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Dofia Maria de los Angeles Carmona Castellano ha llevado a cabo durante los Gltimos afios
un excelente trabajo que ha culminado con la elaboracién de esta Memoria de Tesis
Doctoral. En este tiempo la doctoranda ha adquirido una gran experiencia en diferentes
técnicas de separacion y purificacion de productos de alto valor afiadido contenido en
matrices complejas como son los destilados de desodorizacion. Asimismo podemos
afirmar que se ha convertido en una experta en el manejo de la técnica Raman y en su
aplicacion a determinaciones en aceites vegetales. Toda esta experiencia ha dado como
resultado la publicacion de los tres articulos que conforman el grueso de esta Tesis
Doctoral y que se enumeran a continuacion:

- “Isolation of sterols from sunflower oil deodorizer distillate” Maria A. Carmona, Carlos
Jiménez, César Jiménez-Sanchidrian, Fernando Pefia, J. Rafael Ruiz. Journal of Food
Engineering 101(2010) 210-213.

En este articulo se describe un nuevo método de separacion de los esteroles contenidos en
un destilado de desodorizacion de aceite de girasol. ElI concentrado de esteroles final

obtenido posee una pureza superior al 99%.



- “Raman spectroscopy study of edible oils and determination of the oxidative stability at
frving temperatures” Maria A. Carmona, Fernando Lafont, César Jiménez-Sanchidrian,
José R. Ruiz. European Journal of Lipid Science and Technology 116 (2014) 1451-1456.
En este trabajo se describe por primera vez en la bibliografia la caracterizacién de los
aceites de macadamia y de nuez pecanera por espectroscopia Raman. Ademas, se pone de
manifiesto el potencial de esta técnica para diferenciar estos aceites, de alto valor afiadido,
de otros mas baratos como son los de maiz o girasol. Por otro lado, con la espectroscopia
Raman también se pueden detectar mezclas de aceite de macadamia con estos aceites de
maiz y girasol.

- “Characterization of macadamia and pecan oils and detection of mixtures from other
edible seed oils by Raman spectroscopy”. M. A. Carmona, F Lafont, C. Jiménez-
Sanchidrian, J.R. Ruiz. Grasas y aceites 66 (3) (2015) 94-102.

En este trabajo se muestran las posibilidades y eficacia de la técnica espectroscopica
Raman para distinguir entre diferentes aceites vegetales comestibles. Ademas, es posible
correlacionar algunos parametros determinados por espectroscopia Raman con los
determinados por otros métodos fisico-quimicos. Finalmente, la evolucion de la oxidacion
de aceites de oliva de distinta categoria comercial, puede ser monitorizada por

espectroscopia Raman.

Aparte de estas publicaciones, también han sido resultado de este trabajo otro articulo
cientifico y varias comunicaciones a congresos como fruto de su etapa de formacién y que
no forman parte de esta Memoria de Tesis Doctoral.

Parte de este trabajo experimental ha sido posible gracias a la firma de varios contratos de
investigacion con la empresa SOS- Cuétara, lo que ha permitido a Dofia Maria de los
Angeles Carmona Castellano adquirir una formacion adicional en el &mbito industrial, al
realizar diferentes trabajos en las instalaciones de dicha empresa.

La iniciativa mostrada por la doctoranda a la hora de plantear el trabajo a desarrollar, asi

como la dedicacion prestada y la excelente formacion tanto a nivel académico como



cientifico alcanzados hacen que la valoracion que hagamos de esta Tesis Doctoral sea muy
positiva.

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la Tesis Doctoral.
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PREAMBULO

Mediante la presentacion y defensa de esta Memoria de Tesis Doctoral, D2 Maria de
los Angeles Carmona Castellano, desea obtener el Titulo de Doctora en Quimica. Dicha
Memoria de Tesis Doctoral se presenta como compendio de publicaciones, habida cuenta
de que se reunen los requisitos exigidos para ello, segun se recogen en el articulo 24 de la
Normativa Reguladora de los Estudios de Doctorado de la Universidad de Cérdoba:

1.- La Tesis Doctoral esta constituida por el conjunto de trabajos publicados por la

doctoranda sobre el plan de investigacion de la Tesis Doctoral.

2.- El conjunto de trabajos esta constituido por un minimo de tres articulos publicados en
revistas incluidas en los tres primeros cuartiles de la relacion de revistas del ambito de la
especialidad y referenciadas en la Gltima relacion publicada por el Journal Citation
Reports. En este caso, la Memoria de Tesis Doctoral esta soportada en tres articulos
incluidos en el primer, segundo y tercer cuartiles de la categoria a la que pertenece cada
una de las revistas en la que dichos articulos han sido publicados.

3.- En los articulos anteriormente citados, la doctoranda es la primera autora.

4.- La Memoria de Tesis Doctoral incluye la siguiente estructura y documentacion:

- Introduccidn, en la cual se justifica la unidad tematica de la Tesis.

- Hipotesis y objetivos a alcanzar, indicando en qué publicacion o publicaciones se abordan.



Primera pagina de cada uno de los articulos incluidos, en la que figura el nombre y
adscripcion de los autores, asi como la referencia completa de la revista en la que el
trabajo ha sido publicado.

Conclusiones, indicando de qué publicacion se desprenden.

Resumenes en espafiol y en inglés.

Otras aportaciones cientificas derivadas directamente de la Tesis Doctoral.

Informe con el factor de impacto y cuartil del Journal Citation Reports de los articulos que

constituyen la Memoria de Tesis Doctoral.

Informe de los directores de Tesis.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los objetivos generales de esta Tesis Doctoral son, por un lado, la obtencion de
esteroles a partir del destilado de desodorizacion de aceite de girasol y, por otro, la
aplicacion de la espectroscopia Raman al analisis de aceites. Los objetivos e hipdtesis

especificos son los que se enumeran a continuacion:
Hipdtesis 1.

La desodorizacion de los aceites vegetales tiene como finalidad eliminar las
sustancias que imparten sabores y olores indeseables a los mismos. Esta operacién es una
de las etapas finales en el proceso de refinacion de aceites vegetales utilizado actualmente,
y se lleva a cabo por destilacion, mediante arrastre de vapor, de las sustancias méas volatiles
presentes en el aceite extraido. Junto con las sustancias que producen aromas indeseables
en el aceite (productos de oxidacién como aldehidos, cetonas, etc.) se destilan, en parte,
algunos componentes minoritarios del aceite, tales como &cidos grasos libres, tocoferoles,
esteroles, escualeno, mono y diglicéridos, algo de triglicéridos, hidrocarburos pesados y
otros componentes menores. Esta corriente de subproducto recibe el nombre de Destilado
de Desodorizacion (DOD, en su nomenclatura anglosajona). Las condiciones de
desodorizacion (temperatura, presion, tiempo de residencia, etc.), influyen en la
composicion del DOD (Pramparo, 2005).

Este subproducto normalmente se mezcla con otras corrientes efluentes del proceso
de refinacion y de esta manera se vende con un bajo valor afiadido, a industrias
relacionadas. Sin embargo, las caracteristicas de algunos de los componentes presentes
sugieren la conveniencia de un tratamiento de purificacion que permita separar los
componentes de mayor valor afiadido. En algunas industrias de refinacion de aceites, este
destilado se vende a empresas que recuperan algunos de sus componentes. El precio de

este destilado esta basado generalmente en su contenido de tocoferoles y esteroles.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS
A la vista de la bibliografia, existen descritos procesos en los que, conjugando
etapas de saponificacion, esterificacion, transesterificacion, destilacion a vacio y
enfriamiento, se consiguen concentrados de esteroles de elevada pureza y con un alto
rendimiento (Fernandes & Cabral, 2007). Los principales problemas que se presentan para
la extraccion de fitoesteroles son dos: la degradacion térmica que tiene lugar si el destilado
se expone a elevadas temperaturas durante largos periodos de tiempo, y los elevados
puntos de ebullicién de los fitoesteroles.

La composicion porcentual de estos destilados de desodorizacion varia sensiblemente
en funcidn de la calidad de la semilla de partida, de los procesos mecanicos extractivos del
aceite, de las constantes fisicas de la propia planta de refino, etc.

Destilados de desodorizacion procedentes de la refinacion de aceite de soja, muy
empleados en los métodos descritos en la bibliografia como material de partida, contienen
un porcentaje de esteroles en torno al 10-12% mientras que los procedentes de la
refinacion de aceite de girasol contienen en torno a un 2,5-5%. Por ello, es importante
resaltar la dificultad de conseguir un concentrado en esteroles a partir de destilados de
desodorizacion procedentes de aceite de girasol en comparacion con la obtencion de los

mismos partiendo de materias primas similares.

Objetivo 1.

Como primer objetivo nos planteamos la recuperacién de esteroles a partir de DOD
de aceite de girasol. La investigacion desarrollada con tal fin y el proceso final a través del
cual se consigue dicho objetivo, recuperandose los esteroles con una pureza superior al
99%, se recogen en el articulo “ Isolation of sterols from sunflower oil deodorizer

distillate”.
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Hipdtesis 2.

Las grasas Yy los aceites suponen uno de los componentes esenciales en la dieta de
los humanos y desde hace miles de afios son muy consumidos, bien de manera directa o
bien formando parte de alimentos elaborados. Esta importancia estriba en el elevado poder
energético que poseen y su contenido en &cidos grasos esenciales, necesarios para el
correcto desarrollo de los tejidos humanos. También se ha demostrado que algunos de los
aceites vegetales poseen sustancias con unas propiedades excelentes para la proteccion de
la piel de los seres humanos, por lo que también se emplean desde la antigliedad en
tratamientos médicos y estéticos en todo el mundo.

En los dltimos afos, la espectroscopia Raman ha experimentado un espectacular
crecimiento en sus aplicaciones en el campo de los aceites vegetales, sobre todo en la
deteccion cuantitativa de aceites de oliva virgen extra adulterados con otros aceites
comestibles mas baratos (Zhang et al, 2011), en la autenticacion de los mismos (R.Konfi et
al, 2011) e incluso en la determinacion de algunas especies quimicas presentes no solo ya
en el aceite de oliva, sino en otros aceites vegetales, como son antioxidantes (Paiva-
Martins et al, 2011) o acidos grasos libres (El-Abassy et al, 2009).

Los espectros Raman de los aceites vegetales Unicamente presentan bandas de
absorcion de interés para la discriminacion entre ellos en las regiones espectrales de 800-
1800 cm™ y de 2800-3050 cm™. La asignacion de las bandas que aparecen en un espectro
Raman de un aceite vegetal ha tardado bastantes afios en ser completamente dilucidada. En
aceites de oliva virgen extra, unos de los mas estudiados por esta técnica, las sefiales del
espectro estan inequivocamente asignadas. Empleando como base estos resultados y su
perfil de &cidos grasos, la asignacion de las bandas de absorcion de aceites de origen
vegetal que todavia no han sido descritos en la literatura, como el de las nueces de

macadamia, pecanera y de Brasil, puede ser realizada.
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Objetivo 2.

Como segundo objetivo nos planteamos emplear la espectroscopia Raman para la
diferenciacion de aceites de origen vegetal. Se caracterizaron asi por Raman distintos
aceites: aceites de oliva virgen extra, aceite de oliva refinado, aceite de orujo de oliva,
aceite de maiz, aceite de girasol, aceite de nuez de nogal, aceite de nuez pecanera, aceite de
nuez de macadamia y aceite de nuez de Brasil.

Este objetivo queda recogido en los articulos “Characterization of macadamia and
pecan oils and detection of mixtures from other edible seed oils by Raman spectroscopy”
y “Raman spectroscopy study of edible oils and determination of the oxidative stability at

frying temperatures”.

Hipdtesis 3.

Muchos aceites vegetales se venden como especiales debido a su aroma, gusto o
caracteristicas que los diferencian de otros. Los consumidores son cada vez mas
conscientes del potencial para la salud y los beneficios terapéuticos de los aceites de alta
calidad, como son el aceite de oliva virgen extra y el aceite de nuez de macadamia, y
eligen estos aceites.

En el caso del aceite de oliva virgen extra, al extraerse mediante procedimientos
mecéanicos, lo convierten en un zumo natural que conserva su composicion Unica y su
delicado aroma, por lo que se puede consumir sin mas tratamientos. En el caso del aceite
de nuez de macadamia se trata del mas estable de los aceites de nueces, presentando altos
niveles de acido oleico y los méas bajos niveles de &cidos grasos poliinsaturados (4%)
(Madawaal et al., 2012)
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Debido a la creciente demanda y su alto coste de produccion el precio de los aceites
especiales es mas alto que el de otros aceites vegetales, lo que hace muy tentador la
posibilidad de mezclarlos con otros aceites de menor calidad y, por tanto, mas baratos.
(Boskous, 2006)

Estos aceites mas baratos, como por ejemplo el de girasol o maiz, tienen como
caracteristica comun y que los diferencia de los de alto valor afiadido, una elevada
concentracion de &cidos grasos poliinsaturados (linoleico y linolénico). Esto hace que el
numero de dobles enlaces y por lo tanto, el grado de insaturacién, sea mas alto en estos
aceites.

Los espectros Raman de los aceites vegetales presentan bandas asociadas a las
vibraciones de tension de C-H en los atomos de carbono de dobles enlaces y a las
vibraciones de tension de los dobles enlaces C=C. Por lo tanto, la intensidad de estas
bandas debe estar relacionada con el grado de insaturacion de los aceites estudiados. Al ser
el grado de insaturacién menor en los aceites de alto valor afiadido, se deberia observar un
aumento en la intensidad de las bandas asociadas a los dobles enlaces a medida que se
aumente la concentracion de aceites de menor calidad. Esta situacion se daria en el caso de
la adulteracion de aceites ricos en acido oleico, como son el aceite de oliva virgen extra y
el aceite de nuez de macadamia, con aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados, como

son el aceite de girasol y el aceite de maiz.

Objetivo 3.

El tercer objetivo que se propuso en la presente Tesis Doctoral fue la deteccién de
mezclas de aceites vegetales usando la espectroscopia Raman. Este objetivo queda
recogido en el articulo “Characterization of macadamian and pecan oils and detection of

mixtures from other edible seed oils by Raman spectroscopy”.
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Hipotesis 4.

El deterioro de un alimento por la oxidacién de su contenido lipidico es un problema
importante en la industria alimentaria. La oxidacion de lipidos insaturados, ademas de
producir aromas Yy sabores desagradables, se traduce en una disminucion de las
propiedades nutricionales del alimento que contenga dichos lipidos. En muchos aceites
vegetales comestibles, el contenido en lipidos insaturados, en forma de &cidos grasos
insaturados en su inmensa mayoria, es muy elevado, por lo que son muy susceptibles a
sufrir procesos de oxidacion. Estos procesos se ven muy favorecidos con el incremento de
la temperatura y la presencia de aire, de manera que en muchas practicas culinarias, como
fritura u horneado, que emplean altas temperaturas, son inevitables estas oxidaciones de los

acidos grasos.

El principal mecanismo por el que se lleva a cabo esta oxidacion de los dobles
enlaces de las cadenas hidrocarbonadas de los &cidos grasos insaturados es de tipo
radicalario. La oxidacion se produce en el carbono o al doble enlace, conduciendo a
hidroperdxidos alilicos, por lo que las cadenas hidrocarbonadas siguen manteniendo sus
insaturaciones, aunque pueden producirse cambios en sus posiciones y en sus
configuraciones. En el siguiente paso de la reaccion de oxidacién los hidroperdxidos se
transforman en productos méas oxidados, tales como aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos
0 epoxidos (Frankel, 1980).

El método oficial indicado para determinar el nimero de perdxidos en un aceite de
oliva virgen extra esta basado en la medida del denominado indice de yodo, que se obtiene

por una valoracion del aceite con una disolucién estandarizada de tiosulfato sédico.

En los ultimos afios se estdn desarrollando nuevos métodos basados en técnicas
espectroscopicas capaces de medir no solo el grado de oxidacion de un aceite, sino también

otros muchos pardmetros. Entre estas técnicas, las espectroscopias vibracionales de



HIPOTESIS Y OBJETIVOS
infrarrojo y/o Raman estan jugando un papel determinante. Por ejemplo, la espectroscopia
de infrarrojo, cercano o medio, se ha empleado para determinar la adulteracion de aceites
de oliva con aceite de palma (Rohman & Che Man, 2010) o para discriminar entre aceites
de oliva monovarietales (Sinielli et al., 2010). La espectroscopia Raman se ha empleado en
la deteccion cuantitativa de aceites de oliva adulterados con otros aceites comestibles mas
baratos (Baeten et al., 2009; El-Abbasy et al., 2009; Zhang et al., 2011; Zou et al., 2009) o
en la autenticacion de los mismos (Baeten & Meurens, 1996; Zou et al. 2009). La
resonancia magnética nuclear de protén (*H-NMR) ha sido empleada para evaluar el grado
de oxidacion de diferentes aceites comestibles después de un tratamiento térmico a 70 y
190 °C (Guillén & Ruiz, 2005; Guillén & Ruiz., 2008). En estos trabajos se muestra que el
grado de oxidacion de un aceite depende tanto de la naturaleza del aceite como de la
temperatura a la que ha sido tratado. La espectroscopia Raman también ha sido empleada
en estudios similares de diferentes aceites comestibles (Guzman et al., 2011; Muik et al.,
2005, Muik et al. 2007). El Gnico aceite de oliva que se estudia en estos trabajos es el de
oliva virgen extra que, sin embargo, es el menos empleado en fritura debido a su mayor
precio. Por esta razon, nos planteamos llevar a cabo un estudio por espectroscopia Raman
de la estabilidad frente a la oxidacion térmica de los diferentes tipos de aceites de oliva
comerciales en la Unidn Europea, y que son los mas recomendables para su uso en frituras

porque son mas estables e impregnan menos el alimento que los de semillas.

Objetivo 4.

Como cuarto objetivo se planted la aplicacion de la espectroscopia Raman al estudio
de la estabilidad frente a la oxidacion de diferentes aceites de oliva, que son comunmente
usados para fritura, como son: aceite de oliva virgen extra, aceite de oliva refinado y aceite
de orujo de oliva. La relacion entre el indice de insaturacion y la intensidad de la banda en

torno a 3011 cm™ y el estudio de la estabilidad frente a la oxidacién a distintos tiempos de
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fritura, quedan recogidos en el articulo “Raman spectroscopy study of edible oils and

determination of the oxidative stability at frying temperatures”.
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RESUMEN
RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL “REVALORIZACION DE
SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA OLEICOLA Y APLICACION DE LA
ESPECTROSCOPIA RAMAN EN LA IDENTIFICACION DE ACEITES”

1. INTRODUCCION O MOTIVACION DE LA TESIS DOCTORAL

1.1 Revalorizacion de subproductos de la industria oleicola: fitoesteroles.

La familia quimica de los fitosteroles incluye una amplia variedad de moléculas
que son estructuralmente similares al colesterol; algunos de los ejemplos mas
representativos son el B-sitosterol, el campesterol o el estigmasterol. En la naturaleza
pueden existir como esteroles libres, esterificados con acidos grasos o como glicésidos
(figura 1). De forma natural los fitosteroles se encuentran en diversos productos de origen
vegetal, fundamentalmente aceites, aunque también los podemos encontrar en legumbres y
en frutos secos (Piivonen et al, 2000). La importancia de los fitosteroles en la industria
alimentaria ha crecido de manera espectacular en los ultimos afios. Es conocido el hecho
de que cuando estos compuestos son incluidos en nuestra dieta en cantidades suficientes
(2-3 g/dia), reducen significativamente la concentracion de colesterol en el suero, al reducir
su adsorcion desde el tracto digestivo. La reduccion media en colesterol total es de un 10%
y de un 15% en colesterol LDL (Katon et al, 2003; Miettinen et al, 1995), sin producir
ninguna alteracion en el colesterol HDL del suero o en la concentracion de triglicéridos.
Hoy dia, en nuestros mercados podemos encontrar una amplia variedad de alimentos
enriquecidos con fitosteroles (margarinas, yogures, leches, etc.) que han sido afiadidos
durante el procesado del alimento.

Industrialmente, una fuente importante de fitosteroles son los destilados de
desodorizacion (DODs) de los aceites comestibles. El tratamiento de desodorizacion es el

ultimo paso en el proceso de refinado de los aceites comestibles y consiste en la
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eliminacién de algunos componentes que se encuentran en las grasas Yy aceites naturales y
que no son deseables en el producto final. La desodorizacion consiste en un tratamiento a
200 °C a vacio durante varias horas. El subproducto obtenido de dicho tratamiento se
conoce como DOD. Este DOD es una mezcla compleja de diferentes familias de
compuestos tales como esteroles, ésteres de esterilo, hidrocarburos, mono-, di- y
triglicéridos y compuestos carbonilicos (Winters, 1990). Dentro de estos DODs, el
obtenido a partir del aceite de girasol es muy importante por la elevada cantidad de
productos interesantes que posee.

HO HO HO

B-sitosterol Campesterol Estigmasterol

Glucésido de B-sitosterilo Oleato de p-sitosterilo

Figura 1. Estructuras quimicas de algunos fitosteroles en forma libre, en forma de

glucdsidos y esterificados con acidos grasos.
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En la actualidad, existen diferentes métodos de extraccion y aislamiento de los
esteroles a partir de DODs de diferentes aceites. Se han descrito métodos que emplean
tratamientos enzimaticos para hidrolizar los ésteres de esterilo y los &cidos grasos seguidos
por una destilacion (Ghosh & Bhattacharyya, 1996; Watanabe et al, 2004), métodos
basados en extraccion con CO, supercritico (Gliicti-Ustiindag & Temelli, 2007; Fang et al,
2006; Vazquez et al, 2006) u otros basados en las técnicas clésicas de hidrdlisis, destilacion
y cristalizacion (Rohr & Trujillo-Quijano, 2005). En una excelente revision realizada por
Fernandes y Cabral se recogen estos métodos y otros de menor importancia (Fernandes &
Cabral, 2007).

1.2 Aplicacion de la espectroscopia Raman en la identificacion de aceites.

La industria alimentaria ha mostrado un creciente interés por el desarrollo y la
adaptacion de técnicas espectroscopicas no destructivas para la monitorizacion automatica
del procesado de alimentos en tiempo real o en linea. Las ventajas de usar técnicas
espectroscopicas son mejoras significativas en los productos alimentarios y el desarrollo de
procesos para mantener y mejorar la calidad de los alimentos, la seguridad y la
autenticacion. En general, las técnicas espectroscopicas consiguen un tiempo de muestreo
bajo con una sensibilidad alta para tamafios de muestras muy pequefios. Asi, se da un
aumento en la eficiencia del proceso y se reducen los residuos. Los equipos
espectroscopicos deben ser robustos de forma que puedan estar integrados en la
infraestructura existente y sean capaces de funcionar en variados entornos de procesado.
Muchas técnicas espectroscopicas estan siendo desarrolladas en todo el mundo basandose
en diferentes principios. La interaccién de la radiacidn electromagnética con los electrones
y los nucleos de las moléculas da lugar a una serie de técnicas espectroscopicas que se

basan en procesos de absorcion, transmision, emision y dispersion (Ghosh & Jayas, 2009).
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La primera aplicacion de la espectroscopia Raman al estudio de aceites encontrada
en la bibliografia es la investigacion de Ch.V. Jogarao en la que realiza los espectros
Raman de tres aceites vegetales, publicado en 1936 (Jogarao, 1936). En este estudio se
lleva a cabo la asignacion de varias bandas de los espectros Raman obtenidos para estos
aceites y se utilizé para dilucidar la férmula del principal constituyente de la mantequilla
Ghee, una mantequilla india. La aparicién de la banda en la region de 1650 cm™ fue
determinante para la eleccion del acido linoleico como el tercer acido graso esterificado en
el triglicérido mayoritario. Los primeros estudios Raman requerian de un tiempo de
exposicion de la muestra de 48 horas y de dos espectros para cada muestra (uno con filtro
de una disolucidn de sulfato de quinina para disminuir la fluorescencia y otro sin filtro) y la
instrumentacion era, ademas de cara, casi casera. Pese a los buenos resultados obtenidos, la
aplicacion de la espectroscopia Raman al estudio de aceites no es referenciada nuevamente
hasta la década de los 70 (Bailey & Horvat, 1972) en un trabajo en el que se aplica esta
técnica al estudio de la composicion de isdmeros cis/trans en aceites, siguiendo la banda
cercanas a 1656 cm™ y 1670 cm™. Encontrandose ya los métodos cromatogréficos
establecidos como oficiales (pese a tediosos y caros, también), no todas las técnicas
espectroscopicas han tenido la misma aplicacién a lo largo del tiempo debido a la falta de
avances en la instrumentacion que hicieran esta aplicacion mas rapida, precisa y robusta.
La espectroscopia Raman es una herramienta muy prometedora en estos procesos
analiticos ya que se pueden examinar muchas muestras en un corto periodo de tiempo
siendo ademas una técnica no destructiva y que no necesita preparacion de muestra.
Ademas, el espectro Raman muestra bandas bien resueltas de las transiciones vibracionales
lo que nos da mucha informacion sobre el contenido de las estructuras moleculares. En
combinacion con métodos quimiométricos, la espectroscopia Raman es una herramienta
poderosa capaz de extraer informacion quimica cuantitativa incluso de matrices complejas.
Los recientes avances en la instrumentacion han contribuido de forma decisiva al rapido

aumento de la aplicacion de la espectroscopia Raman en la industria. En el caso concreto
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del anélisis de aceites comestibles, la técnica estd siendo ya aplicada con éxito para la
determinacion del grado de insaturacién total en aceites, la clasificacion de aceites y grasas
y en la deteccién de adulteraciones en aceite de oliva virgen. (Muik et al, 2003).

2. CONTENIDO DE LA INVESTIGACION

En la presente Tesis Doctoral se desarrolla un nuevo proceso para el aislamiento de
esteroles a partir de DOD de aceite de girasol y se aplica la espectroscopia Raman al
estudio de aceites. Asi, se realizan por primera vez los espectros Raman de distintos
aceites, se detectan por espectroscopia Raman mezclas de aceites vegetales con distinto
grado de insaturacion y se emplea la espectroscopia Raman para el estudio de la estabilidad

frente al calentamiento de distintos aceites de oliva.

- En el articulo “Isolation of sterols from sunflower oil deodorizer distillate”, se
desarrolla un nuevo método para el aislamiento de esteroles a partir de DOD de aceite de
girasol. De forma resumida, en el método se usa metanol en presencia de acido p-
toluensulfénico como catalizador para transformar los 4acidos grasos libres y los
acilglicéridos presentes en el DOD en ésteres metilicos de &cidos grasos (FAMEs). La
glicerina resultante y el exceso de reactivos se eliminan mediante lavados con agua v,
finalmente, el producto se enfria en ausencia de disolventes para obtener un precipitado de

esteroles con una pureza del 92+2%.

- En el articulo “Characterization of macadamia and pecan oils and detection of
mixtures from other edible seed oils by Raman spectroscopy” se caracterizan por Raman
distintos aceites: aceites de oliva virgen extra, aceite de oliva refinado, aceite de orujo de
oliva, aceite de maiz, aceite de girasol, aceite de nuez de nogal, aceite de nuez pecanera,

aceite de nuez de macadamia y aceite de nuez de Brasil. Asimismo, se emplea la
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espectroscopia Raman para la deteccion de mezclas de aceite de maiz o girasol con aceite

de nuez de macadamia.

- En el articulo “Raman spectroscopy study of edible oils and determination of the
oxidative stability at frying temperatures” , se aplica la espectroscopia Raman al estudio
de la estabilidad frente a la oxidacion de diferentes aceites de oliva, que son cominmente
usados para fritura, como son: aceite de oliva virgen extra, aceite de oliva refinado y aceite
de orujo de oliva. El seguimiento de la oxidacion se hace a partir de la intensidad de la
banda en torno a 3011 cm™, previa demostracion de su relacién con el indice de

insaturacion de los aceites estudiados.

3. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se desprenden de los estudios realizados en la presente Tesis

Doctoral son, analizandolas por articulo, las siguientes:

- “Isolation of sterols from sunflower oil deodorizer distillate”

- La reaccion de esterificacion de los &cidos grasos libres y la transesterificacion de los
acilglicéridos presentes en el DOD se da con un mayor rendimiento empleando acido p-
toluensulfonico en medio metandlico como catalizador, en una concentracion de 0.05M de
acido y una relacion metanol/DOD (v/v) de 5.2. El tiempo y temperatura de reaccion
Optimos han resultado ser 1h'y 65°C.

- La glicerina formada y el exceso de reactivos se eliminan facilmente con tres lavados con

agua a 40°C, teniendo una relacion agua/DOD (v/v) de 1.5, 1y 1, respectivamente.
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- Aunque en un principio se contemplé la eliminacion de los FAMEs formados por
destilacion a vacio (140-195°C) como una etapa previa a la cristalizacion de esteroles, los
diferentes ensayos de aislamiento de esteroles con varios disolventes, concluyeron que los
propios FAMEs constituian el disolvente con el cual, por enfriamiento, se obtenian los
mejores resultados en cuanto a porcentaje de recuperacion. La cristalizacion a -5°C y

durante 24h resultaron el tiempo y temperatura 6ptimos.

- La purificacién de esteroles por lavados con hexano condujo a la obtencidn de esteroles

de una pureza superior al 99%.

- Por tanto, se ha desarrollado un método para el aislamiento de esteroles a partir de DOD
de girasol, cuya principal caracteristica frente a otras alternativas, es que no requiere

destilacion.

- “Characterization of macadamia and pecan oils and detection of mixtures from other

edible seed oils by Raman spectroscopy”:

- Se describe por primera vez en la bibliografia el estudio de los aceites de macadamia y
pecanera por espectroscopia Raman.

- La espectroscopia Raman es una técnica util para la comparacion de aceites con distinto

grado de insaturacion.

- Se ha demostrado la potencialidad de la espectroscopia Raman para la deteccién de
adulteraciones de aceite de macadamia con aceites mas baratos, como son el de maiz o el
de girasol. Esta aplicacion puede ser extensible a la adulteracion de cualquier aceite con un
grado de insaturacion diferente al de los utilizados para la adulteracion.
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- “Raman spectroscopy study of edible oils and determination of the oxidative stability at

frying temperatures”:

- La espectroscopia Raman es una técnica muy apropiada para la discriminacion de aceites

con un contenido diferente de &cidos grasos insaturados.

- La posicion y la intensidad de las bandas Raman de las tensiones del enlace C-H de los
atomos de carbono que participan en dobles enlaces y las tensiones de los enlaces C=C

dependen del grado de insaturacion de las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos.

- El aceite de oliva virgen extra es el que ha mostrado mayor estabilidad tras el

calentamiento a 190°C durante 5h, debido a su mayor contenido en antioxidantes.
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SUMMARY
SUMMARY OF THE DOCTORAL THESIS "ENHANCEMENT OF BY-
PRODUCTS OF VEGETABLE OILS INDUSTRY AND APPLICATION OF
RAMAN SPECTROSCOPY TO IDENTIFY EDIBLE OILS"

1. INTRODUCTION OR MOTIVATION OF THE DOCTORAL THESIS

1.1 Enhancement of by-products of the oil industry: phytosterols.

The phytosterol chemical family encompasses a wide variety of compounds
structurally similar to cholesterol, specially prominent among which are [-sitosterol,
campesterol and stigmaasterol naturray occurring phytosterols can be found in free form
and also as esters of fatty acids or glycosides (Figure 1). These compounds are present in
various plants and plant products (particularly oils, but also legumes and nuts) (Piivonen,
Lindsay, Miettinen, Toivo & Lampi, 2000). The significance of phytosterols to the food
industry has grown dramatically in recent years. Their presence in adequate amounts (2-3
g/day) in human diet is known to substantially reduce cholesterol absorption by the
digestive tract and its concentration in serum as a result. In fact, phytosterols are known to
reduce total and LDL cholesterols levels by 10% and 15%, respectively, on average (
Katon et al., 2003; Mietiinen et al., 1995) without altering HDL or triglyceride
concentrations. A wide variety of foods enriched with phytosterols (fat spread, yoghourt
and milk) that are added during their processing is commercially available at present.

Deodorizer distillates from edible oils constitute a major industrial source of
phytosterols. Deodorization is the last step in the refining of edible oils and involves the
removal of some undesirable components of natural fats and oils. The treatment is
conducted at 200°C in vacuo for several hours. The by-products thus obtained is called
“deodorizer distillate” (DOD) and consists of a complex mixture of various compound

families including sterols, steryl esters, hudrocarbons, mono, di- and triglycerides, and
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carbonyl compounds (Winter, 1990). Sunflower oil DOD is especially interesting on

account of the large amount of useful products it contains (Fizet, 1996; Pramparo et al.,
2005).

HO HO HO

pB-sitosterol Campesterol Stigmasterol

Sitosteryl p-D- glucoside Sitosteryl oleate

Figure 1. Chemical structures of some phytosterols in free form, as esters of fatty

acids and glycosides.

Sterols in DOD can be extracted and isolated by using various methods. Some use
enzymes to hydrolyse steryl esters and fatty acids prior to distillation (Ghosh &
Bhatacharyya, 1996; Watanabe et al., 2004) others are based on extracton with
supercritical CO; (Fang et al., 2006; Gliicii-Ustiindag & Temelli, 2007; vazquez et al.,
2006) and still others employ classical hydrolysis, distillation and crystallization
procedures (Rohr & Trujillo-Quijano, 2005). Many of these and other, less popular
methods for this purpose are discussed in an excellent review (Fernandes & Cabral, 2007).
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1.2 Use of Raman spectroscopy to identify oils.

The food industry has shown a steadily increasing interest in developing and
adapting nondestructive spectroscopic techniques for automatic monitoring of food
processes in real time on- or in-line. The advantages of using spectroscopic techniques are
the significant improvements in food products and process development for maintaining
and improving food quality, safety and authenticity. In general, the spectroscopic technique
allows for a high throughput with high sensitivity in a short response time from very small
samples. . Consequently, it increases efficiency of the process and reduces waste. The
spectroscopic equipment must be robust so that it can be integrated with the existing
infrastructure and be capable of functioning in variety of processing environments. Several
spectroscopic techniques are evolving around the world based on different scientific
principles. The interactions of electromagnetic radiation with electrons and nuclei of
molecules give rise to a host of spectroscopic techniques that are based on absorption,
transmission, emission, and scattering processes (Ghosh & Jayas, 2009).

The first application of Raman spectroscopy to the study of oils to be found in
literature is the research of Ch.V. Jogarao in performing the Raman spectra five vegetable
oils, published in 1936 (Jogarao, 1936). This study carried out the assignment of several
bands of Raman spectra obtained for these oils and used to elucidate the main constituent
formula butter. The appearance of the band in the region of 1650 cm™ was decisive for the
choice of linoleic acid as the third esterified fatty acid triglyceride in the majority. The first
Raman studies required an exposure time of 48 hours and shows two spectra for each
sample (one filter of a quinine sulfate solution to reduce the fluorescence filter and one
without) and instrumentation was also expensive almost homemade. Despite the good
results obtained, the application of Raman spectroscopy in the study of oils is not found
again until the 70s (Bailey & Horvat, 1972) in a work in which this technique is applied to
study the composition of cis / trans isomers in oils, following the band near 1656 cm-1 and
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1670 cm-1. Chromatographic methods were established as official methods, although
tedious and expensive. But not all spectroscopic techniques have had the same application
over time due to the lack of progress in instrumentation to do this implementation faster,
more accurate and robust.

Raman spectrometry is a very promising tool in processing analytical chemistry
because many samples can be examined non-destructively in short time without any
sample preparation. Moreover, Raman spectra exhibit well-resolved bands of fundamental
vibrational transitions hence providing a high content of molecular structure information.
In combination with chemometric data evaluation, Raman spectrometry is a powerful tool
capable of extracting quantitative chemical information also from complex matrices.
Recent advances in instrument technology have decisively contributed to a rapid increase
in industrial applications of Raman spectrometry. In the field of edible oil analysis, the
technique has already been successfully applied to the determination of the total
unsaturation in oils, oil and fat classification, and to the detection of adulterations in virgin
olive oil (Muik, B. et al, 2003).

2. CONTENT OF THE RESEARCH

In this Doctoral Thesis a new method for isolating sterols from sunflower oil deodorizer
distillate (DOD) was developed and Raman spectroscopy has been applied to study edible
oils. Moreover, Raman spectra of various edible oils have been registred for the first time,
and vegetable oils blend with various degrees of unsaturation have been detected by using
Raman spectroscopy, which has also been employed to study the stability against heating

of a variety of olive oils.
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 In the paper "lIsolation of sterols from deodorizer distillate sunflower oil*, a new
method for isolating sterols from sunflower oil deodorizer distillate (DOD) was developed.
The most salient feature of which is that, unlike most alternatives, it requires no
distillation. Briefly, the method uses methanol in the presence of p- toluenesulphonic acid
as catalyst to convert free fatty acids and acyl glycerides in DOD into fatty acid methyl
esters (FAMESs). The resulting glycerin and excess reagents are removed by washing with
water and, finally, the product is cooled in the absence of solvents to obtain sterols in 92 +
2%.

* In the paper "Characterization of macadamia and pecan oils and detection of Mixtures
from other edible seed oils by Raman spectroscopy'* different oils (extra virgin olive oil,
refined olive oil, olive pomace oil, corn oil, sunflower oil, walnut oil, pecan nut oil,
macadamia nut oil and Brazilian nut oil) have been characterized by Raman spectroscopy.
In adittion, the Raman spectroscopy for the detection of mixtures of corn or sunflower oil

with macadamia nut oil is also used.

« In ""Raman spectroscopy study of edible oils and determination of the oxidative stability
at frying temperatures'™, Raman spectroscopy is applied to study the stability against
oxidation of different olive oils, which are commonly used for frying, as: extra virgin olive
oil, refined olive oil and olive pomace oil. The monitoring of the oxidation is based on the
intensity of the band around 3011 cm™, upon proof of their relationship with the

unsaturation of the oils studied.
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3. CONCLUSIONS

The conclusions derived from studies in this doctoral thesis are detailed.

- ""Isolation of sterols from sunflower oil deodorizer distillate*

- Esterification of free fatty acids and transesterification of the acyl glycerides present in
the DOD occurs with a higher yield by using p-toluenesulfonic acid as catalyst in
methanolic medium at a concentration of 0.05M acid and methanol / DOD (w / w) ratio of

5.2. The optimum time and temperature of reaction have proved to be 1h and 65°C.

- The formed glycerin and excess reagents are easily removed by three washings with

water at 40°C, in a water / DOD (v / v) ratio of 1.5, 1 and 1 respectively.

- At first, distillation of FAMEs in the reaction mass by vacuum distillation (140°-190°C)
was tested as a previous step to allow sterols to be preconcentrated. Nonetheless, various
tests of crystallization of sterols with different solvents have shown that FAMESs formed in
the previous step provide a suitable medium for cold crystallization of sterols. In fact, this
medium provided the best results in recovery of sterols. The best sterol yields was obtained
by cooling at -5°C for 24 h.

- Sterols Purification by washings with hexane led to obtaining sterol purity higher than
99%.

- Therefore, a method for isolating sterols from DOD sunflower oil has been developed,

requires no distillation.
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« "Characterization of macadamia and pecan oils and detection of mixtures from other

edible seed oils by Raman spectroscopy"*

- We used Raman spectroscopy for the first time to characterize macadamia and pecan nut
oils with a view to their differentiation from other seed oils including corn and sunflower

oils.

- Raman spectroscopy is a useful technique for comparing oils with different degrees of

unsaturation.

- It has demonstrated the potential of Raman spectroscopy for the detection of adulteration
macadamia oil with cheaper oils such as corn oil or sunflower. This application can be
extended to any adulteration of oil with a different degree of unsaturation used for

adulteration.

* ""Raman spectroscopy study of edible oils and determination of the oxidative stability at

frying temperatures"

- Raman spectroscopy is a highly suitable technique for distinguishing edible oils on the

bases of the difference in unsaturated fatty acids they contain.

- The position and intensity of the Raman bands for C- H stretching vibrations in
unsaturated carbon atoms and stretching vibrations in C=C bonds depend on the degree of

unsaturation of the hydrocarbon chains in the fatty acids.

-. Extra virgin olive oil proved the most stable after heating at 190°C for 5h by virtue its

increased content in antioxidants.



SUMMARY
4. BIBLIOGRAPHY

- Bailey, G.F., horvat, R.J.“Raman spectroscopic analysis of the dcis/trans isomer
composition of edible vegetable oils” Journal of the American Oil chemists’ Society 49 (8)
(1972) 494-498.

- Fang, T., Goto, M., Wang, X., Ding, X., Geng, J., Sasaki, M., Hirose, T.“Seperation of
natural tocopherols from soybean oil byproduct with supercritical carbon dioxide”. Journal
of Supercritical Fluids 40 (2006) 50-58.

- Fernandes, P., Cabral, J.M.S. “Phytosterols: applications and recovery methods”.
Biorresource Techonology 98 (2007) 2335-2350.

- Fohr, R., Trujillo-Quijano, J.A.“Process for separating unsaponificable valuable products
from raw materils”. US Patent No. 846941 (2005).

- Ghosh, P.K., Jayas, D.S. “Use of spectroscopic data for automation in food processing
industry”. Sensing and instrumentation for Food Quality and Safety 3(1) (2009) 3-11.

- Ghosh, S., Bhattacharyya, D. K. “Isolation of tocopherol and sterol concentrate from
sunflower oil deodorizer distillate” Journal of the American Oil Chemists’ Society 73
(1996) 1271-1274

- Glici-Ustiindang, O., temelli, F. “Column fractionation of canola oil deodorizer distillate
using supercritical carbon dioxide”. Journal of the American Oil Chemists’ Society 84
(2007) 953-961.

- Jogarao, Ch. V. “An optical investigation of some Indian oils. II. Raman effect”
Proceedings of the Indian Academy of Sciences A 4 (1936) 327-331.

- Katon, M. B., Grundy, S. M., Jones, P., Law, M., Miettinen, T., Paoletti, R. “Efficacy and
safety of plants sterols in the management of blood cholesterol levels”. Mayo Clinic
Proceedinsg 78 (2003) 965-978.



SUMMARY
- Miettinen, T. A., Puska, P., Gylling, H., Vanhanen, H., Vartiainen, E.“Reduction of
serum cholesterol with sitostanol ester margarine in a middly hypercholesterolemic
population”. New England Journal of Medicine 333 (1995) 1308-1312.

Muik, B, Lendl, Molina-Diaz, A., Ayora-Cafiada, M.J. “Direct, reagent-free
determination of free fatty acid content in olive oil and olives by Fourier transform Raman
spectrometry”. Analytica Chimica Acta 487 (2) (2003) 211-220.

- Piivonen, V., Lindsay, D. G. , Miettinen, T. A., Toiva, J., Lampi, A. M. “Plant sterols:
biosynthesis, biological function and their importance to human nutrition” Journal of the
Science of food and Agriculture 80 (2000) 939-966.

- Vazquez, L., Torres, C.F., Fornari, T., Grigelmo, N., Sefiorans, F.J., Reglero, G.
“Supercritical fluid extraction of minor lipids from pretreated sunflower oil deodorizer
distillates”. European Journal of Lipid Science and Technology 108 (2006) 659-665.

- Watanabe, Y., Nagao, t., Hirota, Y., Kitano, M., Shimada, Y. “Purification of tocopherols
and phytosterols by a two-step in situ enzymatic reaction”. Journal of the American Oil
Chemists’ Society 81 (2004) 339-345.

- Winters, R. L. “Deodorizer distillate”. In: Erickson, D. R. (Ed), World Conference
Proceedings, Edible Fats and Oils Processing Basic Principles and Modern Practices.
AOCS Press, Chamaing, IL (1990) 402-405.



36



CAPITULO |
INTRODUCCION




38



INTRODUCCION
CAPITULO I: INTRODUCCION

La presente Tesis estd planteada desde una perspectiva amplia en referencia a
posibles mejoras dentro de la industria oleicola. Por una parte, un estudio del
aprovechamiento de subproductos generados en la etapa de refino, en concreto el
aprovechamiento del destilado de desodorizacion (DOD), y por otra, ver la posibilidad de
introducir nuevas técnicas espectroscopicas, mas sostenibles, en el andlisis de aceites,
como es el empleo de la espectroscopia Raman.

Por ello, la introduccidn se estructura en dos bloques principales:

1.- Revalorizacion de subproductos de la industria oleicola: fitoesteroles.

1.1 Introduccion
1.1.1. Estructura quimica de los esteroles
1.1.2. Biosintesis y funciones bioldgicas
1.2. Fuentes de esteroles
1.3. Destilados de desodorizacion
1.4. Obtencion de fitosteroles

2.- Aplicacién de la espectroscopia Raman en la identificacién de aceites.

2.1. Introduccion

2.1.1.Aceites vegetales

2.1.2.Interés de las técnicas espectroscopicas en la industria alimentaria
2.2. Espectroscopia Raman
2.3. Aplicaciones Raman al estudio de aceites
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INTRODUCCION
1. REVALORIZACION DE SUBPRODUCTOS DE LA

INDUSTRIA OLEICOLA: FITOESTEROLES.

1.1 INTRODUCCION

Los fitoesteroles son una familia de compuestos quimicos exclusivos de las plantas y
que en los animales unicamente los encontramos como consecuencia de su ingesta en la
dieta. Son metabolitos secundarios que participan activamente en las membranas celulares
y en el transporte de los &cidos grasos. Su biosintesis tiene lugar en la ruta del mevalonato.
En los dltimos afios, los fitosteroles han despertado un enorme interés cientifico debido a
su accidn terapéutica sobre la salud. Los fitoesteroles se engloban dentro de los esteroles,
una familia de compuestos quimicos de naturaleza triterpénica cuyo miembro mas
representativo es el colesterol. Este compuesto es empleado por las células de los animales
para estabilizar las membranas celulares y para transportar y almacenar acidos grasos
(Itzhaki et al, 1990). Por el contrario, las plantas poseen los fitoesteroles, siendo nula o
muy pequefia la presencia de colesterol. La funcién de los fitoesteroles en las plantas es
similar a la del colesterol, es decir, que estabilizan la membrana celular.

A continuacién, se describen los métodos mas habituales para la recuperacion o
extraccion de fitosteroles a partir de los destilados de desodorizacion de aceites vegetales

comestibles, que constituyen una de las principales fuentes de estos compuestos.

1.1.1. Estructura quimica de los esteroles

Estructuralmente los esteroles estan formados por un nudcleo de
ciclopentanoperhidrofenantreno, cuya nomenclatura ha estado confusa hasta que en 1989
la IUPAC recomendo el sistema de numeracion mostrado en la figura 1 (IUPAC, 1989).
Los fitoesteroles poseen como caracteristica comun a la mayoria de ellos la presencia de un

grupo hidroxilo en la posicion 3 y una cadena lateral de entre 8 y 10 atomos de carbono,
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junto con un doble enlace en el carbono 5. No obstante, los fitoesteroles se siguen

nombrando por sus nombres triviales.

Figura 1. Estructura general y sistema de numeracién de los carbonos de un fitoesterol.

Los cuatro anillos, que se denominan A, B, C y D, se encuentran en conformacion
trans, formando un sistema plano o. La cadena lateral y los dos grupos metilo en
posiciones 18 y 19 se encuentran en angulo con respecto a la estructura plana de los
anillos, justo por encima de este plano, por lo que su estereoquimica es [ ( Itzhaki et al,
1990). El grupo hidroxilo del C-3 también posee esterecoquimica f.

En total se han descrito unos 250 fitosteroles (Moreau et al, 2002; Akihisa et al,
1991; Berger et al, 2004), los cuales se agrupan habitualmente segln su estructura quimica
y su origen biosintético. Estos grupos son los 4-desmetil fitoesteroles, los 4-monometil
fitoesteroles y los 4,4-dimetil fitoesteroles (Moreau et al, 2002). Esta clasificacion tiene
que ver con la presencia de grupos metilo sobre el carbono 4, dos para los 4,4-dimetil, uno

para los 4-monometil y ninguno para los desmetil. En la figura 2 se muestran algunos

ejemplos de cada uno de estos fitoesteroles.

Campesterol Graminesterol Cicloartenol
(4-desmetilesterol) (4-monometilesterol) (4,4-dimetilesterol)

Figura 2. Estructura de algunos 4-desmetil, 4-monometil y 4,4-dimetil fitoesteroles
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En las plantas, los fitoesteroles pueden encontrarse en forma libre, es decir con el
grupo hidroxilo libre o, lo que es mas habitual, formando ésteres con &cidos grasos, esteril
glicosidos o esteril glucésidos acetilados (Berger et al,, 2004). En la figura 3 se muestran

las estructuras de algunos de estos compuestos. f/ﬁ
O (@)

0o
OHO
OH
OH

Oleato de sitosterilo (6”-O-palmitilo)-a-D-glucdsido de sitosterilo

OH

CH,0H
X C)Ho
O OH
OH
Ferrulato de sitoestanilo a-D-glucoésido de sitosterilo

Figura 3. Estructura de algunos fitoesteroles con el grupo hidroxilo esterificado.
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1.1.2. Biosintesis y funcion biologica de los fitosteroles

Los fitoesteroles, al igual que todos los compuestos terpénicos, se biosintetizan a
través de la ruta del mevalonato, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan para
formar acido mevalonico que reacciona hasta formar pirofosfato de isopentenilo (IPP). El
IPP es el precursor activado en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion
catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a prenil difosfatos como geranil difosfato,
el cual tras condensarse con otra molécula de IPP se transforma en farnesil difosfato, a
partir del cual se forman todos los esteroles (Piivonen et al, 2004). En la figura 4 se recoge

abreviadamente esta ruta biosintética.

(0]
0 OH
3 /U\/S\ B ——— B —— PP — >
CoA 0]
OH
OH

Acetil-CoA Pirofosfato de isopentenilo
Acido mevaldnico (IPP)

Pirofosfato de geranilo
(GPP)

. )\/\/K/\/K/\ _pp — Triterpenos (fitoesteroles)
o)

Pirofosfato de farnesilo
(FPP)

Figure 4. Ruta biosintética de los fitoesteroles.
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Existen numerosos estudios epidemioldgicos que demuestran una estrecha relacion
entre las dietas ricas en vegetales y frutas con la reduccién de la incidencia de diversas
enfermedades, como el céncer, la diabetes o las enfermedades cardiovasculares. La mayor
parte de estos estudios se han llevado a cabo centrandose en sustancias cuyos efectos
beneficiosos sobre la salud son sobradamente conocidos, como el [B-caroteno, los
tocoferoles o la vitamina C.

Aungue a la mayoria de los fitoesteroles no se le conocen actividades bioldgicas
especificas mas alla de su presencia en las membranas celulares, si que se han asociado con
diversas acciones al ser ingeridos en determinadas dosis, como por ejemplo en la reduccién
de colesterol sérico (Weststrate et al, 1999; Pollak, 1985; Moghadasian, 2000; Howard &
1980;Awad et al, 2001), antiinflamatorias (Yamamoto et al, 1991; Gupta et al, 1980),
antipiréticas (Gupta et al, 1980), de liberacion de insulina (lvorra et al, 1988;Marles
&Farnsworth, 1995) e inmunomoduladoras (Breytenbach et al, 2001; Bouic, 1997; Bouic
et al, 1999; Donald et al, 1997).

El efecto de los fitoesteroles en los descensos de los niveles de colesterol sérico fue
puesto de manifiesto alrededor de los afios 50. Concretamente se emplearon esteroles de la
soja y el B-sitosterol en preparaciones que se absorbian en una extension limitada del tracto
intestinal y competian por la absorcion con el colesterol tanto enddégeno como ex6geno
(Pollak, 1953). Por tanto, y sin perder de vista que una de las principales causas de muerte
en los paises desarrollados son las enfermedades cardiovasculares, en la actualidad se estan
desarrollando numerosos estudios de los efectos beneficiosos que los fitoesteroles tienen
sobre la disminucion de la incidencia de estas enfermedades, llegandose a estimar que para
reducir entre un 8 y un 15% el colesterol se requieren dosis relativamente elevadas de
fitoesteroles (de 1,5 a 3 g diarios) (Hendriks et al, 1999). Pero para que llegue a ser
apreciable este efecto de reduccion de colesterol es suficiente con una ingesta de unos 150

mg diarios, que es un valor que se puede alcanzar con una dieta normal.
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Directrices internacionales indican que un consumo de 2g/dia de fitoesteroles hace
que la concentracion de colesterol LDL descienda significativamente independientemente
del género, edad, etnia, peso, dieta de fondo, o la causa de la hipercolesterolemia. (Gylling
& Simonen, 2015).

Los fitoesteroles interfieren con la absorcion del colesterol intestinal. Se han
propuesto varios mecanismos sobre como los fitoesteroles inhiben dicha absorcion. De
todas las teorias propuestas, la teoria miscelar es la Unica que, hasta el momento, ha sido
soportada experimentalmente (Gylling & Simonen, 2015). Esta teoria se basa en el hecho
de que el colesterol debe entrar en las miscelas mixtas, formadas por sales biliares y
fosfolipidos, con el fin de pasar a través de las células intestinales y ser absorbido en el
torrente sanguineo. El colesterol es parcialmente soluble en estas micelas y es desplazado
por los fitoesteroles, que impiden asi su absorcion. A diferencia del colesterol, los
fitoesteroles se absorben muy mal y esa pequefia cantidad que se absorbe se vuelve a

excretar en la bilis, dando lugar a bajos niveles séricos de esteroles (Moreau et al, 2002).

No obstante, debido a que las dietas habituales de muchos paises occidentales no
incluyen cantidades suficientes de verduras y frutas, es necesario recurrir a la
administracion de fitoesteroles en forma de nutracéuticos o en alimentos funcionales, por

lo que se necesita una fuente de donde puedan ser extraidos estos fitoesteroles.

1.2. FUENTES DE ESTEROLES

Existen dos fuentes principales de las que se extraen habitualmente fitoesteroles. Por
un lado, el aceite de resina o aceite de sebo (tall oil), que es el licor negro que queda como
desecho en el proceso para la obtencion de plasta celulésica a partir de madera de
coniferas. La composicion en fitoesteroles del tall varia entre un 3 y un 4% (Quilez et al,

2003; Kutney et al 1998). Por otro lado, tenemos los destilados de desodorizacién, que son
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subproductos obtenidos en la refinacion de los aceites vegetales. El proceso de refinacion
de cualquier aceite vegetal comprende varias etapas. La desodorizacion es la ultima de
ellas y supone la eliminacion de algunas sustancias a elevadas temperaturas (230-270 °C) y
a presiones reducidas (0-1000 Pa). Como media, un destilado de desodorizacién constituye
del 0.1 al 0.3% del aceite, y contiene entre un 3 y un 15% de fitoesteroles (Guderjan et al,
2005; Hafidi et al, 2005).

1.3. ORIGEN DE LOS DESTILADOS DE DESODORIZACION

Como se ha indicado en la hipotesis 1, la refinacion de un aceite tiene como objetivo
producir un aceite comestible con las caracteristicas organolépticas deseadas por los
consumidores. Este proceso consta de varios pasos, siendo el Gltimo el denominado de
desodorizacion, cuya finalidad es eliminar aquellos componentes que imparten sabores y
olores indeseables al aceite. La desodorizacion se realiza habitualmente por destilacion con
arrastre de vapor, eliminandose asi los componentes mas volatiles. No obstante, durante
esta destilacion también son eliminados, en parte, otros componentes del aceite como
acidos grasos libres, glicéridos e hidrocarburos, junto con otros componentes muy
importantes desde el punto de vista nutritivo como son los tocoferoles, los fitoesteroles y el
escualeno. El conjunto de todos estos compuestos que se eliminan se recoge como un
subproducto que se denomina destilado de desodorizacion (DOD).

La composicion final de un DOD depende del aceite que se procesa, del tipo de
refinacion (fisica o quimica), de las condiciones de presidn, temperatura y gas de arrastre
empleadas en la desodorizacién y finalmente de las caracteristicas del equipo (Winters,
1990). Esta composicién marca su utilizacion y su precio. Asi, los DODs procedentes de
aceites vegetales de calidad sometidos a refinacion quimica, poseen un porcentaje de
materia insaponificable que puede llegar incluso al 30% en peso, por lo que son muy

atractivas para su empleo como fuentes de fitoesteroles y/o tocoferoles (Nogala et al, 1993;
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Ramamurthi & McCurdy, 1993). Por su parte, lo que se obtienen de un refinado fisico,
cuya acidez puede llegar hasta el 70%, se utilizan principalmente para la obtencién de
acidos grasos (Balaz, 1987).

1.4. RECUPERACION DE FITOESTEROLES

En la bibliografia consultada aparecen descritos numerosos métodos para la
extraccion y recuperacion de los fitoesteroles contenidos en un DOD. Dentro de este DOD
los fitoesteroles se pueden encontrar libres o esterificados, por lo que muchos de estos
métodos coinciden en una etapa inicial de saponificacion para hidrolizar estos esteres de
esterilo, si bien las condiciones en las que se produce la hidrdlisis del éster pueden ser muy
diferentes. Para su descripcion en este trabajo las diferentes metodologias existentes en la
actualidad para la recuperacion de fitoesteroles desde un DOD han sido clasificadas en los
siguientes grupos: procesos de destilacion molecular; reacciones enzimaticas; extraccion

con dioxido de carbono supercritico; extraccion con disolventes y cristalizacion.

Procesos de destilacion molecular

La destilacién molecular es una técnica que se caracteriza por una exposicion corta
de la mezcla a destilar a elevadas temperaturas y un alto vacio en el espacio de destilacion.
Ademas, los destiladores moleculares poseen una distancia pequefia entre el condensador y
el evaporador. Permite separar componentes de una mezcla que poseen elevados puntos de
ebullicién o que son relativamente termolabiles. EI empleo de presiones muy bajas, hasta
por debajo de 1 Pa, durante la destilacion hace posible estas separaciones al disminuir
enormemente los puntos de ebullicion respecto a las condiciones estandar de presion
atmosférica. Esta técnica se ha empleado con éxito en la separacion de compuestos de

interés nutricional como vitamina E o carotenoides contenidos en aceite de palma (Othman
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et al, 2010; Liu et al, 2008). La destilacion molecular se realiza tras una saponificacion que
libera el esterol, extraccion con disolvente y transesterificacion del aceite. También esta
técnica se ha empleado en la separacion de tocoferoles contenidos en los destilados de
desodorizacion de aceites de soja (Ito et al, 2007; Moraes et al, 2004).

La destilacion molecular también se esta aplicando a la separacién de fitoesteroles.
Los destilados de desodorizacion ademés de los fitoesteroles, también contienen
tocoferoles y otros componentes minoritarios, por lo que al aplicar como técnica de
recuperacion la destilacion molecular recuperamos tanto los fitoesteroles como los
tocoferoles. Posada et al. (Posada et al, 2007) extraen de destilados de acidos grasos de
palma tocoferoles y fitoesteroles, que se encuentran en porcentajes realmente bajos, del
0.50 y del 0.24 % en peso, respectivamente. Las condiciones experimentales de la
destilacion molecular variaban entre los 110-160 °C y presiones inferiores a 10 Pa, con
diferentes niveles de flujo de alimentacidén. En este proceso y en estas condiciones los
autores establecieron el siguiente orden de volatilidad para los fitoesteroles: campesterol >
estigmasterol > B-sitosterol, no encontrandose ninguna relacion entre la volatilidad y el
peso molecular. En las mejores condiciones experimentales, la recuperacion de
fitoesteroles alcanzaba valores superiores al 60% después de tres destilaciones moleculares
sucesivas.

Pramparo et al. (Pramparo et al, 2005) aplicaron la destilacion molecular a la
separacién de los componentes minoritarios, incluyendo los fitoesteroles, de destilados de
desodorizacion de aceites de girasol y de soja. El contenido en fitoesteroles de los distintos
DODs variaba entre un 4.58% para un DOD de girasol hasta un 9.44% que presentaba el
DOD de soja. El otro DOD de girasol contenia un 7.45% de estos fitoesteroles. Antes de
proceder a la destilacién molecular se realizaba una etapa de esterificacion metilica de los
acidos grasos libres contenidos en el DOD. Realizaron dos destilaciones a 110 y 170 °C,

con recuperaciones del 40% del total de los fitoesteroles contenidos en los DODs.
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Shimada et al. (Hirota et al, 2001; Shimada et al, 2000) han empleado la destilacion
molecular en varios trabajos para recuperar los tocoferoles y fitoesteroles contenidos en un
DOD de aceite de soja. En uno de estos trabajos (Hirota et al, 2001) realizaban la
destilacion molecular directa sobre el DOD de un aceite de soja, recogiendo una fraccion
que contenia los fitoesteroles libres y los tocoferoles, ademéas de otros compuestos. A
diferencia de otros autores, al no realizar una etapa previa de saponificacion no se
recuperaban los fitoesteroles que se encontraban esterificados. Por esta razén, realizaron
una hidrolisis de los glicéridos posteriormente a la destilacion molecular, empleando una
lipasa. El residuo que quedaba, que contenia los esteres de esterilo, era posteriormente
purificado por destilaciébn molecular, llegdndose a obtener recuperaciones mayores del
87% con una pureza del producto del 97%. En un trabajo posterior (Nagao et al, 2005),
previa a la destilacion, los autores realizan una esterificacion de los fitoesteroles con acidos
grasos y de los acidos grasos libres con metanol en presencia de una lipasa C. rugosa,
consiguiendo aumentar notablemente tanto el rendimiento de la recuperacion de los

fitoesteroles como su pureza.

Reacciones enzimaticas

El empleo de enzimas como biocatalizadores en el tratamiento de DODs permite la
esterificacion de los fitoesteroles libres, lo que favorece su posterior concentracion y
recuperacion por destilacion molecular, como hemos comentado en el apartado anterior.
Unos de los componentes mayoritarios de los DODs, como también hemos comentado
previamente, son los acidos grasos libres (FFA). En la mayoria de los procesos, estos
acidos grasos, junto con los tocoferoles, deben ser esterificados, ya que debido a la
similitud de sus puntos de ebullicién no pueden ser separados por destilacion (Shimada et
al, 2000). No obstante, el metanol empleado en la esterificacion de los FFA inhibe la

formacion de los esteres de esterilo. Para solventar este problema una de las soluciones que
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se ha encontrado es emplear una lipasa. Esta lipasa es capaz de llevar a cabo la
esterificacion de los fitoesteroles en las condiciones empleadas para la esterificacion de los
FFA. De esta forma, los diferentes componentes del DOD pueden ser ya separados
posteriormente por una destilacion.

Desde hace afios estos procesos enzimaticos vienen siendo utilizados con bastante
éxito. Los mas antiguos requerian de disolventes organicos, agua y un agente desecante
(Hedstrom et al, 1992; Jonzo et al, 1997; Shimada et al, 1999). No obstante, estos procesos
necesitaban del uso de complejos métodos para la purificacion de los productos. Estas
limitaciones fueron salvadas empleando lipasas inmovilizadas, capaces de trabajar en
condiciones mas suaves y en ausencia de cualquier disolvente (Weber et al, 2002). En
concreto, partiendo de un DOD de colza o de soja, se consiguieron conversiones superiores
al 90% en la esterificacidn de los fitoesteroles con acidos grasos empleando una lipasa.

Watanabe et al. (Watanabe et al, 2004) consiguieron la recuperacion tanto de los
fitoesteroles como de los tocoferoles contenidos en un DOD de soja, realizando una
concentracion por destilacion del DOD y una posterior esterificacion. La destilacion
eliminaba las sustancias de elevado punto de ebullicion en el DOD, como los fitoesteroles
esterificados y los di- y triglicéridos. El destilado resultante era tratado con una lipasa de
C. rugosa a 30 °C durante 40 h, que permitia convertir el 80% de los fitoesteroles en
esteres de esterilo. La hidrdlisis completa de los acilgliceroles y un 70% de metilacion de
los FFA libres también se conseguia durante este mismo tiempo. Por una destilacién
posterior se recuperé mas del 97% de los fitoesteroles esterificados.

Torres et al. (Torres et al, 2007; Torres et al, 2009) utilizaron una metodologia
diferente para recuperar los fitoesteroles de un DOD de aceite de soja. En este caso, el
DOD inicial se mezclé con acido oleico para disminuir su punto de fusion hasta unos 30-
35 °C y aumentar la relacion FFA: fitoesterol hasta 2. De esta forma se mejoraba el
progreso de la reaccion de esterificacion de los fitoesteroles. A continuacion se realizaban

dos pasos de esterificacion. En el primero, se empled una lipasa de Candida rugosa que
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transformaba mas del 90% de los fitoesteroles libres en los correspondientes esteres, en un
tiempo de unas 5 h. En el segundo paso, empleando Novozym 435 se obtenian los ésteres
etilicos de los FFA, alcanzdndose conversiones superiores al 95% en menos de 3 h de
reaccion.

Panpipat et al. (Panpipat et al, 2012) consiguieron la recuperacion de los fitoesteroles
contenidos en DODs de aceites de colza y de soja por una reaccién de etanolisis del DOD,
utilizando lipozyme 435 o lipozyme NS-40044 TLL en 4 h y a 30 °C de temperatura. A
diferencia de los procesos anteriores, en este caso no se realizaba una esterificacion de los
fitoesteroles, sino que se recuperaban, en un porcentaje superior al 95%, en forma libre por

una extraccion con disolventes.

Cristalizacion

Los métodos de recuperacion de fitoesteroles a partir de DODs de aceites vegetales
denominados de cristalizacién reciben este nombre porque el proceso culmina con una
etapa en la que estos componentes se separan con una elevada pureza empleando una
técnica de cristalizacion. Previas a esta etapa final normalmente se realizan otros procesos
que pueden ser reacciones de saponificacion, extracciones con disolventes o destilaciones,
entre otros.

La cristalizacion fue de los primeros métodos empleados para recuperar los
fitoesteroles contenidos en los DODs de aceites vegetales, debido a que su complejidad es
baja y su eficiencia puede llegar a ser muy alta. Ya en el afio 1943 Yoder (Yoder, 1943) o
Lange y Folzenlogen (Lange & Folzenlogen, 1951) en 1951 patentaron sendos metodos de
recuperacion de fitoesteroles por cristalizacion a partir de la fraccion insaponificable de un
DOD disuelta en acetona y por adicion de bromuro de hidrégeno (Yoder, 1943) o disuelta
en cloroformo por adicién de &cido perclérico (Lange & Folzenlogen, 1951). Estos

procesos, junto con otros similares descritos también a mediados del siglo pasado (Berry &
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Miller, 1956; Berry et al, 1958) no conseguian unos buenos resultados ni de porcentaje de
recuperacion ni de pureza, debido sobre todo a la necesidad de emplear grandes excesos de
base para saponificar los ésteres, junto con grandes cantidades también de &cidos
minerales. Esto hacia que los procesos fueran complicados y caros. Brown y Smith (Brown
& Smith, 1964) unos afios mas tarde consiguieron obtener el 73% de los esteroles
contenidos en un DOD de soja. Emplearon una extraccion liquido-liquido con metanol y
hexano, seguida de una cristalizacion en acetona a -20 °C. Antes de llevar a cabo la
extraccion se realizaba la esterificacion con metanol de los FFA. Afios mas tarde, esta
metodologia fue mejorada (Fizet, 1996) realizando la misma esterificacion, pero ahora
seguida por una destilacién a 200 °C y 10 Pa. De esta forma se obtenia un residuo rico en
fitoesteroles que tras un tratamiento con metanol y acido sulfirico a 85 °C llevaba a una
mezcla rica en fitoesteroles libres, que por cristalizacion a 0 °C permitia obtener el 98% de
los fitoesteroles totales contenidos en el DOD de partida con una pureza del 90%. Este
proceso fue posteriormente mejorado introduciendo distintas variaciones (Jeromin et al,
1997; Ho, 2005).
En la dltima década se han continuado las investigaciones sobre esta cristalizacion.
En la mayoria de estos métodos descritos, el proceso comienza con una reaccion de
esterificacion y transesterificacion de los FFA vy los glicéridos, empleando alcoholes de
cadena corta y catalisis acida o bésica, seguido por diferentes técnicas experimentales
segun el trabajo consultado. De este modo, Moreira y Baltanas (Moreira & Baltanas, 2004)
han estudiado la influencia de las distintas variables que intervienen en la recuperacion por
cristalizacion de los fitoesteroles contenidos en un DOD de girasol. El primer paso, como
apuntabamos anteriormente, fue la esterificacion de todos los FFA libres en los
correspondientes ésteres etilicos, empleando HCI acuoso al 37% como catalizador. Por
destilacion posterior se eliminaban los restos de HCI, de etanol y el agua, en una primera
fraccion. Se continuaba la destilacion y se recogia una segunda fraccion que contenia otros

compuestos de mayor punto de ebullicion. El residuo final del DOD (DODR) estaba



INTRODUCCION
enriquecido en esteroles y sobre el se estudio la influencia de la relacion disolvente:
DODR, el efecto de codisolventes y la temperatura y tiempo de cristalizacion. Después de
un completo estudio, en las mejores condiciones se conseguia recuperar el 84% de los
fitoesteroles totales, si bien la pureza era solo del 36%. En otras condiciones se podia
aumentar la pureza hasta un 85%, si bien entonces el rendimiento era mucho menor.

En DODs de aceites de colza, Li et al. (Yang et al, 2010) realizan la esterificacion de
los FFA con etanol, pero en este caso empleando un medio béasico, consistente en una
disolucién acuosa alcalina al 40%. Este método, a diferencia de los anteriores, requiere de
una etapa de neutralizacion con acido, hasta conseguir un pH neutro. De esta forma
también se conseguian romper los esteres de esterilo, obteniendo asi los fitoesteroles libres.
Para recuperarlos por cristalizacion, los autores ensayaron diferentes disolventes
incluyendo alcoholes, hidrocarburos, cetonas y mezclas de ellos. Los mejores resultados
los obtuvieron con una mezcla de acetona: etanol (4:1 v/v) a una temperatura de 2 °C. En
estas condiciones conseguian recuperar casi un 23% de los fitoesteroles totales con una
pureza superior al 97%, después de tres cristalizaciones.

Partiendo de la misma materia prima, el DOD de aceite de colza, cuyo contenido en
fitoesteroles era de un 4.36%, Li et al. (Yan et al, 2012) cambiaron la metodologia seguida
en el trabajo anterior para cristalizar los fitoesteroles. En este caso, el DOD era
primeramente saponificado con etanol en presencia de una disolucion acuosa de NaOH.
Seguidamente, se procedia a la neutralizacién del exceso de sosa y se lavaba varias veces
hasta conseguir un pH igual a 7. El residuo acuoso se eliminaba por evaporacién a vacio y
la fase orgénica se sometié a una esterificacion con metanol en presencia de &cido
sulfarico. De nuevo, una vez finalizada la esterificacion se lavaba con agua, y la fase
organica era evaporada a vacio. Para recuperar por cristalizacion los fitoesteroles el residuo
gue quedaba, que tenia ya un contenido del 9.17% en estos compuestos, fue disuelto en
distintos disolventes para cristalizar los fitoesteroles y determinar cual de ellos conducia a

los mejores resultados. El éeter de petréleo empleando agua como codisolvente daba los
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mejores resultados, que en todo caso no eran muy elevados, pues se conseguia un
rendimiento en fitoesteroles del 6.64% con un pureza del 94.7%.

También con un DOD de aceite de colza Jiang et al. (Czuppon et al, 2003)
consiguieron cristalizar los fitoesteroles contenidos en él empleando acetona como
disolvente y a una temperatura de 5 °C durante 3 h. Previamente, el DOD habia sido
tratado con metanol y &cido sulfrico para formar los ésteres de los FFA.

Un meétodo diferente a todos los comentados hasta ahora fue propuesto por Czuppon
et al. (Czuppon et al, 2003), consiste en eliminar en un etapa previa los FFA contenidos en
el DOD por una destilacion a vacio. De esta forma se conseguia reducir hasta en un 50% la
cantidad de material de partida. El residuo, enriquecido en fitoesteroles, era tratado con
anhidrido benzoico, transformandose los fitoesteroles libres en los correspondientes
benzoatos. Después de otra destilacion a vacio se obtenia un nuevo concentrado
enriquecido en los esteres de esterilo. Este concentrado era posteriormente saponificado
empleando una disolucién de metoxido sodico en metanol para, finalmente, aislar los
fitoesteroles libres por cristalizacion. Otros autores (Hattori et al, 2001; Charlemagne et al,
2004) también han seguido esta metodologia, aunque empleando etanol y KOH
concentrado en la etapa de saponificaciéon. Los resultados finales arrojaban valores de
rendimientos superiores al 85% en todos los casos, llegando incluso hasta el 97%, con una
pureza también superior al 95%.

Lin y Koseoglu (Lin & Koseoglu, 2003) han conseguido la separacion de los
fitoesteroles contenidos en un DOD de aceite de soja sin utilizar ningun pretratamiento, es
decir a partir directamente del DOD. Para ello empleaban una mezcla de acetona y metanol
(4:1, vlv), que se afadia al DOD para obtener una relacion final de 3:1 (v/w)
disolvente:DOD. La temperatura de cristalizacién era de -20 °C, durante 24 h. Los
porcentajes de recuperacion de fitoesteroles estaban alrededor del 80%. Khatoon et al.

(Khatoon et al, 2010) tambien han logrado la precipitacion directa de los fitoesteroles de
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un DOD de aceite de soja empleando ahora mezclas de hexano y agua. Los rendimientos

alcanzados eran en los mejores casos del 17.8%.

Extraccion con CO; supercritico

Todos los métodos descritos anteriormente emplean diferentes disolventes en alguna
de sus etapas, siendo necesarias etapas de eliminacion de los mismos, normalmente con
técnicas que emplean calor. Este hecho, aparte del encarecimiento del proceso, supone
también una desventaja medioambiental. Para intentar paliar estos problemas se han de
buscar métodos alternativos, pero capaces de competir con los descritos hasta ahora. Uno
de estos nuevos métodos se basa en el uso de didxido de carbono supercritico. EI CO,
supercritico es un fluido que posee unas propiedades fisicas idoneas para ser empleado en
procesos de extraccion, como son sus bajos valores de viscosidad y tension superficial y su
elevada difusividad. Estas propiedades junto a su baja toxicidad y su facilidad de
recuperacion y purificacion, para su posterior reutilizacion, han provocado que en la Gltima
década el CO, supercritico se haya convertido en uno de los agentes extractores que has
estd creciendo, sobre todo en la separacion de productos naturales que posteriormente se
emplean en alimentacion o farmacologia (Wijngaard et al, 2012; Sahena et al, 2009; Kaiser
et al, 2001).

En general, un proceso de extraccién con CO, supercritico supone el paso de este
fluido a través de la matriz, de la cual se quiere extraer algin componente, a una
determinada presion y temperatura. Una de las mayores ventajas que posee este agente de
extraccion frente a los disolventes convencionales es su facilidad para ser separado de los
componentes por despresurizacion, por lo que el extracto se encuentra totalmente libre de
residuos. Ademas, como la temperatura critica del CO, es de 31.1 °C, es ideal para la

extraccion de productos termolabiles.
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En una de las primeras aplicaciones de la extraccion de fitoesteroles de un DOD
empleando CO, supercritico, Chang et al. (Chang et al, 2000), empleando unas condiciones
experimentales de temperatura y presion que variaban entre los 50-90 °C y los 24.1-31
MPa, conseguian unos excelentes rendimientos no solo en fitoesteroles, sino también en
tocoferoles y escualeno. Mendes et al. (Mendes et al, 2005) consiguieron aislar los
tocoferoles y los fitoesteroles contenidos en DODs de diferentes aceites vegetales
empleando una extraccion con CO, supercritico en un proceso en semi-bafio, a una
temperatura de 40 °C y una presion de 25 MPa. Empleando una extraccién a
contracorriente, Sefiarans et al. (Vazquez et al, 2006; Fornari et al, 2009) separaban los
tocoferoles y los fitoesteroles contenidos en un DOD de aceite de girasol. Debido a la
elevada cantidad de triacilgliceroles y &cidos grasos libres que contenia el material de
partida, los autores realizaron una transesterificacion y esterificacion de estos componentes
con etanol, con el objetivo de favorecer la concentracion de los componentes a extraer. El
estudio se realizé a escala de planta piloto, a una temperatura de 65 °C empleando un
intervalo de presion entre 15 y 23 MPa. Dependiendo del valor de esta presion, el
porcentaje de recuperacion de los esteroles podia llegar a valores cercanos al 80%.
Finalmente, el CO, supercritico también se esta empleando para separar los
fitoesteroles contenidos no en los subproductos de la industria de los aceites vegetales, sino
en los propios aceites vegetales de diferente origen (Ibanez et al, 2002; Sovova et al, 2010),

Ilegandose a alcanzar altos valores en los porcentajes de recuperacion.
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2. APLICACION DE LA ESPECTROSCOPIA RAMAN EN
LA IDENTIFICACION DE ACEITES.

2.1 INTRODUCCION

2.1.1 Aceites vegetales

Los aceites vegetales corresponden a la fraccion lipidica extraida, por diferentes
métodos, de semillas o frutos. Asi, encontramos diferentes aceites vegetales, como son:
girasol, oliva, colza, sésamo, pepitas de uva, argan, nueces (de nogal, de macadamia, de
Brasil, de Pecan), cacahuete y almendra. Todos los aceites vegetales tienen en comin que
sus componentes mayoritarios son acidos grasos y glicéridos de éstos.

Sin embargo, muchos aceites vegetales se comercializan como especiales debido a
su aroma, gusto o distintas caracteristicas. Generalmente, los factores considerados para
evaluar la calidad de un aceite son: acidez libre, porcentaje de sustancias de alto valor
afiadido que, ademas de ser beneficiosas para la salud, le confieren estabilidad frente a la
oxidacion.

En el desarrollo de la presente Tesis Doctoral, se han utilizado como “aceites
especiales” por su elevado contenido en sustancias de alto valor afiadido, y por
consiguiente, su elevado precio en el mercado, los siguientes: aceite de oliva virgen extra,
aceite de nuez de macadamia, aceite de nuez de Brasil y aceite de nuez de Pecan (también
Ilamada pecanera). Como aceites de menor calidad, hemos empleado: aceite de oliva
refinado, aceite de orujo de oliva, aceite de girasol y aceite de maiz.

En primer lugar comentaremos brevemente la procedencia y caracteristicas

principales de estos aceites.
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El aceite de oliva es un producto natural que

se obtiene del fruto del olivo (Olea europea L.).

El aceite de oliva virgen es aquel que se
obtiene directamente del fruto, Unicamente por
procedimientos mecanicos o fisicos, que no
ocasionen alteraciones en el aceite, y que sean solo

tratamientos de lavado, decantacion, centrifugacion

y filtracion. Los aceites de oliva aptos para el
consumo son:
- Aceite de oliva virgen extra. Debe tener una acidez libre, expresada en acido
oleico, de no mas de 0.8 gramos por 100 gramos Yy el resto de caracteristicas
recogidas en el Reglamento Europeo CE N° 2472/97.
- Aceite de oliva virgen. Debe tener una acidez libre, expresada en acido
oleico, de no més de 2 gramos por 100 gramos. El resto de caracteristicas dentro
de los valores recogidos en la norma europea.
- Aceite de oliva virgen ordinario. Debe tener una acidez libre de no més de
3.3 gramos por 100 gramos.

El aceite de oliva virgen no apto para el consumo es denominado aceite de oliva
lampante y es aquel cuya acidez libre es de mas de 3.3 gramos y/o las caracteristicas
organolépticas u otras caracteristicas no son las fijadas para la categoria virgen, virgen
extra o virgen ordinario.

- El aceite de oliva refinado es el aceite obtenido a partir de aceites de oliva
virgenes mediante técnicas de refinado que no conducen a alteraciones en la
estructura gliceridica inicial. Tienen una acidez libre de no méas de 0.3 g vy el

resto de caracteristicas son las fijadas por la norma europea.
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- El aceite de oliva es el aceite constituido por una mezcla de aceite de oliva
refinado y de aceites de oliva virgenes apto para el consumo. Tiene una acidez
libre de no més de 1g y las demas caracteristicas son las fijadas por la norma
CE N° 2472/97, anteriormente citada.

El aceite de orujo de oliva es el aceite obtenido por tratamiento de orujo de oliva con
disolventes u otros procedimientos fisicos, excluyéndose los aceites obtenidos por
procesos de re-esterificacion o por mezcla con aceites de otra naturaleza. Se
comercializa en conformidad con las siguientes denominaciones:
- Aceite de orujo de oliva crudo. Esta destinado a la refinacion para consumo
humano o para usos técnicos. Sus caracteristicas quedan fijadas por la norma
anteriormente citada para el resto de aceites de oliva.
- Aceite de orujo de oliva refinado, es el obtenido a partir de aceite de orujo
de oliva crudo mediante métodos de refinado que no conducen a alteraciones en
la estructura gliceridica inicial. Tiene una acidez libre no superior a 0.3 g y el
resto de caracteristicas son las fijadas por la norma.
- Aceite de orujo de oliva es el que contiene mezcla de aceite de orujo de
oliva refinado y aceites de oliva virgenes aptos para el consumo. Tiene una
acidez libre de no méas de un 1 gramo y las demas caracteristicas son las fijadas
por la norma europea. En ningun caso a esta mezcla se le puede denominar

aceite de oliva.
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\ | ‘ El aceite de girasol se obtiene de las
semillas de girasol (Helianthus annus L.).
Originalmente cultivado en Norte América
por los indios americanos, hoy en dia es
cultivado en toda América, Europa, Rusia,
India y China. Es una planta muy comin y
su aceite es fundamentalmente usado para

alimentacion y mas recientemente en la

obtencion de biocombustibles. En cuanto a
su composicién, es de destacar el alto contenido en esteroles (2.5-4.5%), siendo el
principal el B-sitosterol, y en su perfil de &cidos grasos el mayoritario es el linoleico (40-
60%), seguido del oleico (15-25%). (Firestone, 2013; Rab et al, 2008).

El aceite de maiz se obtiene de la semilla de maiz (Z. Mays, Gramineae). Se cultiva
en las zonas templadas del mundo y su uso principal es alimentario. En cuanto a su
composicion, destaca el alto contenido en esteroles, siendo los mayoritarios el (3-sitosterol

. y el campesterol, y en su perfil de &cidos
grasos el mayoritario es el linoleico (45-55%),

seguido del oleico (25-35%). (Firestone, 2013)
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Los aceites de nueces, al igual que los mencionados anteriormente, estan compuestos
principalmente de triglicéridos, y también contienen diacilgliceroles, monoacilgliceroles,
acidos grasos libres y otros componentes, incluyendo antioxidantes naturales y vitaminas
solubles en grasas. (Miraliakbari & Shahidi, 2008 )

Generalmente los aceites de nueces son ricos en &cidos grasos monoinsaturados,
predominantemente &cido oleico, conteniendo niveles bajos de 4&cidos grasos
poliinsaturados, siendo el linoleico el predominante entre estos Gltimos. (Miraliakbari &
Shahidi, 2008). Una importante excepcion, son los aceites de las nueces de Brasil y de
nogal, que tienen un alto contenido en acido linoleico, pudiendo representar mas de un
50% de los &cidos grasos, seguidos del acido oleico.( Firestone, 2013)

El aceite de nuez de macadamia se obtiene del arbol del mismo nombre, originario de
Australia y Nueva Zelanda. Comprende nueve especies, de las cuales las mas importantes
: | son Macadamia Intergrifolia y Macadamia Tetraphylla. Las nueve
especies son comestibles y fuentes de grasas, proteinas y
vitaminas. La particularidad de este aceite en cuanto a su
composicién es el alto contenido en A&cidos grasos
monoinsaturados como son el palmitoleico (C16:1 A9) y acido
asclépico (C 18:1 A9), que lo convierten en un aceite muy

saludable. En industria se utiliza fundamentalmente como

lubricante. Es un aceite muy

suavizante, sus propiedades calmantes, y su contenido en

nutrientes necesarios para el mantenimiento de la piel.
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El aceite de nuez pecanera se obtiene del fruto del arbol Carya illinoinensis,

j““} ¥ originario de América del Norte y posteriormente
' s extendido por Estados Unidos y México. Contiene
abundantes acidos grasos
insaturados, siendo el oleico y el

linoleico, en ese orden, los

El aceite de nuez de Brasil se obtiene del fruto del arbol del mismo nombre
(Bertholletia excelsa) que pertenece a la familia Lecythiadaceae.
Se puede encontrar en varias regiones de América Latina,
especialmente en la regiébn amazoénica, de ahi que también se
¢ conozca como aceite de nuez de la amazonia.
Su perfil de acidos grasos contiene :
fundamentalmente linoleico, seguido de ﬂ‘: @

oleico y linolénico. (Firestone, 2013)

El aceite de nuez se obtiene del fruto del nogal (Juglans regia). Es originario de
Persia y actualmente cultivado en Europa, principalmente en el sur de Francia. El &cido
graso presente en mayor concentracion es el linoleico, seguido del
oleico y con concentraciones considerables (5-16%) de acido

linolénico. (Firestone, 2013)
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2.1.2. Intereés de las técnicas espectroscopicas en la industria alimentaria

La industria alimentaria ha mostrado un creciente interés por el desarrollo y la
adaptacion de técnicas espectroscopicas no destructivas para la monitorizacion automatica
del procesado de alimentos en tiempo real o en linea. Las ventajas de usar técnicas
espectroscopicas suponen mejoras significativas en los productos alimentarios y el
desarrollo de procesos para mantener y mejorar la calidad de los alimentos, la seguridad y
autenticacion. En general, las técnicas espectroscopicas consiguen un tiempo de muestreo
bajo con una sensibilidad alta para tamafios de muestras muy pequefios. Asi, se da un
aumento en la eficiencia del proceso y se reducen los residuos. Los equipos
espectroscopicos deben ser robustos de forma que puedan estar integrados en la
infraestructura existente y sean capaces de funcionar en variados entornos de procesado.
Muchas técnicas espectroscopicas estan siendo desarrolladas en todo el mundo basandose
en diferentes principios. La interaccion de la radiacion electromagnética con los electrones
y los nucleos de las moléculas da lugar a una serie de técnicas espectroscopicas que se

basan en procesos de absorcion, transmision, emision y dispersion (Ghosh & Jayas, 2009).

Uno de los aceites mas estudiados por estas técnicas es el aceite de oliva. Este es un
producto natural que se obtiene del fruto del olivo (Olea europea) usando solamente
procesos mecanicos u otros procedimientos fisicos. En la actualidad, la extraccién del
aceite se lleva a cabo mediante centrifugacién continua directa que tiene un mayor
rendimiento que el método tradicional basado en la extraccidén por presion. Estos nuevos
métodos demandan sofisticadas técnicas on-line para monitorizar los procesos. De hecho, a
dia de hoy existen diferentes sistemas automatizados para el control del desarrollo del
aceite en el olivo. Esto permite regular y controlar las variables de operacion tales como la
humedad y la temperatura del aceite, la velocidad de alimentacion y la cantidad de aceite

obtenido. Para minimizar las pérdidas de aceite, se ha aplicado la espectroscopia de
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infrarrojo cercano en el control on-line del contenido en aceite de los subproductos (orujo).
Sin embargo, hay todavia pocos métodos analiticos rapidos para determinar la calidad de la
materia prima (las aceitunas) y el aceite producido (Muik et al, 2003).

Los aceites de oliva, como hemos visto anteriormente, se clasifican en funcion de su
calidad, variando desde aceite de oliva virgen extra a aceite de oliva lampante, el cual no es
apto para el consumo. La adulteraciéon de aceites de olivas con aceites mas baratos no es
solo un problema comercial, sino que también tiene implicaciones en la salud. Se han
aplicado muchos metodos para la deteccion de adulteraciones, y hay trabajos previos que
muestran que técnicas espectroscopicas, como Raman o Infrarrojo, tienen potencial para
este tipo de analisis (Marigheto et at, 1998).

En la produccién de un aceite de oliva de buena calidad se ven involucradas varias
etapas, desde el campo hasta el envasado. La calidad del aceite puede ser afectada por
muchos factores, que incluyen las técnicas agricolas usadas, las condiciones ambientales,
los sistemas de cultivo, maduracién, método y duracion del almacenamiento, y los
procesos tecnoldgicos. La etapa de la recogida de la aceituna es especialmente importante,
ya que se debe revisar el grado de maduracion para poder garantizar que, durante la etapa
de procesado del aceite, el rendimiento de la extraccion y la calidad del aceite sean
Optimos. La recogida puede tener una influencia muy importante en la calidad del aceite
producido, ademas de en los costes de produccion y por lo tanto en la economia de los
olivares (Guzman et al, 2012).

La variedad no tiene una influencia clara en la calidad regulada. Una variedad y un
rango de condiciones agricolas pueden conseguir aceites que se clasifican como virgen
extra, si se recogen las aceitunas sanas y en el momento 6ptimo, en un tiempo apropiado y
se llevan a cabo los procesos de molienda adecuados. Una demora en la recogida, mucho
tiempo las aceitunas en el suelo, enfermedades...todo esto puede afectar a la calidad del
aceite de oliva obtenido finalmente. Por ello, es muy importante poder coger, transportar y
procesar las aceitunas sanas separadas de las que tengan algin defecto, ya que pequefias
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cantidades de aceitunas defectuosas pueden alterar significativamente las caracteristicas
organolépticas del aceite obtenido (Guzman et al., 2012).

Cuando se evalla la calidad del aceite de oliva virgen, se tienen en cuenta parametros
como el contenido en &cidos grasos libres (FFA), el indice de perdxidos, la absorcion a
longitudes de onda determinadas (K232 y Ka70) Yy caracteristicas organolépticas. El
contenido en &cidos grasos libres que se expresa en porcentaje de acido oleico (w/w) es
uno de los principales criterios usados para establecer las diferentes categorias de aceite de
oliva. De acuerdo con la Comunidad Europea, el aceite de oliva virgen extra, es la
categoria de mayor valor y se considera aceite de alta cocina, y no puede tener un
porcentaje de &cidos grasos libres superior al 1%. Como hemos visto también, el limite de
acidez en el aceite de oliva para consumo es de 3.3%. El aceite con un contenido superior
al limite es el llamado lampante y debe ser refinado antes de su consumo. Bajo condiciones
ideales, los frutos maduros deberian dar aceite de oliva virgen extra. Sin embargo, hay
diferentes motivos por los que la calidad del aceite de oliva puede disminuir, desde la fase
de crecimiento, la recogida y los procesos de produccién del aceite. Algunas anomalias
durante los procesos de biosintesis, actividad microbiana o condiciones ambientales
pueden también estar relacionadas con la generacion de aceite con un alto contenido de
acidos grasos libres. Ademas de las causas que hacen que la aceituna en el olivo pueda
contener un aceite con alta acidez libre, largos periodos de almacenamiento también
conducen a la lipolisis aumentando la acidez del aceite producido. Finalmente, malos
procesos de extraccion también llevan a una disminucion de la calidad del aceite. (Muik et
al, 2003).

La clasificacion de las aceitunas en base a su contenido en &cidos grasos como paso
previo a su procesado seria una mejora importante para el proceso de produccion de aceite
de oliva virgen extra. En este sentido, se evitaria la mezcla de aceite de alta calidad durante
la extraccion con otros de menor calidad. El control on-line de la acidez del aceite

producido también detectaria anomalias durante el proceso de extraccion. Ademas, esto
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también permitiria el almacenamiento de los aceites segun su contenido de FFA en la
planta de produccion. (Muik et al., 2003).

El método oficial de la Unidén Europea para la determinacion de los acidos grasos
libres en aceite de oliva esta basado en la valoracion del aceite disuelto en una mezcla de
éter dietilico y etanol con una base, usando fenolftaleina como indicador. Este método no
es apropiado para los procesos de control porque requiere un tiempo, un trabajo intensivo y
gran cantidad de disolventes. En la Gltima década, se han propuesto muchos métodos
espectroscopicos para la determinacion de acidos grasos en aceites con el fin de superar los
inconvenientes del método oficial. Estos incluyen los métodos espectrofotométricos con
flujo de inyeccion automatizado y la determinacion por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR). Estos métodos constituyen alternativas plausibles al
método oficial. (Muik et al, 2003).

Con respecto al analisis de las aceitunas, el método empleado actualmente esta ain
lejos de ser adecuado para el control de procesos en linea. Esta basado en una valoracién
quimica, pero requiere de mucho tiempo ya que tiene el paso previo de la extraccion del
aceite de la aceituna. Consecuentemente, son pocos los productores que miden el contenido
en acidos grasos libres de las aceitunas antes de su procesado. Muchas veces, el control de
la calidad de la materia prima se reduce a inspecciones visuales. Hasta donde conocemos,
no hay publicado ningiin método que determine el contenido en &cidos grasos directamente
en las aceitunas, lo que seria muy adecuado para poder controlar la materia prima en la
planta de produccion de aceite. (Muik et al., 2003).

Tanto para detectar adulteraciones como para clasificar los diferentes tipos de aceites
de oliva (calidad, origen...) se emplean métodos cromatograficos tales como cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) y cromatografia de gases (CG) para determinar los
triglicéridos y el perfil de acidos grasos, respectivamente. Ademas, los triglicéridos del
aceite de oliva y de algunos aceites de semilla se han usado para detectar la adulteracion de
aceite de oliva por cromatografia de gases capilar. En la industria oleicola, estos métodos
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clasicos no sélo tienen un consumo de tiempo elevado, sino que también tienen el
inconveniente del control on line. Asi, se necesitan técnicas rdpidas y simples, que
ofrezcan la deteccion on-line para poder aumentar la produccién reduciendo costes y
satisfaciendo las necesidades de calidad de los consumidores. (EI-Abassy et al, 2009).

Es importante considerar que uno de los grandes beneficios del consumo de estos
aceites es la prevencion de los problemas cardiovasculares y sus bondades estan asociadas
a la presencia de &cidos grasos insaturados en su composicion. Los dobles enlaces
presentes en estos acidos grasos son susceptibles de oxidacion (enranciamiento), dando
lugar, por via radicélica, a aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos o epoxidos. Estos
compuestos que se producen por la oxidacion de los acidos grasos insaturados, no
comparten las caracteristicas beneficiosas de sus precursores, ademas de aportar
caracteristicas organolépticas negativas, siendo por tanto imprescindible la deteccion de
estos compuestos en el aceite.

Las reacciones de oxidacion consisten en auto-oxidacion, fotoxidacion, oxidacion
enimética y oxidacion cetonica, siendo la auto-oxidacion la mas comdn en los aceites
comestibles (Taghvaei & Jafari, 2015) La autoxidacion es la reaccion entre el oxigeno y
los &cidos grasos insaturados por un proceso autocatalitico con un mecanismo de reaccién
radicélica en cadena. Esta cadena de reacciones incluye las etapas de iniciacion,
propagacién y terminacion: El esquema seria:

Iniciacion. RH —> R-

Propagacion: R- + O, —> ROO-

ROO- + RH —> ROOH + R-

Terminaciéon: R- + R- —> R-R

ROO- + R- —> ROOR
ROO- + ROO- —> Productos no radicalicos
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El oxigeno reacciona con muchos compuestos organicos (RH) produciendo

hidroperdxidos y otros compuestos oxigenados. Esta oxidacion es, en la mayoria de los

casos, una reaccion radicélica, que podemos describir en etapas de iniciacion, propagacion
y terminacion. (Frankel, 1980)

iniciador
Iniciacion: RH —— > R- Q)

Esta produccion de radicales libres puede tener lugar mediante la disociacion térmica
directa (termolisis), por descomposicion de hidroperoxidos, por catalisis metalica y

exposicion a la luz (fotolisis) con o sin la intervencién de fotosensibilizadores.

Propagacion: R- + 0O, —> ROO:- 2

ROO- + RH ——>ROOH+R-  (3)

La susceptibilidad de los sustratos organicos para la oxidacién dependen de la
facilidad para donar un hidrégeno en la reaccion 3. Con las grasas insaturadas, la
susceptibilidad a la oxidacion depende de la disponibilidad de hidrdgenos alilicos para las
reacciones con los radicales peroxi.

(A)
ROO- + R-CH;-CH=CH-R® —> R-CH-CH=CH-R’ + ROOH

La estructura resonante (A) puede representarse como un hibrido (B) con un radical
libre parcial en cada extremo el sistema alilico. La reaccion con el oxigeno se produce en
los carbonos finales del sistema alilico para producir una mezcla isomérica de

hidroperdxidos.
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(B)

'op 6

0
——> R-CH(00-)-CH=CH-R’ + R-CH=CH-CH(00-)-R’

lRH

Hidroperoxidos alilicos 1,3
Terminacién: ROO-+RO0O- ————> Productos no radicalicos

Hay muchos factores que afectan a la auto-oxidacién como son las insaturaciones (el
factor mas importante), la temperatura, la presencia de oxigeno, luz, humedad, metales
pesados y antioxidantes.

La oxidacion se puede inhibir o frenar por la adicién de bajas concentraciones de
antioxidantes (AH) que interrumpen la reaccion en cadena interfiriendo en la propagacion
0 en la iniciacion.

ROO- + AH —> ROOH + A.

A- + ROO —mm>

Productos no radicalicos
A+ A — >

Los antioxidantes que interrumpen la reaccion en cadena incluyen compuestos
fendlicos, presentes en algunos aceites comestibles, e intervienen en la reaccion dando
lugar a compuestos que son menos reactivos durante la iniciacion y la propagacion, como
se muestra en las siguientes reacciones:

ROO- + AH ——> ROOH + A.

R-+ AH ——> RH + A.

RO- + AH ——> ROH + A.
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ROO- + A- —> ROOA
RO- + AA —> ROA
A+ A —> AA

La susceptibilidad a la autoxidacion de los acidos grasos insaturados depende de la
labilidad de sus hidrdgenos alilicos la hidroperoxidacion de los &cidos grasos insaturados
ha sido bien estudiada y el mecanismo de la misma para los &cidos grasos mayoritarios en

los aceites comestibles se muestra en la Figura 5 (Frankel, 1980).

9 12
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Autoxidacion del oleato Autoxidacion del linoleato
Figura 5. Mecanismo de autoxidacién de los acidos grasos oleico y linoleico.

Asi, en aceites sometidos a los mismos tratamientos, la presencia de antioxidantes
naturales (fundamentalmente compuestos fendlicos) y el distinto perfil de acidos grasos,
sera determinante para los comparar los diferentes comportamientos de los mismos frente a

la oxidacion.
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Un doble enlace en un acido graso es un punto de la molécula susceptible a la
oxidacion. La oxidacion no se da directamente en los carbonos que constituyen el doble
enlace, sino en los carbonos adyacentes. Asi, el &cido oleico tiene dos sitios susceptibles a
la oxidacién, uno en cada carbono adyacente al doble enlace, teniendo una susceptibilidad
a la oxidacion moderada. La incorporacion de un segundo doble enlace para formar acido
linoleico proporciona tres sitios susceptibles a la oxidacion, pero uno e ellos esté entre los
dos dobles enlaces, lo que aumenta significativamente la susceptibilidad de oxidacion. La
incorporacion de un tercer doble enlace para formar acido linolénico introduce un nuevo
sitio entre dobles enlace, aumentando asi la susceptibilidad para la oxidacion. Las
velocidades relativas de autooxidacion para el acido oleico, linoleico y linolénico son del
orden de 1:12:25. (Della Porta, 2006).

La Union Europea emitio el reglamento CE 1989/3 para imponer limites legales en el
grado de oxidacion del aceite de oliva virgen extra, a través de la medida por
espectroscopia UV-Vis de la cantidad de dienos y trienos que contiene (concretamente, por
la absorbancia a 232 y 270 nm, que constituyen los pardmetros Koz, ¥ Ka7, Y N0 debe
exceder de 2.50 y 0.22, respectivamente). Los valores de absorbancia por encima de estos
umbrales impiden que un aceite de oliva sea clasificado como virgen extra. Sin embargo, el
método oficial para la determinacién del indice de peréxido implica medir la concentracion
de grupos peroxido (- OO-) en un aceite en dos pasos. Primero, los grupos peroxido se
hacen reaccionar con un exceso de ién yoduro (I) para formar yodo (I;), que se valora
luego con una solucion estandar de tiosulfato de sodio en el segundo paso. El "grado de
instauracion” de un aceite se mide como el "indice de yodo", que es la cantidad, en gramos,
consumidos por 100 g de aceite. La cantidad es una medida de la insaturacion en el aceite.

Dichas reacciones de oxidacién se ven favorecidas con el aumento de la temperatura,

por lo que ya se han realizado estudios sobre la estabilidad frente a la oxidacion de aceites
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de oliva virgen extra frente a la temperatura de fritura, proceso para el que son empleados
ampliamente los aceites de oliva en general.

Por otra parte, los aceites con perfiles de &cidos grasos diferentes, generalmente
arrojan valores distintos en la medida de su grado de insaturacion. De la misma forma, el
grado de insaturacion de un aceite determinado va modificandose a lo largo de la oxidacion

del mismo.

2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Cuando una radiacién pasa a través de un medio transparente, una fraccion del haz se
dispersa en todas direcciones. En 1928, el fisico hindd C. V. Raman descubrid que la
longitud de onda de una pequefia fraccion de la radiacion dispersada por ciertas moléculas,
difiere de la del haz incidente y, ademas, que los desplazamientos de la longitud de onda
dependen de la estructura quimica de las moléculas responsables de la dispersion. Este
cientifico fue galardonado con el Premio Nobel de Fisica en 1931 por el descubrimiento y
el estudio sistemético de este fendmeno.

Los espectros Raman, en la actualidad, se obtienen al irradiar una muestra con una
potente fuente l&ser de radiacion monocromaética visible o infrarroja. Durante la irradiacion
se registra el espectro de la radiacion dispersada un cierto angulo con un espectrémetro
adecuado. Como mucho, las intensidades de las lineas Raman son el 0,001 % de la
intensidad de la fuente y, en consecuencia, su deteccion y medida resulta mas dificil que el

espectro infrarrojo.

En la espectroscopia Raman, la excitacion espectral se realiza, de ordinario, con
radiacion cuya longitud de onda estd muy alejada de la de los picos de absorcién del

analito.
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2.3 APLICACION RAMAN AL ESTUDIO DE ACEITES

La primera aplicacion de la espectroscopia Raman al estudio de aceites encontrada
en la bibliografia es la investigacién de Ch.V. Jogarao en la que realiza los espectros
Raman de tres aceites vegetales, publicado en 1936 (Jogarao, 1936). En este estudio se
lleva a cabo la asignacion de varias bandas de los espectros Raman obtenidos para estos
aceites y se utilizo para dilucidar la férmula del principal constituyente de la mantequilla
Guee, un tipo de mantequilla india. La aparicién de la banda en la regién de 1650 cm™ fue
determinante para la eleccion del &cido linoleico como el tercer acido graso esterificado en
el triglicérido mayoritario. Los primeros estudios Raman requerian de un tiempo de
exposicion de la muestra de 48 horas y de dos espectros para cada muestra (uno con filtro
de una disolucidn de sulfato de quinina para disminuir la fluorescencia y otro sin filtro) y la
instrumentacion era, ademas de cara, casi casera. Pese a los buenos resultados obtenidos, la
aplicacion de la espectroscopia Raman al estudio de aceites no es referenciada nuevamente
hasta la década de los 70 (Bailey & Horvat, 1972) en un trabajo en el que se aplica esta
técnica al estudio de la composicion de isdbmeros cis/trans en aceites, siguiendo la banda
cercana a 1656 cm™ y 1670 cm™. Encontrandose ya los métodos cromatogréficos
establecidos como oficiales (pese a tediosos y caros, también), no todas las técnicas
espectroscopicas han tenido la misma aplicacion a lo largo del tiempo debido a la falta de

avances en la instrumentacion que hicieran esta aplicacion mas rapida, precisa y robusta.

La espectroscopia Raman es una herramienta muy prometedora en estos procesos
analiticos ya que se pueden examinar muchas muestras en un corto periodo de tiempo
siendo ademas una técnica no destructiva y que no necesita preparacion de muestra.
Ademas, el espectro Raman muestra bandas bien resueltas de las transiciones vibracionales
lo que nos da mucha informacién sobre el contenido de las estructuras moleculares. En

combinacion con tratamientos quimiométricos, la espectroscopia Raman es una
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herramienta poderosa capaz de extraer informacién quimica cuantitativa incluso de
matrices complejas. Los recientes avances en la instrumentacion han contribuido de forma
decisiva al rapido aumento de la aplicacion de la espectroscopia Raman en la industria. En
el caso concreto del andlisis de aceites comestibles, la técnica esta siendo ya aplicada con
éxito para la determinacion del grado de insaturacion total en aceites, la clasificacion de
aceites y grasas y en la deteccion de adulteraciones en aceite de oliva virgen. (Muik et al,
2003).

Las técnicas espectroscopicas tienen un potencial para reemplazar o complementar a
los métodos clasicos. La resonancia magnética nuclear (RMN) ya ha sido empleada para la
deteccion de la adulteracion de aceites de oliva. Con respecto a la espectroscopia
vibracional, la absorcién en el infrarrojo cercano (NIR) se ha aplicado a la caracterizacion
de algunos aceites comestibles y para el andlisis de aceites de oliva. Igualmente, la
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) ha demostrado su
potencial como herramienta analitica para la autenticacion y clasificacion de aceites, y en
la deteccion del deterioro de aceites por fritura, la oxidacion de aceites y la adulteracién
(El-Abassy et al, 2009). La espectroscopia Raman ha sido utilizada para estudiar la
estabilidad del aceite de oliva frente a la oxidacion, sin embargo el Unico aceite estudiado
ha sido el aceite de oliva virgen extra que es el menos usado para fritura dado su alto
precio (Muik et al, 2005; Muik et al, 2007).
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En la siguiente tabla se muestra la asignacion de las bandas principales en

espectroscopia Raman de aceites comestibles:

NuUmero de onda Grupo Modo de vibracion
(cm™)
3005 cis RHC=CHR =C-H tension sim.
2924 -CH; C-H tension asim.
2897 -CH; C-H tension sim.
2850 -CH, C-H tension sim.
1750 RC=00R C=0 tension
1650 cis RHC=CHR C=C tension
1525 RHC=CHR C=C tension
1440 -CH; C-H flexion
1300 -CH; C-H flexion
1265 cis RHC=CHR =C-H flexion
1150 -(CHy)p- C-C tension
1008 HC-CH; CHjs flexion
968 trans RHC=CHR C=C flexion
868 -(CHy),- C-C tension
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Abstract

A new method for isolating sterols from sunflower oil deodorizer distillate (DOD) was
developed. The most salient feature of which is that, unlike most alternatives, it requires no
distillation. Briefly, the method uses methanol in the presence of p-toluenesulphonic acid as
catalyst to convert free fatty acids and acyl glycerides in DOD into fatty acid methyl esters
(FAMEs). The resulting glycerine and excess reagents are removed by washing with water and,

finally, the product is cooled in the absence of solvents to obtain sterols in 92 + 2 % purity.

Keywords: Deodorizer distillate; DOD; sterol; sunflower oil.
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1. Introduction

The phytosterol chemical family encompasses a wide variety of compounds
structurally similar to cholesterol specially prominent among which are p-sitosterol,
campesterol and stigmasterol. Naturally occurring phytosterols can be found in free form
and also as esters of fatty acids or glycosides. These compounds are present in various
plants and plant products (particularly oils, but also legumes and dried fruits) (Fernandes &
Cabral, 2007). Moreau et al., 2002 Piivonen et al., 2000). The significance of phytosterols
to the food industry has grown dramatically in recent years. Their presence in adequate
amounts (2-3 g/day) in human diet is known to substantially reduce cholesterol absorption
by the digestive tract and its concentration in serum as a result. In fact, phytosterols are
known to reduce total and LDL cholesterol levels by 10% and 15%, respectively, on
average (Katon et al., 2003). Miettinen et al., 1995) without altering HDL or triglyceride
concentrations. A wide variety of foods enriched with phytosterols (fat spread, yoghourt,
milk) that are added during their processing is commercially available at present. The
addition of phytosterols esters to foods is regulated by the European Union Regulation
(EC) No 258/97 of the European Parliament and of the Council of 27 January 1997
concerning novel foods and novel food ingredients.

Deodorizer distillates from edible oils constitute a major industrial source of
phytosterols. Deodorization is the last step in the refining of edible oils and involves the
removal of some undesirable components of natural fats and oils. The treatment is
conducted at 200 °C in vacuo for several hours. The by-product thus obtained is called
“deodorizer distillate” (DOD) and consists of a complex mixture of various compound
families including sterols, steryl esters, hydrocarbons, mono, di- and triglycerides, and
carbonyl compounds (Winters, 1990). Sunflower oil DOD is especially interesting on
account of the large amount of useful products in contains (Fizet, 1996). (Pramparo et al.,
2005).
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The composition of deodorizer distillates varies widely as it depends on several
factors including the quality of the seeds used as raw material, the mechanical processes
used to extract the oil, and the physical characteristics and operating conditions of the
refining plant. Typically, the average composition by weight of a deodorizer distillate is as
follows: 30-35% fatty acids, 20-40% glycerols, 2-10% tocopherols, 3-15% sterols, 2-5%
hydrocarbons, 3-10% non-glyceride esters and 1-10% miscellaneous substances (Muro
Benayas, 2001). The composition of deodorizer distillates for sunflower oils varies widely
among references, which echoes the variability in its components (Muro Benayas, 2001).
Pramparo et al., 2005).

Sterols in DOD can be extracted and isolated by using various methods. Some use
enzymes to hydrolyse steryl esters and fatty acids prior to distillation (Ghosh &
Bhattacharyya, 1996). Watanabe et al., 2004); others are based on extraction with
supercritical CO, (Fang et al., 2006). Gliici-Ustiindag & Temelli, 2007). Vazquez et al.,
2006) and still others employ classical hydrolysis, distillation and crystallization
procedures (Rohr & Trujillo-Quijano, 2005). Many of these and other, less popular
methods for this purpose are discussed in an excellent review (Fernandes & Cabral, 2007).

The aim of this work was to isolate sterols from sunflower oil DOD by using a new
method based on transesterification of acyl glycerides (i.e. their transformation into fatty
acid methyl esters, FAMESs), transesterification of steryl esters and crystallization of free

sterols at -5 °C.

2. Materials and methods

2.1.  Samples and reagents

The sunflower oil deodorizer distillate used was supplied by SOS, S.A. (Andujar,
Spain). Table 1 shows its average composition. The reagents (methanol, hydrochloric acid,
sulphuric acid and p-toluenesulphonic acid) and solvents (hexane, acetone and ethanol)
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were all analytical reagent-grade, supplied by Panreac (Barcelona, Spain) and used as

received.

Table 1. Composition and properties of sunflower oil DOD.

Composition and properties Sunflower DOD
Moisture (% w/w) 0.16

Free fatty acids (%w/w) (as oelic) 28.5
Saponification value 139.3
Saponificable matter (% w/w) 60.0

FAMEs (% w/w) 11.5

Total sterols (% w/w) 34

2.2. Degassing of DOD

The first treatment applied to DOD was degassing at 65 °C at 2-10° bar for 1 h,
using a conventional laboratory vacuum distillation apparatus. This treatment produces a
lost of DOD mass between 1-1.5%. The nature of the products removed does not been

characterized.

2.3.  Esterification of free fatty acids and transesterification of acyl glycerides

A previously degassed DOD sample was treated with methanol in an acid medium
to convert all fatty acids and transesterify acyl glycerides into FAMESs. In this way, the
fatty acids present in the starting DOD were transformed into methyl esters.
Simultaneously, steryl esters were broken to form methyl esters and free sterols. The

reaction was conducted in refluxing methanol for variable lengths of time.
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2.4.  Washing and decanting
The transesterification reaction produced a substantial amount of glycerine that
should be removed prior to the crystallization step. This was accomplished by washing
with water and subsequent decanting, which also removed excess methanol and the acid

catalyst.

2.5. Isolation of free sterols
Cooling the extract from the previous step down to -5 °C allowed highly pure
sterols to be precipitated in 39+3 % vyield. Subsequent washing with hexane provide sterols

over 99% pure.

2.6.  Analysis of products

Sterols were determined with the official method of analysis for the determination
of the composition and content of tocopherols and sterols, issued by the International Olive
Oil Council via document COI/T.20/Doc n. 10/Rev. 1, 2001. Basically, this process
consists in a saponification followed by an extraction of the unsaponificable components.
These components, that include the sterols, are separated by thin layer chromatography.

Then, the sterols are derivatized by a silanization reaction and analized by GC.

3. Results and discussion

3.1. Esterification of free fatty acids and transesterification of acyl glycerides

Following degassing, the DOD was subjected to esterification and
transesterification with methanol in the presence of an acid catalyst in order to convert free
fatty acids and transesterify acyl glycerides into FAMESs. Preliminary tests with two
mineral acids (HCI and H,SO,) and an organic acid (p-toluenesulphonic) as catalysts were
conducted at variable concentrations in methanol and methanol/DOD ratios in order to
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select the best choice based on the conversion to methyl esters after 4 h of reaction at 65
°C. Table 2 shows the results obtained with the three acids. As can be seen, the highest
conversion to methyl esters was provided by p-toluenesulphonic acid, which was thus

adopted for subsequent tests.

Table 2. Resuts obtained in the esterification and transesterification reactions in
sunflower oil DOD with different acids catalyst®.

Acid MeOH/DOD Concentration® %FAMESs®
ratio”

HCI 6.5 0.48 27.2

H,SO, 6.5 0.35 36.8

PTSA’ 5.2 0.05 54.4

®Reaction conditions: T=65 °C; t=4 h.  °Methanol/sunflower DOD ratio (V/v).
“Concentration of acid in methanol used, in mol/l. %p-toluensulfonic acid. “%FAMEs
obtained.

As noted earlier, p-toluenesulphonic acid (PTSA) was found to provide the best
esterification and transesterification results among the three catalysts tested. The next
logical step was therefore to reduce the methanol/DOD ratio and reaction time as far as
possible, and find the optimum PTSA concentration. A number of tests in this direction
(results not shown) revealed that the best operating conditions for the esterification and
transesterification of sunflower oil DOD with methanol and PTSA were a methanol/DOD
wi/w ratio of 1, a PTSA concentration of 0.05 M in methanol, a temperature of 65 °C and a

reaction time of 2 h.

As can be seen from Scheme 1, transesterification of acyl glycerides in the DOD
produced glycerine, which required removal prior to extraction of sterols -and so did

excess methanol and acid present in the reaction mass. This led us to examine the effect of
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washing with various solvents to remove both glycerine and residual methanol and acid.
The solvents used included ethanol/water mixtures in variable proportions at different
temperatures; all, however, provided highly stable emulsions that were virtually impossible
to break and hence useless for the intended purpose. On the other hand, pure water
decanted without emulsification, thereby dramatically facilitating separation of the aqueous
phase containing the glycerin and excess methanol and acid from the organic phase
containing the desired products. The optimum washing conditions were found to be three
washings with water at 40 °C in a water/DOD ratio of 1.5 in the first, and 1 in the second
and third.

Scheme 1. Mechanism of the transesterification reaction..
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3.2. Distillation of FAMEs

In order to preconcentrate sterols present in the reaction mass, FAMEs formed
during the esterification/transesterification step were removed by vacuum distillation. This
procedure is commonly used in several methods for the obtainment of sterols from various
sources (Moreira & Baltanas, 2004. Muro Benayas, 2001. Pramparo et al., 2005). FAMEs
were vacuum-distilled at 2-10~° mbar and the fraction distilling at 140195 °C collected.
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These conditions allow sterols to be preconcentrated to ca. 10% by weight and the

proportion of FAMEsS to be reduced to about 3%.

3.3. Isolation of sterols

Most reported methods for the crystallization of sterols present in DODs from oils
and other fatty matrices require using some solvent to isolate FAMEs formed in a prior
step (Brown & Smith, 1964. Fizet, 1996. Hamunen, 2007. Jeromin et al., 1997. Wollmann
et al., 2005). With our method, distillation of FAMEs in the reaction mass allowed sterols
to be preconcentrated by 10-12% for subsequent isolation by crystallization with an
appropriate solvent. However, none of the solvents tested (acetone, hexane, ethanol,
methanol, water and mixtures thereof) allowed sterols to be obtained in proportions above
8%. As can be seen from Table 3, only with solvents such as acetone and methanol, and
cooling at low temperatures (—20 °C) for a long time, was a sterol yield of barely 13% at
best —and accounting for only 8% of the amount of sterols present in the starting DOD—
obtained.

At that point, we thought that the FAMEs formed in the previous step might
provide a suitable medium for cold crystallization of the sterols. We therefore conducted
tests involving cooling of the washed, decanted reaction mass in the presence of different
amounts of FAMEs at variable temperatures for also variable lengths of time. In some
cases, the medium was enriched with FAMEs in order to examine their effect on sterol
crystallization. Table 4 shows the amount of sterols obtained and their purity. In all cases,
the amount of FAMEs obtained coincided with the combination of those formed by
esterification and transesterification; in fact, the external addition of FAMESs or their partial
distillation invariably led to poorer results. In the examples of Table 4, sterols were always
isolated in the presence of FAMEs formed during the esterification/transesterification step
(i.e. vacuum distillation to remove FAMES, whether completely or partially, was avoided
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since it considerably reduced the amount of sterols obtained). As can be seen from Table 4,

the best sterol yields were obtained by cooling at —5 °C for 24 h. Using lower temperatures

caused the reaction mass to completely freeze and precluded isolating any of its

components.

Table 3. Effect of temperature and cooling time on the isolation of sterols with various

solvents.
Solvent/DOD  Teys  t(h)  Sterols®  Sterols®
ratio (°C) (%) (%)
Hexane + water 3/1 0 24 - -
(1.5% wiw)
Acetone/Methanol 3/1 -20 4 - -
(4:1 ratio)
Acetone 1/1 -20 5 4 3
Methanol 1/1 -20 5 3 5
Acetone 31 -20 5 13 6
Acetone/Methanol 31 -20 5 13 8
(4:1 ratio)
Acetone/Methanol 3/1 -20 11 7
(3:2 ratio)

*Percentage of sterols in precipitated solid; "Percentage of isolated sterols (purity > 99%).

Once sterols were isolated from the reaction mass, they were washed in hexane.

The end-product thus obtained was a mixture of sterols with 92+2 % purity (in some cases

this value is higher than 99%).

The results obtained with the proposed sterol isolation method are better than most

reported to date. Thus, Fizet (1996) obtained sterols about 90% pure. Obtaining results
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similar to ours entails using more sophisticated techniques such as molecular distillation of
transesterified DOD and subsequent crystallization. Some authors (Lin, 2003) have

recovered sterols even more efficiently, but failed to state their purity.

Table 4. Effect of temperature and cooling time on the isolation of sterols with FAMEs as

solvent.
Teyst  t(h) Sterols in precipitated Isolated sterols (%)? Precipitated solid (%)°
(°C) solid (%)
-40 12 - - 3.9
-15 24 - - 3.9
505 - - 3.8
-10 24 - - 4.1
5 24 65 40 4.2
5 24 62 42 3.9
5 44 71 38 41
5 24 88 37 4.1
-5 24 100 35 4.0
0 24 77 23 4.2
7 24 77 18 3.8

®Proportion with respect to total sterols, standard deviation (SD) = 3% (purity = 93+2%).

®Yield of precipitated solid respecto to start material.
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RESUMEN

La autentificacion de grasas para detectar su adulteracion con otras grasas mas baratas es
uno de los principales problemas a los que se enfrenan los productores de aceites de alto
valor, ya sea para uso alimentario o para uso cosmetico. En este trabajo se emplea la
espectroscopia Raman, por un lado, para caracterizar los aceites de macadania y de nuez
pecanera, de alto valor y diferenciarlos de otros mas baratos, como los de maiz y de
girasol, y por otro, para detectar mezclas del aceite de macadamia con estos aceites

vegetales mas baratos.

PALABRAS-CLAVE: Aceite de macadamia, aceite de nuez pecanera, adulteracion de

aceites, espectroscopia Raman.

SUMMARY

Authenticating fats and detecting their adulteration with substantially cheaper fats can pose
major problems to producers of high-value oils for nutritional and cosmetic uses. In this
work, we used Raman spectroscopy to discriminate macadamia and pecan oils from other,
cheaper vegetable oils including corn and sunflower oils. This technique additionally

allows one to detect and assess adulteration of macadamia oil with another vegetable oil.

KEY-WORDS: Adulteration of oils, Macadamia oil, Pecan oil, Raman spectroscopy.
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1. INTRODUCTION

Fats and oils are essential ingredients of human diet and have been widely
consumed, whether directly or in processed foods, for centuries. The significance of fats
and oils lies in their high energy and essential fatty acid contents; the latter are
indispensable for proper development of human tissues. Some vegetable oils contain
additional substances with excellent properties towards protecting human skin which have
fostered their use in medical and aesthetic treatments throughout the world since ancient
times.

Macadamia oil is among the most widely used in aromatherapy. This oil is obtained
from the fruit of the macadamia tree, which originated in Australia and New Zealand and
comprises nine species the most important of which are Macadamia integrifolia and
Macadamia tetraphylla. All nine species are edible and major sources of fats, proteins and
vitamins. Macadamia oil is edible and special as regards its composition of
monounsaturated fatty acids; thus, it contains palmitoleic acid (C16:1 A% and asclepic acid
(C18:1 A'), which, together with its high content in oleic acid (C18:1 A%), make it very
healthy (Maguire, et al., 2004). Macadamia oil has other industrial uses, particularly as a
lubricant (Knothe, 2010). Also, its softening, soothing properties, its content in nutrients
required to preserve skin in excellent conditions and its usefulness as a natural vehicle for
essential oils, are highly appreciated for aromatherapy treatments.

Pecan nut oil is obtained from the fruit of the Carya illinoinensis tree, which
originated in North America and subsequently expanded to large areas in the USA and
Mexico. Like macadamia oil, pecan oil contains abundant unsaturated fatty acids (oleic and
linoleic mainly); however, it is much less widely used for non-nutritional purposes than is
macadamia oil.

A number of instrumental techniques have been used to discriminate between
different types of vegetable oils or different samples of the same type. Specially suitable

for this purpose are *H and **C nuclear magnetic resonance spectroscopies (Guillén, and
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Ruiz, 2003; Zamora, et al., 2002; Shaw, et al., 1997; Mannina, et al., 2001). However, the
use of Raman spectroscopy for this purpose has grown dramatically in recent years,
especially for the quantitative detection of adulteration of extra virgin olive oil with other,
cheaper edible oils (Zhang, et al., 2011; EI-Abassy, et al., 2009; Baeten, et al., 2005; Zou,
et al., 2009), its authentication (Korfi, et al., 2011; Aparicio, and Baeten, 1998) or even the
determination of some chemical species such as antioxidants (Paiva-Martins, et al., 2011)
and free fatty acids (El-Abassy, et al., 2009; Muik, et al., 2003) present not only in olive
oil, but also in other vegetable oils. In addition, Raman spectroscopy has been used to
assess stability against oxidation in olive oil (Muik, et al., 2007; Muik, et al., 2005).
In this work, we used Raman spectroscopy for the first time to characterize
macadamia and pecan nut oils with a view to their differentation from other seed oils
including corn and sunflower oils. This technigue also allows adulteration of macadamia or

pecan oil with other, cheaper oils (e.g. corn, sunflower) to be detected.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Reagents
All reagents used to establish the fatty acid profiles of the oils were commercially

available products.

2.2.  Oils samples

The macadamia, pecan, sunflower and corn oil were supplied by the Laboratorio
Agroalimentario de la Junta de Andalucia (Cérdoba, Spain). The four oils were from
commercial origin and fully characterized in this laboratory. The macadamia and pecan
oils were virgin oils. Sunflower and corn oil samples with volumes percentages of 5, 10,

20, 30, 40 and 50% were blended into a sample of macadamia oil.
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2.3. Determination of the fatty acid profile

The fatty acid analysis were carried out by methylation of the same prior and
subsequent determination by gas chromatography with FID detector on a Perkin Elmer
Mod. Clarus-500, using a BPX70 capillary column (60 m x 0.25 mm i. d.) Samples were
prepared as follows: threaded tube were weighed 0.15 g of oil, previously purified, with an
accuracy of 0.01 g and dissolved in 2 mL of hexane. Then added to this solution, 0.2 mL of
methanolic 2N potassium hydroxide solution and stirred intensively for 1 minute. It is left
to decant the upper phase of hexane containing the fatty acid methyl esters for 30 min,
taking an aliquot of the same of 1 ml for injection into GC. Ildentification of fatty acid
methyl esters was carried out by retention times and quantification was performed as %
area. The uncertainty analysis method of fatty acids has been validated from different
vegetable oils (certified reference materials). From this results we have obtained a relative
uncertainty of 5% for all fatty acids (uncertainty calculated for a confidence interval of
98% and a coverage factor k = 2).

2.4.  Raman Analysis

The Raman spectra for the oil samples were acquired with a Renishaw Raman
instrument (InVia Raman Microscope), equipped with a Leica DM2500 M microscope
furnished with various lenses (5%, 20x, 50x and 100x), monochromators and filters, and a
CCD. Spectra were obtained using a 20x magnification objective and by excitation with
green laser light (532 nm) over the wavenumber range 800-1800 cm* and 2800-3050 cm™.
A total of 32 scans per spectrum were performed in order to improve the signal-to-noise
ratio. The liquid samples were placed in the Raman microscope on a Petri dish. Each
spectrum was automatically smoothed and baseline corrected using the functions of the
spectrometer software Wire 3.3. The normalization of the spectra was performed using the
PeakFit v4.11 software.
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3. RESULTS

3.1. Fatty acid profile

Table 1 shows the results of the GC determination of the fatty acid profiles for four
oil samples. Oleic acid was found to be the most abundant fatty acid in both macadamia
and pecan oil. On the other hand, linoleic acid was the major acid in corn and sunflower
oils, which, however, contained substantial amounts of oleic acid. Macadamia oil had quite
a high content in palmitoleic acid (over 18%); as noted earlier, this, together with the
presence of asclepic acid, make it very healthy. All oils had similar contents in linolenic
and saturated fatty acids, with differences never exceeding 5% between oils.

Table 1. Fatty acid composition of macadamia, pecan, corn and sunflower oils.

Fatty acid Macadamia Pecan Corn Sunflower
Lauric 0.06 0 0 0
Myristic 0.64 0.04 0.03 0.07
Palmitic 8.38 6.35 10.84 6.16
Palmitoleic 18.28 0.09 0.15 0.11
Margaric 0.03 0.05 0.01 0.04
Margaroleic 0.01 0.05 0.04 0.02
Stearic 3.68 2.58 2.06 4.44
Oleic 56.76 62.86 30.85 23.87
Asclepic 3.72 0.00 0.00 0.00
Linoleic 2.78 26.40 54.31 64.77
Linolenic 0.27 1.19 0.93 0.07
Araquidic 291 0.15 0.45 0.31

Gadolenic 2.51 0.24 0.26 0.15
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3.2.  Raman spectra

The Raman spectra for vegetable oils exhibit bands of use for authentication
purposes in the regions 800-1800 and 2800-3050 cm™* only (Baeten, et al., 1998). All
spectra obtained in this work were recorded in these two regions. The exact assignment of
Raman bands of different vegetable oils has taken some time. The signals for extra virgin
olive oil, which is among the most widely studied with this technique, have been
unequivocally established (El-Abassy, et al., 2009; Baeten, et al., 2009; Yang, and
Irudayaraj, 2001). Existing assignations can be used in conjunction with fatty acid profiles
to elucidate the bands for other vegetable oils (e.g. corn and sunflower oils) (Zhang, et al.,
2011; Farhad, et al., 2009; Sadighi-Jorabchi; et al., 1990). In this work, we assigned the
Raman bands for macadamia and pecan nut oils by comparison with those of corn and
sunflower oils. Also, we assessed the potential of Raman spectroscopy for determining
mixtures of these oils. To this end, we examined the previous two Raman regions
separately.

First region: 2800-3050 cm ™. Figure 1 shows the Raman spectra for the four
studied oils in this region. All exhibited four well-defined bands below 3000 cm™ and
centered at about 2854, 2897, 2932 and 2968 cm ™, respectively. These bands are typical of
stretching vibrations of C—H bonds, vc y, in methyl (CH3) and methylene (CH,) groups.
These groups are the most abundant in the hydrocarbon chains of fatty acids present in
vegetable oils. An additional signal, which appears at a shoulder, at about 2876 cm* was
observed that was assigned to stretching vibrations in CH; groups bonded to an unsaturated
carbon atom (—CH,—CH=CH-) present in unsaturated fatty acids. Bonding of an
unsaturated carbon atom to a CH; group shifts the absorption band for the C—H bond in the
methylene group (Baranska; et al., 1987). A sixth signal was observed above 3000 cm™
due to stretching vibrations of the C-H bond of =C-H groups in fatty acid chains.
According to Sadeghi-Jorabchi et al. (Sadighi-Jorabchi; et al., 1990), the signal shifts to
higher wavenumbers with increasing number of double bonds; thus, it appears at ca. 3006
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cm* in oleate chains and ca. 3013 cm™ in linoleate chains. According to Li-Chan (Li-
Chan, 1994) this signal can be used as a measure of unsaturation in oil.
Figure 1. Raman spectra in the 2800-3050 cm* region for the studied oils.
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As stated above, the intensity of the band was related to the degree of
unsaturation of the oil (DU). Thus, DU can be calculated from the combined proportions of
mono-unsaturated acids plus two times the proportion of di-unsaturated acids plus three
times the proportion of tri-unsaturated acids, both as determined by GC. A plot of DU as a
function of the relative intensity of the Raman signal was a straight line with a high
correlation coefficient (r2 > 0.99). The wavenumber of the absorption band increased with

increasing proportion of poly-unsaturated acids. These results are shown in table 2.
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Table 2. Degree of unsaturation (DU) and wavenumbers and intensity of the Raman bands
for vy stretching vibrations of C=C—H bonds in the studied oils.

Oil Signal (cm™) Intensity (a.u.) DU?
Macadamia 3009 0.109 87.65
Pecan 3011 0.167 119.61
Corn 3013 0.229 142.71
Sunflower 3013 0.258 153.90

Second region: 800-1800 cm . The Raman spectral region from 800 to 1800 cm ™
contained a number of absorption bands including those for stretching vibrations of C=0,
C=C and C-C bonds, and others corresponding to various bending vibrations of C-H
bonds. Figure 2 shows the spectra for the four studied oils in this region. As can be seen,
all exhibited a small band at about 1748 cm ™ that was assigned to stretching vibrations of
C=0 bonds in glyceride esters. This relatively weak band was unaffected by the presence
of unsaturated groups in the vicinity of the C=0 groups, so it provided no information
other than the presence of ester bonds. A very strong band was observed at 1657 cm ™ that
was assigned to stretching vibrations of C=C bonds in the hydrocarbon chains of fatty
acids. The exact position of the signal was found to depend on the cis-to-trans isomer ratio
of each oil and its wavenumber is known to be about 5 cm™ lower for cis isomers than for
trans isomers (Bailey, and Horvat, 1972). As confirmed by the GC analyses, the presence
of trans isomers in our oils was negligible —and, obviously, undetectable in the Raman
spectra. The strength of this signal was again strongly correlated with the degree of

unsaturation (r> > 0.98).
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Figure 2. Raman spectra in the 8001800 cm ™ region for the studied oils

A scissoring deformation band (vcy) for CH, groups in fatty acid chains was
observed at about 1440 cm ™. Despite its strength, this band provided no information of use
towards discriminating between the oils. This was not the case with the zone from 1200 to
1400 cm*, which exhibited two strong bands assigned to in-phase methylene twisting
motion and in-plane C=C-H deformation in an unconjugated cis double bond, centered at
about 1303 and 1267 cm™, respectively. These bands can be used to determine the
cis/trans ratio for oils and, in many cases, also for their authentication. As with the band at
1440 cm!, that at 1303 cm™* provided no useful information towards discriminating
between the four oils. The band at 1267 cm™ was due to a deformation vibration of C=C—
H bonds, so it differed between oils; thus, it exhibited the same sequence as the stretching
vibrations of =C—H and C=C bonds.
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Finally, the Raman zone from 800 to 1200 cm™ was that providing the least
discriminating information for our purpose. This zone contained the bands for backbone

vibrations of C—C bonds and stretching vibrations of C—O bonds.

3.3.  Adulteration of macadamia oil with sunflower and corn oils

Based on the above-described results, Raman spectroscopy is a powerful tool for
distinguishing vegetable oils in terms of degree of unsaturation. This led us to assess its
potential for detecting adulteration of a high-value oil such as that from our macadamia
with considerably cheaper oils such as our sunflower or corn oil. This could in principle be
accomplished by using the Raman spectral zones 2995-3050, 1600-1700 and 1200-1400
cm* to detect sunflower or corn oil added to macadamia oil. The three zones are in theory
the most suitable for detecting adulteration since the correlation coefficients between band
strength and degree of unsaturation are especially high (> 0.99) in them. We used samples
of macadamia oil containing 5, 10, 20, 30, 40 or 50% of sunflower or corn oil in order to
have an adequate number of experimental determination points for establishing accurate
correlations.

Raman spectra in the 2995-3050 cm™ region are shown in Figure 3 and Figure 4,
for various mixtures of macadamia oil with sunflower and corn oil, in addition to those for
the pure oil. This signal can be used as a measure of unsaturation in oil because it is
assigned to the stretching vibrations of the C-H bonds of =C-H groups in fatty acid chains.
In both cases, as can be seen from the figures, increasing the proportion of sunflower oil
increased band strength through an increased degree of unsaturation in the oil mixture. The
plots of band strength against degree of unsaturation or proportion of seed oil added (not

shown) exhibited excellent correlation (r*> 0.99).
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Figure 3. Raman spectra in 2990-3050 cm™ region for macadamia oil adulterated
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Figure 4. Raman spectra in 2990-3050 cm™ region for macadamia oil adulterated

with corn oil.
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Figures 5 and 6 show the Raman spectra in the 1600-1700 cm ™ region for various
mixtures of macadamia oil with sunflower and corn oil, in addition to those for the pure
oils. As noted earlier, this zone exhibited a band assigned to stretching vibrations of C=C
bonds in unsaturated fatty acid chains. Again, in both cases, as can clearly be seen from the
figures, increasing the proportion of corn oil (i.e. increasing the degree of unsaturation of
the oil mixture) increased the strength of the absorption band. A plot (not shown) of band
strength against degree of unsaturation or proportion of seed oil added exhibited excellent

correlation (r? > 0.99).
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Figure 5. Raman spectra in the 1600-1700 cm™ for macadamia oil adulterated with

sunflower oil
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Figure 6. Raman spectra in the 1600-1700 cm™ for macadamia oil adulterated with

corn oil.

The 12001400 cm* region exhibited two strong bands one of which, at 1267 cm ™,
was assigned to in-plane bending of unconjugated cis C=C—CH bonds in unsaturated fatty
acids. Figures 7 and 8 show the spectra for the mixtures of macadamia oil with sunflower
and corn oil, respectively. Again, increasing the proportion of seed oil increased band
strength through an increased degree of unsaturation in the oil mixture. A plot of band
strength against the degree of unsaturation or proportion of seed oil exhibited excellent
correlation (r? > 0.99) (not shown).
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The results obtained in pecan oil adulteration with sunflower and corn oils are
perfectly correlated with those described for macadamia oil, which are not shown.

Therefore, in our case Raman spectroscopy affords the qualitative and quantitative
detection of adulteration of macadamia oil with sunflower or corn oil.

4. CONCLUSIONS

We demonstrated that Raman spectroscopy is a valuable and useful technique for
determining the degree of unsaturation of a vegetable oil. Furthermore, in the case we
studied, the technique can also detect adulteration of valuable oil, such as macadamia, with
cheaper ones such as corn or sunflower. A generalization of these results requires further
study, including a larger amount of macadamia oils. However, for any macadamia oil that
can be acquired, its degree of unsaturation will always be considerably less than that of
corn or sunflower oil, so that this methodology can be applied to determine adulteration
macadamia oil with others cheaper oil.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors wish to acknowledge funding of this work by Spain's Ministry of
Science and Innovation, FEDER Funds, Consejeria de Innovacion y Ciencia de la Junta de
Andalucia and Servicio Centralizado de Apoyo a la Investigacion of the University of
Cérdoba.

REFERENCES

Aparicio R, Baeten V. 1998. Fats and oils authentication by FT-Raman. Oleag. Corps
Lipids 5, 293-295.

Baeten V, Fernandez-Pierna, JA, Dardenne P, Meurens M, Garcia-Gonzalez DL, Aparicio-
Ruiz R. 2005. Detection of the presence of hazelnut oil in olive oil by FT-Raman and FT-
MIR spectroscopy. J. Agric. Food Chem. 53, 6201-6206.



CAPITULO I11: RESULTADOS Y DISCUSION (ARTICULO 2)
Baeten V, Hourant P, Morales MT, Aparicio R. 1998.) Oil and Fat Classification by FT-
Raman Spectroscopy. J. Agric. Food Chem. 46, 2638-2646.

Baeten V, Meurens M, Morales MT, Aparicio R. 1996. Detection of Virgin Olive Oil
Adulteration by Fourier Transform Raman Spectroscopy. J. Agric. Food Chem. 44, 2225-
2230.

Bailey GF, Horvat RJ. 1972. Raman spectroscopic analysis of the cis/trans isomer
composition of edible vegetable oils. J. Am. Oil Chem. Soc. 49, 494-498.

Baranska H, Labudzinska A. 1987. J. Laser Raman Spectroscopy: Analytical Application.
Ellis Horward, Chichester, U. K.

El-Abassy RM, Donfack P, Materny A. 2009. Visible Raman spectroscopy for the
discrimination of olive oils from different vegetable oils and the detection of adulteration.
J. Raman Spec. 40, 1284-1289.

El-Abassy RM, Donfack P, Materay A. 2009. Rapid determination of free fatty acid in
extra virgin olive oil by Raman spectroscopy and multivariate analysis. J. Am. Oil Chem.
Soc. 86, 507-511.

Farhad FU, Abedin KM, Islam R, Talukder Al, Haider AFMY. 2009. Determination of
ratio of unsaturated to total fatty acids in edible oils by laser Raman spectroscopy. J. Appl.
Sci. 9, 1538-1543.

Guillén MD, Ruiz A. 2003. Edible oils: Discrimination by *H nuclear magnetic resonance.
J. Sci. Food Agric. 83, 338-346.

Knothe G. 2010. Biodiesel derived from a model oil enriched in palmitoleic acid,

macadamia nut oil. Energy Fuels 24, 2098-2103.

Korifi R, Le Dreau Y, Molinet J, Artand J, Dupuy N. 2011. Composition and
authentication of virgin olive oil from French PDO regions by chemometric treatment of
Raman spectra. J. Raman Spec. 42, 1540-1547.



CAPITULO I11: RESULTADOS Y DISCUSION (ARTICULO 2)
Maguire LS, O’Sullivan SM, Galvin K, O"Connor TP, O"Brien NM. 2004. Fatty acid
profile, tocopherol, squalene and phytosterol content of walnuts, almonds, peanuts,
hazelnuts and the macadamia nut. Int. J. Food Sci. Nut. 55, 171-178.

Li-Chan ECY. 1994. Developments in the detection of adulteration of olive oil. Trends
Food Sci. Technol. 5, 3-11.

Mannina L, Patumi M, Proietti N, Bassi D, Segre AL. 2001. Geographical characterization
of Italian extra virgin olive oils using high-field *H NMR spectroscopy. J. Agric. Food
Chem. 49, 2687-2696.

Muik B, Lendl B, Molina-Diaz A, Ayora-Cafiada MJ. 2003. Direct, reagent-free
determination of free fatty acid content in olive oil and olives by Fourier transform Raman
spectrometry. Anal. Chim. Acta 487, 211-220.

Muik B, Lendl B, Molina-Diaz A, Ayora-Cafiada MJ. 2005. Direct monitoring of lipid
oxidation in edible oils by Fourier transform Raman spectroscopy. Chem. Phys. Lipids 134,
173-182.

Muik B, Lendl B, Molina-Diaz A, Valcarcel M, Ayora-Cafiada MJ. 2007. Two-
dimensional correlation spectroscopy and multivariate curve resolution for the study of
lipid oxidation in edible oils monitored by FTIR and FT-Raman spectroscopy. Anal. Chim.
Acta 593, 54-67.

Paiva-Martins F, Rodrigues V, Caleheiros R, Marques MPM. 2011. Characterization of
antioxidant olive oil biophenols by spectroscopic methods. J. Agric. Food Chem. 91, 309-
314.

Sadeghi-Jorabchi H, Hendra PJ, Wilson RH, Belton PS. 1990. Determination of the total
unsaturation in oils and margarines by fourier transform raman spectroscopy. J. Am. QOil
Chem. Soc. 67, 483-486.



CAPITULO I11: RESULTADOS Y DISCUSION (ARTICULO 2)
Shaw AD, Di Camillo A, Vlahov G, Jones A, Bianchi G, Rowland J, Kell DB. 1997.
Discrimination of the variety and region of origin of extra virgin olive oil using **C NMR
and multivariate calibration with variable reduction. Anal. Chim. Acta 348, 357-374.

Yang H, Irudayaraj J. 2001. Comparison of near-infrared, Fourier transform-infrared, and
Fourier transform-Raman methods for determining olive pomace oil adulteration in extra
virgin olive oil. J. Am. Oil Chem. Soc. 78, 889-895.

Zamora R, Gémez G, Hidalgo FJ. 2002. Classification of vegetable oils by high-resolution
13C NMR spectroscopy using chromatographically obtained oil fractions. J. Am. Oil Chem.
Soc. 79, 267-272.

Zhang XF, Zou MQ, Qi XH, Liu F, Zhang C, Yin F. 2011. Quantitative detection of
adulterated olive oil by Raman spectroscopy and chemometrics. J. Raman Spec. 42, 1784-
1788.

Zou MQ, Zhang XF, Qi XH, Ma HL, Dong Y, Liu CW, Guo X, Wang H. 2009. Rapid
authentication of olive oil adulteration by raman spectrometry. J. Agric. Food Chem. 67,
6001-6006.



128



CAPITULO IV:
RESULTADOS Y DISCUSION
(ARTICULO 3)




130



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION (ARTICULO 3)
CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION (ARTICULO 3)

PAPER 3
Raman spectroscopy study of edible oils and determination

of the oxidative stability at frying temperatures

Maria A. Carmona, Fernando Lafont, César Jiménez-Sanchidrian, José R. Ruiz
Departamento de Quimica Orgénica, Universidad de Cdrdoba. Campus de Rabanales, Edificio
Marie Curie, Carretera Nacional IV-A, km. 396, 14071 Cordoba (SPAIN)

Keywords: Raman spectroscopy, olive oil, nut oils, oxidation, edible oils

Abbreviations: EVO (extra virgin oil), POO (pomace olive oil), ROO (refined olive oil), CO (corn
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Abstract

Samples of edible oils of different degrees of unsaturation were studied by Raman
spectroscopy. We demonstrate the potential of this technique for discriminating these oils.
Also, the Raman spectra for the macadamia, pecan and Brazil nut oils are for the first time
reported here. The fatty acid profile of each type of oil was established by gas
chromatography. The analytical results obtained from the spectra were highly correlated
with those provided by gas chromatography as regards the contents in monounsaturated
and polyunsaturated fatty acids of each oil type. Spectra were examined separately in the
wavenumber zones 2800-3100 cm™ and 800-1800 cm™, which were those exhibiting the
greater differences between oils. Also, as shown in this work, Raman spectroscopy is an
effective tool for assessing oxidation in various grades of olive oils. Based on the results,
extra virgin olive oil efficiently resists oxidation in the short term by virtue of its increased

antioxidant contents.
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Practical applications

In this paper we show the usefulness of Raman spectroscopy to distinguish between
edible oils. Similarly, the technique also allows us to discriminate between different heat
treated olive oils. At the industrial level Raman spectroscopy can be a useful tool to detect
adulteration related to the oxidation of fat. Its ease of use and the absence of sample

handling make it very effective for use in production systems on-line.
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1 Introduction

The high content of vegetable oils in essential fatty acids indispensable for
appropriate development of human tissues has turned them into highly recommended
ingredients for daily consumption. One of their greatest benefits is the prevention of heart
diseases. Some epidemiological studies have suggested an inverse relationship between nut
consumption and the incidence of such diseases [1]. The beneficial effects of these oils
have been ascribed to the presence of unsaturated fatty acids [2]. Relative to seed oils, nut
oils contain low levels of saturated fatty acids and high levels of unsaturated acids. This
has led to an increasing acceptance among consumers.

On the other hand, the oxidation of double bonds in unsaturated fatty acids occurs
mainly via radical reactions. The process affects the carbon in o with respect to the double
bond and leads to the formation of allyl hydroperoxides; as a result, hydrocarbon chains
retain their double bonds, which, however, can undergo positional and configurational
changes. In a subsequent step, the hydroperoxides formed are further oxidized to
aldehydes, ketones, carboxylic acids or epoxides.

The European Union issued EC Commission Regulation 1989/3 to impose legal
limits on the degree of oxidation of extra virgin olive oil with as measured by the
spectroscopically determined amount of dienes and trienes it contains (specifically, by the
absorbance at 232 and 270 nm, which constitute parameters K3, and Kz7, and must not
exceed 2.50 and 0.22, respectively). Absorbance values above these thresholds prevent
olive oil from being classified as extra virgin. However, the official method for
determining the peroxide number involves measuring the concentration of peroxide groups
(—O0-) in an oil in two steps. First, peroxide groups are reacted with excess iodide ion (I")
to form iodine (I,) which is then titrated with a standard solution of sodium thiosulphate in
the second step. The “degree of unsaturation” of an oil is measured as the “iodine number”,
which is the amount, in grams, taken up by 100 g of the oil. That amount is a measure of

unsaturation in oil.
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These chemical methods have lately been supplemented with spectroscopic methods

that measure not only the degree of oxidation, but also a number of additional parameters
in oil. For example, a number of instrumental techniques have been used to discriminate
between different types of vegetable oils or different samples of the same type. Specially
suitable for this purpose are *H and *C nuclear magnetic resonance spectroscopies [3-5].
However, the use of Raman spectroscopy for this purpose has grown dramatically in recent
years, especially for the quantitative detection of adulteration of extra virgin olive oil with
other, cheaper edible oils [6-9], its authentication [10-13] or even the determination of
some chemical species such as antioxidants [14] and free fatty acids [15,16] present not
only in olive oil, but also in other vegetable oils. In addition, Raman spectroscopy has been
used to assess stability against oxidation in olive oil [17,18]. The only olive oil examined
in the previous studies was extra virgin oil, which, however, is the least widely used owing
to its high price. This led us to use Raman spectroscopy in this work to assess the stability
against thermal oxidation of different types of commercial olive oils sold in the European
Union, which are the most suitable for frying on account of their increased stability and
their impregnating foods less markedly than seed oils. Also, in this work, we used Raman

spectroscopy for the first time to characterize macadamia, pecan and Brazilian nut oils.

2 Materials and methods
All reagents used to establish the fatty acid profiles of the oils were commercially

available products. The oils studied (four extra virgin olive (EVO-1, EVO-2, EVO-3 and
EVO-4), a pomace olive (POO), a refined olive ROO), a corn (CO), a sunflower (SO), a
macadamian (MO), a pecan (PO), a walnut (WO) and a brazilian nut (BO) oils) were
supplied by the Laboratorio Agroalimentario de la Junta de Andalucia (Cordoba, Spain).
The fatty acid analysis was carried out by methylation of the same prior and
subsequent determination by gas chromatography with FID detector on a Perkin Elmer
Mod. Clarus-500, using a BPX70 capillary column (60 m x 0.25 mm i. d.) Samples were

prepared as follows: threaded tube were weighed 0.15 g of oil, previously purified, with an
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accuracy of 0.01 g and dissolved in 2 mL of hexane. Then added to this solution, 0.2 mL of
methanolic 2N potassium hydroxide solution and stirred intensively for 1 minute. It is left
to decant the upper phase of hexane containing the fatty acid methyl esters for 30 min,
taking an aliquot of the same of 1 ml for injection into GC. Identification of fatty acid
methyl esters was carried out by retention times and quantification was performed as %
area.

The Raman spectra for the oil samples were acquired with a Renishaw Raman
instrument (InVia Raman Microscope), equipped with a Leica DM2500 M microscope
furnished with various lenses (5%, 20x, 50x and 100x), monochromators and filters, and a
CCD. Spectra were obtained using a 20x magnification objective and by excitation with
green laser light (532 nm) over the wavenumber range 800-1800 cm* and 2800-3050 cm™.
A total of 32 scans per spectrum were performed in order to improve the signal-to-noise
ratio. The liquid samples were placed in the Raman microscope on a Petri dish. Each
spectrum was automatically smoothed and baseline corrected using the functions of the
spectrometer software Wire 3.3. The normalization of the spectra was performed using the
PeakFit v4.11 software.

3 Results
Fatty acid (FA) composition is an important parameter for the evaluation of edible

oils. It is also used to assure their authenticity and detect frauds [12,13,19]. Table 1 shows
the major fatty acids present in the oils studied in this work. For olive oils, palmitic, stearic
and oleic and linoleic acids were found to be the major fatty acids. In the other oils,

linoleic and oleic acids are the more abundant.
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Table 1. Fatty acid composition of oil samples.

oil Major fatty acids
Cl16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

EVO-2 11.3 3.2 78.0 5.0 0.7

EVO-4 9.4 3.0 82.6 3.7 0.5

ROO 10.7 34 72.7 6.0 0.5

SO 6.2 4.4 23.9 64.8 0.1

PO 6.3 2.6 62.9 26.4 1.2

BO 13.6 9.5 30.7 45.3 0.1

The Raman spectrum for a vegetable oil typically contains useful bands for its
characterization in the regions 800-1800 and 2800-3050 cm™ [19]. This led us to acquire

the spectra for the studied oils in these two regions. The exact assignment of Raman bands
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of different vegetable oils has taken some time. The signals for extra virgin olive oil, which
is among the most widely studied with this technique, have been unequivocally established
[15,19]. Existing assignations can be used in conjunction with fatty acid profiles to
elucidate the bands for other vegetable oils [6,20,21].

Figures 1, 2, 3 and 4 show the Raman spectra for the thirteen oils studied in 2800-

3050 and 800-1800 regions, respectively.
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Figure 1. Raman spectra in the 2800-3050 cm™ region for the studied olive oils
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Figure 2. Raman spectra in the 2800-3050 cm™ region for the studied non-olive oils.

4 Discussion
Table 1 shows the results of the (FA) chromatographic analyses conducted on the

thirteen types of oil. The FA composition is the first characteristic used for determining the
purity of oil. The principal variation in FA composition of oils is the length and degree of
unsaturation (also shown in table 1). In fact, olive oils contain a high amount of oleic acid,
a low level of linoleic acid and a very level of linolenic acid. The other oils exhibit
considerably high linolenic acid contents for beyond the values encountered in the olive

oils.
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The Raman spectra for a vegetable oil typically contains useful bands for its
characterization in the regions 800-1800 and 2800-3050 cm ™ [19]. This led us to acquire
the spectra for the studied oils in these two regions. Since the fatty acids in vegetable oils
vary little in composition, but markedly in proportion, the Raman bands for a vegetable oil
can in principle be assigned like those for extra virgin olive oils, the Raman spectra for
which have been unambiguously characterized in a wide variety of samples [19,22]. Using
the Raman spectra and fatty acid profiles allowed us to assign for the first time the
absorption bands for the oils not previously studied in this respect. The assignation was

facilitated by examining the two above-mentioned spectral regions separately.
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Figure 3. Raman spectra in the 800-1800 cm™ region for the studied olive oils
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2800-3050 cm™ region. Figures 1 and 2 show the Raman spectra for the oils in the
2800-3050 cm™ region. All twelve oils exhibited four well-defined bands below
3000 cm™ ! centered at approximately 2855, 2894, 2932 and 2969 cm . These bands are
typical of C—H stretching vibrations (vcy) in methyl (-CHs) and methylene (—-CHj,-)
groups. These two groups are the most abundant in the hydrocarbon chains of fatty acids in
vegetable oils. A fifth signal was also observed at ca. 2874 cm* that was assigned to
stretching vibrations in CH, groups bonded to an unsaturated carbon atom (—-CHy—
CH=CH-) present in unsaturated fatty acid chains. Bonding of an unsaturated carbon atom
to a methylene group shifts the absorption band for the C—H stretching vibration in the
group. There was an additional, sixth band above 3000 cm™ corresponding to C—H
stretching vibrations of C=C—H groups in unsaturated fatty acid chains. According to
Sadeghi-Jorabchi et al. [20], this signal is shifted to increasing wavenumbers with
increasing number of double bonds; thus, it occurs at ca. at 3006 cm ™ in oleic chains and
3013 cm* in linoleic chains. Also, Li-Chan [23] has proposed using this signal as a

measure of unsaturation in oils.
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Figure 4. Raman spectra in the 800-1800 cm™ region for the studied non-olive oils.
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Table 2 shows the exact wavenumbers of the bands for the C=C-H stretching signal.

As stated above, the results allowed us to correlate signal intensity with degree of
unsaturation and iodine value. The degree of unsaturation (DU) of each oil was estimated
from the combined proportion of monounsaturated acids plus twice the proportion of bi-
unsaturated acids and three times that of tri-unsaturated acids, all as determined by GC and
the iodine values were experimentally determined by the Hanus method. In this way, a
plot of DU versus relative intensity of the Raman signal (Figure 3, line in black) was a
straight line with a very high correlation coefficient (> > 0.98). Likewise, an excellent
correlation is obtained by representing the iodine value versus relative intensity of the
Raman signal (Figure 5, line in red). Therefore, this technique provides a good method to
determine the level of unsaturation of a vegetable oil. In the representation we can see how
all olive oils are in the same area, along with macadamia. The latter, although in the table 1

shows that the oleic acid content is 60.4% also has a significant quantity of palmitoleic
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Figure 5. Plots of DU and iodine value versus relative intensity of the Raman signal
corresponding to C=C—H stretching signal . 142
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acid, 18.3%, which makes the degree of unsaturation is close to that of oil olive. On the
other hand, the wavenumber of the absorption bands increased with increasing proportion
of polyunsaturated fatty acids, but the increase was not proportional to the degree of
unsaturation.

Table 2. Wavenumber and intensities of the Raman signals for vcy Stretching

vibrations for C=C-H bons and degree of unsaturation and iodine value of the studied oils.

Oil  Signal Intensity Degree of unsaturation lodine value
(cm™) (a.u.)
EVO-1 3009.2 0.1040 92.1 81.4
EVO-2 3008.4 0.0984 91.0 81.0
EVO-3 3009.6 0.1085 95.1 83.4
EVO-4 3009.4 0.0990 91.7 81.1
POO 3009.6 0.0998 93.8 82.2
ROO 3008.7 0.0994 92.0 814
CO 3013.4 0.1716 142.7 118.8
SO 3013.6 0.1908 153.9 124.3
MO 3008.8 0.0979 87.6 79.8
PO 3012.2 0.1267 119.6 96.5
WO 3014.1 0.2297 171.8 134.0
BO 3013.2 0.1508 122.0 106.9

800-1800 cm™ region. The Raman spectral region from 800 to 1800 cm* contained
a number of bands (particularly those for stretching vibrations of C=0, C=C and C-C
bonds, in addition to others for bending vibrations in C—H bonds). Figures 3 and 4 show
the spectra for the oils in this zone. As can be seen, all exhibited a small band centered at
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about 1750 cm™* that was assigned to stretching vibrations of C=0 bonds in glyceryl esters.
This relatively weak band was unaffected by the presence of unsaturated groups in the
vicinity of the C=0 bond, so it was essentially similar for all oils and provided no
discriminating information. There was, however, a very strong band centered at about 1658
cm* that was assigned to stretching vibrations of C=C bonds in fatty acid hydrocarbon
chains. The exact position of this signal depends on the cis/trans ratio of the isomers
present in the oil, and is roughly 5 cm™ smaller for the cis isomer [24]. The presence of
trans isomers in our oils was negligible (determined by GC) and obviously undetectable in
the Raman spectra. There were, however, differences in band intensity between the oils
and again, the intensity was highly correlated (r* > 0.98) with the degree of unsaturation
and the iodine value.

There was a band at ca. 1440 cm ™ due to scissoring deformation vibrations (8ci.) of
CH, groups in fatty acid chains. Despite its high intensity, this band was useless to
discriminate the oils. By contrast, the zone from 1200 to 1400 cm* contained two strong
bands: one at ca. 1265 cm™* corresponding to in-phase methylene twisting and the other at
ca. 1300 cm™ due to in-plane C=C—H deformation, both in an unconjugated cis double
bond. This spectral zone can be used to determine the cis/trans ratio in refined or otherwise
processed oils and hence to authenticate them. As with the band at 1440 cm™, that at 1300
cm ' was uninformative as regards discriminating between the four oils. On the other hand,
the band at 1265 cm*, by virtue of its corresponding to deformation vibrations in C=C—H
bonds, differed between the types of oil and in the same sequence as the =C-H and C=C
stretching vibrations.

Finally, the zone from 800 to 1200 cm ™, which contained the backbone vibration
bands for C—C bonds and stretching vibration bands for C-O bonds, was that providing the

least useful information towards distinguishing the four oils.
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Oxidation of olive oils in 