™+0.21 52.4%+0.45 12.9%+0.05
OM 6.57%°+ 0.06 2.00®°+0.02 25.7°+0.09 52.8°°+0.01 13.0%+0.05
LP 6.48%°+0.04 1.87*+0.07 25.4*°+0.23 53.1°+0.06 13.1*+0.14
OR 6.49%°+0.01 1.85°°+0.01 25.6°°+0.07 53.0°+0.06 13.1%+0.03
LS 6.54%°+ 0.06 1.80®°+0.01 25.5°°+0.08 53.1"°+0.06 13.1%+0.09
oT 6.35°°+0.08 1.77®+0.08 25.4%°+0.31 53.3"+0.25 13.2%+0.23
LU 6.25°°+0.19 1.83*+0.12 25.8“+0.16 53.1"+0.29 13.0%+0.18
OX 6.20°+0.25 2.26°+0.49 26.2°+0.45 52.7*+0.23 12.6%+0.45

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre tratamientos para cada acido
graso.

El analisis de componentes principales (figura 38) reafirma y sintetiza los resultados
descriptos precedentemente: el efecto de la condicion luminica resulta determinante para la
estabilidad del aceite. Los tratamientos aditivados provenientes de ambos ensayos (con o
sin extraccion periddica de muestras), mantenidos en oscuridad y analizados a los 180 dias
de almacenamiento, constituyeron un grupo homogéneo estrechamente asociado a una
mayor estabilidad oxidativa. Los tratamientos aditivados, mantenidos en presencia de luz, se
asociaron, aungque con mayor grado de dispersion, a los controles sin aditivos, y todos ellos

se relacionaron a parametros indicadores de dafio oxidativo.
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Figura 38: Andlisis de componentes principales (ACP) de los tratamientos utilizados para
evaluar la estabilidad del aceite de nuez frente a la foto-oxidacibn en un ensayo de
almacenamiento prolongado.
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CONCLUSIONES

El aceite de nuez constituye un sustrato altamente susceptible a reacciones
oxidativas que deterioran su calidad quimica y organoléptica. Este hecho hace necesario
gue para su conservacion deba ser protegido mediante el empleo de sustancias o
condiciones de almacenamiento que puedan inhibir o retardar los procesos de oxidacion

mencionados.

El residuo de extraccion del aceite es una fuente importante de compuestos fendlicos
con probada actividad antioxidante. La evaluacion de los extractos fendlicos obtenidos en
este trabajo puso en evidencia que los mismos poseen una elevada capacidad inhibidora del
radical libre 2,2-difenilpicrilhidracil (DPPH), comparable a la de los antioxidantes sintéticos
utilizados como referencia. Sin embargo, cuando fueron adicionados al aceite, mostraron
escasa influencia sobre la estabilidad termo-oxidativa del mismo, probablemente debido a su
rapida degradacién. Estos resultados, sumados a la dificultad que plantea su solubilizacién
en el aceite, no permiten vislumbrar que los mismos, por el momento, puedan ser utilizados

como aditivos antioxidantes.

El analisis de la estabilidad del aceite frente a la foto-oxidacion, permitio determinar
la eficacia antioxidante de algunas sustancias (TBHQ, palmitato de ascorbilo) bajo
condiciones de almacenamiento que simulan las utilizadas en el comercio. La evaluacién de
los distintos tratamientos examinados revela que la condicién luminica juega un papel
preponderante sobre la velocidad de oxidacion del aceite. Las condiciones de iluminacién
empleadas (luz fluorescente, intensidad 800 Lux) promueven rapidamente la formacién de
productos de oxidacion primarios, aln en los aceites aditivados. En consecuencia, los
antioxidantes evaluados resultan poco eficaces como inhibidores de oxidacion foto-

sensibilizada en el aceite de nuez.

En ausencia de luz, todos los tratamientos con agregado de antioxidantes fueron
igualmente eficaces para inhibir la formacién de productos de oxidacién primarios durante el
periodo de almacenamiento. El efecto protector del TBHQ sobre la estabilidad oxidativa del
aceite de nuez, almacenado en oscuridad, puede lograrse con la mitad de la concentracién
maxima permitida (200 ppm) por el Cdédigo Alimentario Argentino para antioxidantes

sintéticos en aceites vegetales.

La valoracion de la capacidad antirradicalaria de los aceites aditivados permitio

determinar que: a) el TBHQ es un efectivo inhibidor de radicales libres en el aceite de nuez,
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b) su actividad no resulta afectada por la luz, pero es dependiente de la concentracion, c) el
palmitato de ascorbilo no ejerce un efecto aditivo sobre la actividad del TBHQ.

Todos los tratamientos que no fueron sometidos a extraccion periddica de muestras
(ensayo estatico), mantenidos tanto en luz como en oscuridad, no alcanzaron el periodo de
induccion luego de 180 dias de almacenamiento y presentaron valores de dienos
conjugados significativamente mas bajos que los respectivos tratamientos del ensayo con
extraccion periédica de muestras. Asimismo, el grado de acidez y la composicién de acidos
grasos permanecieron practicamente sin modificaciones al cabo del periodo de
almacenamiento. Estos resultados son de utilidad a los fines de determinar criterios que

permitan establecer el periodo de caducidad o lapso de aptitud del producto.
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CONCLUSIONES FINALES y PERSPECTIVAS FUTURAS

En Argentina, en los Ultimos afios, el sector nogalero ha recibido el apoyo de politicas
especificas para el control fitosanitario y la reconversion orientada al reemplazo de los
nogales criollos o tradicionales - de bajo rendimiento - por variedades modernas de alta
productividad.

En la actualidad, el principal destino de la produccion nogalera de nuestro pais es la
industria alimentaria; practicamente el total de la misma se destina al mercado interno y se

consume en forma no procesada.

En nuestro pais, la produccion de aceites comestibles ha mostrado en los Gltimos
afios un crecimiento sostenido y en la actualidad es una actividad econ6mica de gran
relevancia. Dentro de este gran rubro de la economia, la elaboracion de aceites no
tradicionales, como los de nuez, almendra o avellana, ofrece una oportunidad que no ha
sido practicamente explotada. El principal obstaculo para este tipo de emprendimiento es la
falta de instalaciones para el procesamiento de los frutos y la extraccién de los aceites.
Asimismo, la carencia de informacion relativa a las caracteristicas fisicas y quimicas de las
principales variedades de nuez cultivadas como los aspectos quimicos y tecnoldgicos del
proceso de obtencion del aceite y de las propiedades y usos del mismo, han contribuido en

forma negativa para el desarrollo de esta actividad.

La caracterizacién llevada a cabo permiti6 ampliar el conocimiento de las variedades
de nuez mas utilizadas comercialmente en nuestro pais y, al mismo tiempo, sentar bases
cientificas para la tipificacion de sus frutos y aceites. Como resultado de estos estudios, se
seleccioné a la variedad Franquette, poco atractiva para uso como confitura por su pulpa de
pequefio tamafio, pero con alto contenido de aceite y un perfil de 4cidos grasos favorable en
relacion a la estabilidad, como materia prima para evaluar alternativas para la extraccion y

conservacion del aceite.

Por sus cualidades fisicas (tamafio, dureza) la pulpa de nuez constituye un material
apropiado para la extraccién del aceite mediante prensa de tornillo helicoidal, pero debe ser
acondicionada previamente para lograr condiciones adecuadas que permitan optimizar el
proceso, en términos de rendimiento y calidad del producto. Cabe destacar que esta
tecnologia resulta compatible con la obtencién de aceites de nuez de buena calidad quimica,

sin necesidad de una etapa posterior de refinado.
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Sobre la base de los resultados obtenidos, se realiz6 una aproximacion al escalado
industrial del proceso. Resulta necesario aun trabajar en la optimizacion de las condiciones
de extraccion que permitan incrementar el rendimiento de aceite. Entre los aspectos a
considerar en este sentido, y tal como qued6 demostrado en las operaciones a escala piloto,
sera de fundamental importancia ahondar en el estudio del acondicionamiento del material
(tamafio y contenido de humedad de la particula) y condiciones (temperatura, velocidad de
prensado) apropiadas para el proceso a escala industrial.

El andlisis de la estabilidad del aceite frente a la foto-oxidacion, permitié determinar
la eficacia antioxidante de algunas sustancias, como TBHQ y palmitato de ascorbilo, bajo
condiciones de almacenamiento que simulan las utilizadas en el comercio. Los antioxidantes
agregados fueron igualmente eficaces para inhibir la formaciéon de productos de oxidacién
primarios durante el periodo de almacenamiento. El efecto protector del TBHQ sobre la
estabilidad oxidativa del aceite de nuez puede lograrse con la mitad de la concentracion
maxima permitida por el Codigo Alimentario Argentino para antioxidantes sintéticos en

aceites vegetales.

Los avances realizados en la caracterizacion pomoldgica de las principales
variedades de nuez comercializadas en Argentina, en el conocimiento de la composicion
guimica de sus aceites y en el estudio de alternativas tecnolégicas para su extraccion y
conservacion representan un aporte significativo a los fines de establecer bases para la

potencial elaboracion de aceite de nuez a nivel industrial.
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Ademéas de la divulgacién de los resultados enunciados precedentemente, las

actividades desarrolladas en el marco de la tesis motivaron la firma de una Carta de

Intencién con la Empresa Aceites del Desierto SRL, tendientes a realizar tareas de

experimentacién destinadas a evaluar condiciones de extracciéon del aceite mediante prensa

de tornillo helicoidal y conocer sus caracteristicas quimicas, con el objetivo final de poner a

punto el proceso a escala industrial.
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