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RESUMEN

Se analizaron los carotenoides del aceite crudo de palma
africana, asi como también de sus Jjabones y Acidos grasos,
por cromatografia liquida de alta resolucidn. Se encontrd
en estos materiales un alto contenido de heta-caroteno y
alfa-caroteno; y contenidos menores de licopeno y xantofilas.

Diferentes condiciones en el proceso de acidulacidén para
obtener acidos grasos a partir de los jabones de aceite de

palma, no provocaron conversidén significativa de carotenos a

xantofilas.

Realizando andlisis por cromatografia liquida de alta re-
solucidén, se encontrdé que la gallina ponedora incorpora en la
yema de huevo los pigmentos principalés del aceite de palma
(beta-caroteno, alfa-caroteno, gama-c¢aroteno, licopeno y xan-
tofilas).

E]l aceite de palma y los acidos grasos obtenidos a partir
de jabones de este aceite, son una buena fuente de grasa,
provitamina A y base de pigmentacién para suplementar con

otra fuente de pigmentos la dieta de gallinas ponedoras.
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I. INTRODUCCION

El aceite de palma africana (Elaeis guineensis) represen-
ta para duatemala un producto natural con alto potencial qui-
mico-alimenticio y se espera que tome un papel importante pa-
ra solucionar los problemas de Abastecimiento de aceite co-
mestible en nuestro medio. Por otra parte, durante el refi-
namiento del aceite de palma pueden obtenerse sdbproductos
como jabones y tierras activadas, las cuales prescentan un al-
to conténido de carotenoides. Es indispensable realizar in-
vestigapién para el mejor aprovechamiento de estos suproduc-
tos, ya que poseen caracteristicas dnicas. El presente tra-
bajo es continuacidn de las investigaciones de Edgar Arriaga
(1985) y Guerda Huertas (1987). Los tres estudios fueron i-
niciados y dirigidos por la Ing. Elvira de Mejia con fondos
proporcionados por International Foundaticn for Sciénce, Sue-
cia. En la realizacion de los trabajos se ha contado con
la valiosa participacidn de Ronaldo Pérez Quan, Edwin,K Caste-
llanos y el Dr. Bud Hudson.

Los Jjabonzs resultantes del refinamiento del hceite de
pralma fueron propuestos como fuente de pigmento para yema de
huevo de gallina ponedora (Arriaga, 1985; Huertas, 1987).
Faltaba sin embargo, realizar una caracterizacidn mas deta-
llada de los carotenoides presentes en el aceite de palma que

se produce en Guatemala, y en los jabones provenientes del
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refinamiento alcalino de este aceite. Hacia falta también

conocer cuales carotenoides se logran incorporar en la yema

de huevo de gallina ponedora, cuando se utiliza aceite de

palma o sus Jjabones acidulados como fuente de grasa y pigmen-

t.os en la dieta de estos animales. Son estos dos Ultimos

aspectos los que se investigan en el presente trabajo.
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II. ANTECEDENTES
A. Palma africana (Elaeis guineensis)

1. Descripcion

La Palma africana o palmera oleaginosa (Elaels gui-
neenslis) pertenece a la familia de las Palmdceas, tribu de
las Cocoineae y género Elaeis. Su cultivo es propio de 1a
zona tropical himeda, y para ello se utiljza un hibrido con
E. melanoccocs, logrando con esto reducir la altura de la
palmera.

Los frutos de la palma se dan en racimos, con ndmero
promedio de 1,200 a 1,500 frutos/racimo. La produccidén de
racimos ocu;re a todo lo largo del ano, es de alrededor de
15 racimos anuales por palmera y empieza desde los cuatro
anos de vida de la palmera hasta los 20 o 25 anos.

En Guatemuia se cultiva la variedad Ténera, la cual tie-
ne frutos con cidscara de menos de 2mm  de grosor.

El principal producto de la palma africana es aceite. De
su fruto se obtienen 2 tipos de aceite: el llamado aceite de
palma, con alto contenido de carotenoides, proviene del meso-
carpio o pulpa (45 a 50% de su peso es aceite); el otro acei-

te, conocido como aceite de palmiste, se extrae del endos-

permc de la semilla (Surre, et al, 1969).
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El aceite de palma es comestible, puede ser utilizado en
margarinas y mantecas o, como el aceite de palmiste, en la

fabricacidn de jabones y pintura (Kuksis, 1978).

2. Potencial del aceite de palma

Como fuente de acéite, Elaeis guineensis posee caracte-
risticas muy convenientes a nuestro pais:
a) Es la oleaginosa de mayor rendimiento de aceite por areca
de lterreno cultivada.
b) Posee buena resistencia a plagas.

c) CGuatemala posee el medio adecuado para su cultivo.

En 1981 las zonas culti&adas con Palma africana en Gua-
temala eran de 3782.3 manzanas, contandose con 3 plantas para
la extraccidon del aceite. Actualmente se cuenta con una
planta de refinamiento fisico, y se ha propuesto metodologia

para el refinamiento alcalino (Arriaga, 1985).
3. Composicidén del aceite de palma

E]l aceite de palma esta compuestovprincipalmenﬁe por
triglicéridos. La composicidén de acidos grasos en.lbs tri-
glicéridos varia dcpendiendo de la procedencia del aceite
(Maclellah, 1983; Kuksis, 1978; Mazuelos, 1986). . La Tabla 1
presenta el resultado de un analisis tipico de dcidos grasos
en el aceite de palma.

Debido al contenido de acidos grasos saturados, palmi-

tico y estedrico principalmente,el aceite es sdlido a tempe-

-
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ratura ambiente (Punto de fusidn: 38-45 C). La gran propor-
cidn de dcidos saturados también provoca que en la posicidén B
del glicerol, donde suelen predominar los dcidos grasos insa-
turados, exista una mayor cantidad de &cidos grasos satura-
dos en relacién a otros aceites, ver Tabla 2. Esta caracte-
ristica ha sido utilizada para detectar mezclas con el aceite
de oliva, ya que se aprovecha el bajo costo del aceite de’ .
palma para diluirlo (Mazuelos, 1986).

Ademds de los triglicdéridos, el aceite de palma crudo
contiene impurczas solubles definidas como gomas. Iinlre es-
tas tenemos fosfolipidos y complejos metalicos, perdxidos y
sus productos, carotenoides (Ver Apéndice A), acidos grasos
libres y diglicéridos (Maclellan, 1983).

Con respecto al contenido de carotenoides totales en el
aceite de palma, generalmente expresados como equivalentes de
B-Carote- no, en la Tabla 3 se presentan algunas cuantifica-
ciones reportadas.

En 'una publicacidn sobre la composicidén de alimentos
(Flores, et al, 1969) se reporta que el E€5% de los carotenoi-
des presentes en el aceite de palma esta constituido por be-
El tipo de carotenoides que predominan, como

t.a-caroteno.

puede verse en la tabla 4, son beta-, alfa- y gama-Caroteno.
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TABLA 1
Contenido de acidos grasos

en aceite de palma africana

——————————————————————————————————————— —————————————— ——_— — —

Acido graso g/100 g accitex*
Ladrico (12:0) 0.2:%0:1
Miristico (14:0) 1.1'4 0.4
Palmitico (16:0) 42.0 + 4.8
Estedrico (18:0) P S i S W
Araquidico (20:0) 0.3 + 0.1

totai saturados '47.9
Palmitoleico (16:1) 0.5 + 0.5
Oleico (18:1) 37.9 £+ 6.9
Linoleice (18:2) 80 +.2.3
Linolénico (18:3) 0.3 + 0.2

total insaturados 47.7

@ — — —— — ———————— ———————————— T - " ————— T —— —— —— — ————— .

( Kuksis, A. 1978)

*Desviacidn estandar de 20 muestra:s analizadas.
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TABLA 2

Porcentaje de acidos grasos saturados en la
posicidon B de los triglicéridos de varios aceites
Aceite % de acidos grasos saturados

en la posicidn B

— o ———————————— ———————— —— T ——— T ——— — —— — ——— T — — S — T —— — — ——— —— —

Aceite de Palma : 19
Aceite de girasol 1
Aceite de cartamo 0.8,
Aceite de algoddn 4

—— o ——————— ——— —— — T T S e S

( Mazuelos, F. 1986 )
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TABLA 3

Contenido de carotenoides en aceite de palma

— e — i ————————————— ————— ———— —————— ———————————————— . ————

Carotenoides totales Procedencia Referencia
(ppm) del aceite
330 Brasil (Pinto,1959)
800 Malasia (Meanra,1976)
404-828 Malasia (Muller-Mullot,1975)
567 Malasia (Jacobsberg,1975)
500-700 Malasia (Maclellan,1983)
1070-668 Africa (Hunter, 1946)
500-700 Africa (Loncin, 1972)
540 - Guatemala (Arriaga,1985)

JE I —————————L R Rl B e L P ———

( Arriaga, E. 1985 )
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TABLA 4

Carotenoides en el aceite de palmax

@ — — —— — —— ————— — — — — — T ——— S T T — —————— — T S ——— — — ——— ———————— —————— - —

Carotenoide % del total
beté-Caroteno 62
alfa-Caroteno 29
gama—Caroteho 4
Xantofilas 3
'Licopeno - 2

(Maclellan, 1983)

¥ Aceite de Malasia.
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4. Jabones como subproductos del refinamiento del aceite de
palma

Extraido el aceite de la pulpa del fruto (para detalles
ver Arriaga, 1985) es necesario refinario para utilizarlo en
alimentos.

Existen dos procesos posibles de refinamiento: el pro-
ceso llamado fisico y el proceso llamado alcalino. En el
refinamiento fisico se utiliza acido fosfdrico para desgomar,
y luego son separados los acidos grasos volatiles con altas
temperaturas y vacio.

E]l refinamiento alcalino consiste en nceutralizar los
dcidos grasos libres del aceite .con una base, generalmenle
hidrdxido de potasio. Esta operacidn da lugar a la formacidn
de jabones de desecho, sales de acidos grasos, Que son scpa-
rados por decantacién o centrifugacién. TFinaliza el refina-

miento blanqueando con tierras activadas.

5. Acidos grasos a partir de Jjabones de desecho

Los jabones de desecho del refinamiento alcalino, pue-
den se utilizados como fuente de grasa en raciones para ani-
males. Sin embargo no son suministrados como tales. Prine-
ro son transformados en acidos grasos, acidos carboxi-
licos, por medio de una‘acidulacidn. La literatura no re-
porta condicioneﬁ experimentales espécificas para el proceso
de la acidulacién. Basicamente se trata de la adicidn de a-
cido a los jabones, para luego lavar los dcidos grasos resul-

tantes del acido en exceso. Tampoco se conocen datos gene-
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rales de transformaciones que sufraen los carotenoides
presentes.

La utilizacidn de dcidos grasos, a partir de jabones de
desecho, en raciones para aves también se ha realizado con a-
ceite de semilla de algoddn (Bartov, et al, 1974) y aceite de
soya (Bartov, et al, 1974; Lipstein, et al, 1967; Budowski,
et al, 1964).

Durante el proceso de acidulacién de los jabones, los ca-
rotenoides pueden sufrir reacciones. Se tiene el caso de la
formacidn del 3'-hidroxi-3,4,-dehidro-B-caroteno a £nrhir de
la luteina presente en los jabones del aceite de soya, acidu-
lando con acido sulfurico. Este nuevo compuesto tiene caric-
iter de provitamina A2 para pollos (Budowski, ‘et al, 1963; Bu-
dowski, et al, 1964). También, se menciona la formacidn de
xantofilas durante el proceso de acidulacidn de los jabones
del aceite de soya (Lipstein, et al, 196€6). Formacidn de
isomeros y cambios estructurales pueden ocurrir bajo las con-

diciones en que se lleva a cabo la acidulacidn (Goodwin,

1980).

B. Pigmentacidn de la yema de huevo de gallina ponedora

El color quec se observa en la yema de huevo sc debe a
pigmentos, carotenoides, que son absorbidos por la gallina
al alimentarse. No todos los carotenoides son absorbidos en
la misma proporciodn, algunos permanecen iguales quimicament.e

dentro del ave y otros son transformados.

*
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Las principales fuentes naturales de pigmentos en las
dietas de gallinas ponedoras, son el maiz amarillo, la alfal-
fa y los derivados de pastos. Contienen principalmente lu-
teina, zeaxantina, violaxantina, neoxantina y otras xantofi-
las (ver apéndice A) (Smith, et al, 1965).

Son varios los alimentos naturales que se han investigado
como fuente de pigmento. Existen investigaciones con algas
marinas (Jensen, 1963), chile, Capsicum sp. (Mackay, et al,
1962), flor de muerto, Tagetes erecta (Brambilla, et al,
1962; Fletcher, et al, 1981), follaje de camote (Garlich, et
al, 1974), Jjabones acidulados de aceite de soya (Lipstein,ct
al, 1966), jabones acidulados de aceite de palma (Huertas,
1987). Los ultimos dos materiales tienen la ventaja de
proporcionar grasa vegetal, de mayor valor ;limenticio que
cl sebo comunmente utilizado en raciones para aves.

Las xantofilas, carotenoides con oxigeno en su estructu-
ra quimica, son los pigmentos mas efectivos para colorear las
las yemas, sin embargo, como lo muestra la Tabla 5, no son
depositadas en la yema en iguales proporciohes (Marusich, et
al, 1970). Sin embargo la utilizacidn de xantofilas por las
aves no es un fendémeno constante y aun con aves genéticamente
similares se ha demostrado que su aprovechamiento varia
(Portsmouth, 1970; Jensen, 1963).

En el caso de los carotenoides con valor de provitamina A
(Ej. beta-, alfa- y gama-Caroteno), la mayor parte son trans-
formados a vitamina A y debido a esto no resultan una buecna

fuente de pigmento (Morrison, 1959; Williams, et al, 1963).
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Los pigmentos de mejor capacidad pigmentante han sido aprove-
chados para su comercializacidn, son vendidos bajo los nom-
bres de Carophyll-Yellow y Carophyll-Red (ester etilico del

acido B-apo-8'-Carotenoico y cantaxantina, respectivamente)

por la compafiia Hoffmann-La:Roche.

1. Niveles de vitamina A y carotenoides requeridos por

gallinas ponedoras

Un buen suplemento de vitamina A y carotenoides no solo
es necesario para la produccién de yemas bién pigmentadas.
Las aves lo requieren para un normal crecimiento y desarrollo
(Morrison, 1959).

Con un buen margen .para tomar en cuenta degradacidn, se
recomiendan 3,000 unidades U.S.P.* de vitamina A por libra de
comida para gallinas ponedoras (Morrison, 1959). En clima ca-
lido se requicre de mayor concentracidén de vitamina A debido
a un menor consumo de alimento.

A pesar de las variéciones que se observan en la utiliza-
cion de xantofilas y carotenoides, se han estimado cantidades
adecuadas de pigmentos. La Tabla 6 muestra los niveles reco-
mendados de xantofilas recomendados en raciones de gallinas
ponedoras para lograr pigmentacién adecuada de la yema de

huevo.

¥ En el caso de las aves 1 U.S.P.(United States Pharmacopea)
equivale a 1 I.0.(International Unit) suministrado como
vitamina A, esto es equivalente a 0.6 mcg de B-Caroteno o 0.3
mcg de vitamina A (alcohol) (Marusich, et al, 1953).
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TABLA 5

.Porcentaje de carotenoides de la dieta
que se depositan en la yema

———————————————————_———————— ———————————_——————————————————————— -

' % de Carotenoide de la dieta
Carotenoide depositado en la yema

——————————————————————————————————————— " ——— —————————————_—————— -

Ester etilico del acido
B-apo-8'-carotenoico(Carophyll-yellow) 34

Cantaxantina (Carophyll-red) 20
Eter isozeaxantindimetil 11
B-apo-8'-carotenal 9
Citranaxantina : 8
Zeaxantina 7
Astaxantina 4
Capsantina

Torularhodina

3
3

Equinenona 3:D
Violaxantina 3
1 b

B-Caroteno

- — —— —— — - = ——— — - — —— — — — — — - S T - S S S — —— — — G T G S S S S SES S G G S — e —

( Hoffman-La Roche. 1974 )

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

)4

w

TABLA 6

Niveles de §antofila5 en raciones de gallinas ponedoras pa-
ra lograr pigmentacién adecuada de la yema de huevo

——————————————————————————
S — —————————— ——————— ———— ——— ———————

: o Xantofilas nece-
Clasificacion de alimento diario

. sarias de acuerdo

la gallina aprox. (onzas) a dos niveles de
color de yema

(mg/kg alimento)

muy bueno buen promcdiq

Liviana 9.5 =i 20 15 12.5
Media 4.25-'4.92 12.5 10.4
Pesada 5.0 o mas 10.4 8-9

( 'Portsmouth,J. 1970 )

Respecto a la cantidad de carotenoides totales que tipi-

camente se encuentran en una yema de huevo bién pigmentada

se ha recportado 0.015, 0.18, 1.79 mg/100 g de yema para caro-

teno, criptoxantina, y zeaxantina respectivamente, utilizando

maiz amarillo como fuente de pigmento (Williams, et al,

1963).
2. Replecidén y deplecidén de pipmentos

l.as gallinas que han sido depletadas de carotenoides de-
positan rapidamente los pipgmentos al agregparseclos de nuevo en

su alimento. Varios investigadores han encontrado que el

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

16

tiempo necesario para que se estabilice la concentracidn de
carotenoides en la yema es de 8 a 10 dias (Williams, et al,
1963; Brambila, et al, 1963; Mackay,et al, 1963). Utilizén-
do aves que han sido alimentadas con una dieta libre de xan-
t.ofilas durante todo su crecimiento, han encontrado que se

.

requierc 10 dias para replecién (Hinton, et al, 1974).

En 3 semanas de produccidn son removidas las xanto-

filas almacenadas en el cuerpo de la gallina y son utiliza-
dqs para pigmentar la yema (Hinton, et al, 1974). Otros
trabajos reportan 2 semanas para el tie&po de deplecidn (Sua-
rez, 1969; Livingston, et al, 1969; Budowski, et al, 1964).

Al parecer, las xantofilas pigmentantes no son necesarias
para el crecimiento de las galliqas ponedoras (Hinton, el al,
i

1974) incluso se propone alimentarlas con pigmentos a partir

de la cuarta semana antes del inicio de la produccidn.
3. LEfectos de la grasa en la racidén para aves

La grasa de la dieta, adeﬁas de fuente caldrica, tiende
a proteger los carotenoides de oxidacidn (Lipstein, et al-,
1966) . Grasa extra en la dieta puede provocar un incremen-
to en la absorcidn de carotenoiées al servir como acarrcador
(Mackay, et al, 1963). Sin embargo en cantidades demasiado
altas puede disminuir el consumo de alimento por estarse su-
ministrando mucha fuenite caldrica (Lipstein, et al, 1966).
FEl anterior efecto puede traducirse en diminucidén de produc-

cidn vy peso de las aves (Bornstein, et al, 1963).
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Se ha demostrado que el grado de saturacién de la grasa
corporal de pollos de engorde se ve afectada por el tipo de
grasa consumida en la dieta. Un mayor grado de insaturacion,
grasa mas liquida, provoca que la carne sea mas inestable en
el almacenamiento debido a rancidez oxidativa en las insatu-
raciones. Experimentos con jabones acidulados de accite de
semilla de algodén y aceite de soya han mostrado que el pri-
mero da lugar a grasa corporal muy similar a la que se oblie-
ne alimentando con ¢ecbo animal (Bartov, et al, 1974); El
contenido de acidos grasos que presentan los jabones acidula-
dos del accite de semilla de algoddn, aceite de soya y &ebo
animal se muestran en la Tabla 7.

TABLA 7

- . - . . ,
Composicion de acidos grasos en varias fuentes de
grasa para alimento de aves de engorde’

o ———————————————————— — ——————— —————— — . . . S — ————— ——————————

Fuente de acidos grasos(1l)(% p/p del total de ac. grasos)

grasa
12:0. 1420 1620 -.1623  18:0 ,18x1. . 18:=2 18x23

Sebo % 3.5, 27.4 Bl 4,810 37.5 4.1 —-—

Jabones ac. i
de aceite de
algoddn <% | 1.3 204 1.0 3.0 21.6 49.5 1.0

Jabones ac.

de aceite de
soya 0.2 0.2 21.1 1.0 2:4, 22:1 .48.2 1.8

(2) Namero de dtomos de carbono en la cadena: dobles enlaces.
( Bartov, et al. 1974 )
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Niveles bajos de jabones acidulados en la dieta, ain con
alto grado de insaturacidén (Ej. de aceite de soya) dan origen
a grasa saturada en las aves. Al parccer esto se debe a baja

disponibilidad y no al bajo contenido (Bartov, et al, 1974).

4. Pigmentacién por combinacidén de carotenoides rojos

y amarillos

Una forma de aumentar el color de pigmentacién en ycmas
es utilizando mezclas de carotenoides rojos y amarillos. Te-
niendo como base el pigmento amarillo, es necesario agregar
cantidades minimas de pigmento rojo para mejorar el color
hasta niveles logrados solo con cantidades muy altas de pig-
mento amarillo. La fuente de pigmento rojo puede ser sin-
tética (cantaxantina = Carophyll-Red) o natural (el chile pi-
miento, que contienc capsantina y capsorubina).

Para Ja evaluacidn de estos pigmentos en material biolo-
gico, existen problemas con los métodos comunmente usados.
Entre las ventajas que pueden obtenerse al agregar pigmentos
rojos tenemos: mejoramicnto de la calidad del color, mayor
capacidad de intensidad. habilidad de predecir el color de la
yema, mayor flexibilidad para formulaciones y reduccidn de

costos en base a color (Fletcher, et al, 1981).

C. Aceite de palma y subproductos como fuente de pigmentos

para gallinas ponedoras

Investigaciones anteriores (Arriagé. 1985; Huertas,1987)
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destacan el uso potencial del aceite de palma y sus jabones
de desecho acidulados como fuente de plgmentacidén para yema
de huevo de gallina ponedora.

El aceite crudo, con los niveles de carotenoides antes
mencionados (ver Tabla 4) parece ser una fuente adecuada de
pigmentacién. E. Arriaga (op cit.) presenta un contenido de
393 + 32 ppm como nivel maximo de carotenoides totales en
jabones de desecho recién 5eparados y considera adecuado em-
plear los acidos grasos de éstos materiales en raciones de
gallinas ponedoras. Otros investigadores han reportado que
el contenido de xantofilas en jabones acidulados del aceite
de Soya esta entre 168-260 ppm, y lo consideran adecuado para
utilizar el material como fuente de pigmento en dietas de
gallinas. Sin embargo debe tenerse en cuenta que mucho
del carotcnoide presente en el acéite de palma es de tipo no
pigmentante (beta y alfa-Caroteno aprox. 91%), no restandole

esto su importante potencial de provitamina A.

D. Determinacidén de carotenoides

1. Métodos de analisis para carotenoides
Los carotenoides (ver apendice A) son extraidos con
solventes apolares, excepto si se encuentran formando
complejos con proteinas o glicdsidos. En un tejido seco se
utilizan solventes no miscibles con agua (Ej. eter dietilico,
eter de petroleo) y en tejido fresco, un solvente como aceto-

na o etanol actuarad como agente deshidratador y extractante.
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Si existe gran cantidad de lipidos neutros en el extracto
serda necesario saponificar el material (hidrdlisis alcalina).

Los fraccionamientos preliminares del extracto con caro-
tenoides, comunmente se realizan por cromatografia de columna
abierta o por particidn entre solventes no miscibles. Subse-
cuente separacidn de fracciones se realiza por cromatografia
en papel o en capa fina. Los productos aislados son crista-
cristalizados o analizados en sus propiedades fisicas direc-
tamente (espectro UV-Vis de absorcidn, espectro IR, espectré-
metro de masas, resonancia magnética nuclear, dispersidén ro-
tatoria dptica y dicroismo, cristalografia de Rayos-X).

La cromatogfafia liquida de alta resolucidn ha empezado a
emplearse desde hace algunos anos para separar mezclas com-
plejas de carotenoides, y parece estar obteniendo gran popu-

laridad por su gran potencial analitico (Goodwin, 1980).

2. Principios del andlisis por cromatografia liquida de

alta resolucidn °

La cromatografia liquida de alta resolucién es conocida
también como cromatografia liquida moderna o cromatoérafia
liquida de alta presidén (HPLC). Como cualquier otra técnica
cromatografica, es una separacién fisica de sustancias entre
una fase estacionaria y otra mévil. En este caso la fase es-
tacionaria es un material de particulas pequehas que se en-
cuentra empacado en una columna metalica (diametro de 2-5 mm)
La columna es reutilizable, y por lo compacto de la fase es-

tacionaria, la fase movil requiere de presiones mayores a la
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atmosférica para que fluya por ella. La versatilidad de la
técnica se debe a la gran cantidad de diferentes fases esta-
cionarias que pueden ser utilizadas. '

En base a la naturaleza de la fase estacionaria y al ti-
po de proceso de separacidén, la cromatografia liquida de alta

resolucién se ha dividido en 4 clases:

a.- Cromatografia por adsorcidn (o liquida-sélida).
Su fase estacionaria es un adsorbente y la separacidn se
basa en procesos repetidos de adsorcidn-deadsorcidn.

b.- Cromatografia de particidn (o liquida-liquida).
La fase estacionaria tiene moléculas unidas a un sopor-
te. La separacidn ocurre por particidn entre esta fase
“1iquida".de la fase estacionaria y la fase mévil.

c.- Cromatografia por intercambio idnico.

L -

La fase estacionaria tiene cargas ionicas en su superfi-
cie. Las particulas cargadas de la muestra son separadas
al ser retenidas o no retenidas debidoja su tipo y magni-
tud de carga, la cual puede controlarse con un buffer en
la fase mdvil.

d.- Cromatograiia por exclusidén (cromatografia en gel o tamiz
molecular).
La fase estacionaria posee poros de tamaho controlado,

las moléculas son separadas por su peso molecular.

. - " - -
Con respecto a la relacidén de polaridades fase movil-
fase estacionaria, en cromatografia de Fase Normal, la sc-

gunda es mas polar gue la primera y la Fase Reversa se refie-
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re al contrario.
La Figura 1 muestra los componentes basicos de un siste-

ma de cromatografia liquida de alta resolucioda.

FIGURA 1

Componentes baAsicos de un sistema de cromatografia

liquida de alta resolucidn

Thies 2
: L__D—i__l_@ 7

—.-‘—~

(Componentes identificados en la pagina siguiente)
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Recipientes conteniendo la fase mdvil.

Sistema de Bombeo. Algunos sistemas pueden realizar
mezclas programadas,cambiando en el tiempo la concentra-
cidn de los solventes (gradiente) o mantenerla constante
(isocritico).

Amortiguador de pulsos de bombeo (no indispensable).
Puerto y valvula de inyeccidn. Generalmente de 10 o 50
gl

Columna.

Detector. Puede tratarse de uﬁ espectrofotémetro UV-Vis
(de logitud de onda fija o variable para realizar espec-
tros a flujo detenido), de indice de refraccidn, de fluo-
rescencia, electroquimicos, de ionizacidén de llama, de
conductividad, de adsorcidén de calor. La seleccidén de
uno de ellos dependera del tipo de sustancias a separar.
Recipiente de desechos. |

Sistema de Datos (no indispensable). Aumenta la capaci-
de analisis del método al almacenar y permitir subsecuen-
te manipulacién de la senal del detector.

Graficador.

(Yost, et al, 1980).
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3. Andlisis de carotenoides por cromatografia liguida de

alta resolucion.

Siendo los carotenoides sustancias solubles en liquidos
apolares, resulta conveniénte utilizar la Cromatografia Li-
quida de Alta resolucidén para su andlisis. Respecto a otras
técnicas presenta las siguientes ventajas:

-ARapidez y facilidad de andlisis. = Se reduce drdsticamente
el tiempo reguerido en los sistemas cldsicos de columna a-
bierta, los que a menudo no logfaban buenas separaciones
por degradacidn debida a la larga exposicidn al oxigeno,
la luz, los soivehtes y los adsorbentes (Zakaria, 1979).

- Alta resolucién y reproducibilidag.

- Hace posible la separacién de pigmentos muy similares.

- Requiere de poca cantidad de muestra.

Los sistemas comunmente empleados son de fase reversa
(fase mévil més pblar que la estacionaria) y éon gradiente en
la composicién del solvente o isocratico. El detector selec-
cionado es el Espectrofotométrico UV-Vis, aprovechando la al-
' ta absorcidn de los carotenoides, en la regidn de 450 a 470
nm.

En la Tabla 8 se presenta una revisién de métodos desa-
rrollados para el andlisis de carotenoides por cromatografia

liquida de alta resolucidn.
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I1I. OBJETIVOS
Los objetivos del presente trabajo son:

Analizar los carotenoides presentes en el aceite de palma
crudo, en sus jabones de desecho y en luos dcidos grasos

producto de la acidulaci6n.de los jabones.

Establecer condiciones adecuadas para la acidulacién de los
jabones de desecho del aceite de palma, y analizar los cam-

bios en la composicidén de carotenoides durante el proceso.

f k
Evaluar los efectos que el almacenamiento a temperatura am-
biente tiene sobre el contenido de carotenoides en el acei-

te de palma y sus jabones.

Evaluar la capacidad para pigmentacidn oglyema de huevo que
tiene el aceite de palma y los acidos grasos obtenidos por
la acidulacidén de sus jabones, cuando se utilizan como Uni-
ca fuente dc grasa en la dieta de las aves. Al mismo tiem-
po analizar cuales pigmentos, presentes en la dieta, son
incorporados a la yema de huevo.

Fvaluar los efectos que esta nueva fuente de grasa para ga-
1linas ponedoras pueda tener sobre el consumo de alimento,

produccidn, y peso promedio de huevos.
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1V. TRABAJO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental se desarrollé en dos fases:

- Experimentos variando condiciones de acidulacién de jabones
de aceite de palma para una mejor recuperacidén de fdcidos
grasos y para detectar cambios que sufre la composicidn ge-
neral de carotenoides durante el proceso.

- Ensayo biolégico con gallinas ponedoras para evaluar el
aceite de palma crudo, y tres niveles de acidos grasos como

fuente de pigmento y grasa.
A. Experimentos de acidulacién de jabones

En un experimento preliminar se compararon acidulaciones
con acido clorhf{drico 1N, 2N, y dcido sulfdrico IN y 2N (pgra-
do analitico) midiendo carotenoides totales tanto en el acei-
te de palma, Jjabones y dcidos grasos resultantes. En esta
prueba se determinaron qué variantes podrian estudiarse para
el proceso, estas se presentan a continuacidn:

- Comparar ¢l efecto que los dcidos clorhidrico y sulfdri-
co grado industrial y analitico, tienen sobre los caro-
carotenoides del aceite de palma.

- Doeterminar ¢l pll que en ol proceso do acidulacién poermi-
te lograr una separacién adecuada entre los acidos gra

208 ¥ la fase acuosa.
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- Ensayar un procedimiento de extraccidén de carotenoides
de aceite crudo, jabones y acidos grasos que no involu-

cre saponificacidn.

Experimento 1

Se experimentd con 4 tratamientos de acidulacién de jabo-
nes, para determinar si existen diferencias en el contenido
de carotenoides en los acidos grasos resultantes. Se introdu-
jo un procedimiento de extraccidén de carotenoides sin sapo-
nificacidn (ver apendice B), para cuatificar los presentes en
aceite crudo de palma (fresco y almacenédo por un ano a tem-
peratura ambiente), Jjabdn delvaceite y en los acidos grasos
resultantes de la acidulacién.

Los tratamientos de acidulacién ensayados fueron:
1. Tratamiento con Acido clorhidrico grado industrial 1N.
2. Tratamiento con Acido sulfuirico grado industrial 1N.
3. Tratamiento con Acido clorhidrico grado analitico 1N.
4. Tratamiento con Acido sulfurico grado énalitico 1N.

Tratamiento blanco, sin adicién de &cido.

o

E]l procedimiento de acidulacidén consistié en calentar el
jabén de desecho (Jabén del refinamiento alcalino de aceite
de palma proveniente de la finca Buena Vista, Retalhuleu, (ob-
tenido un ano antes del experimento y almacenado a tempera-
tura ambiente en toneles cubiertos) hasta 60 C, agregar el
acido en cantidad calculada por titulacién para llegar a un
PH de 3. Se mantuvo durante una hora esa temperatura con

agitacion. Seguidamente se dejdé el material 12 horas en re-
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reposo para que se separaran los acidos grasos de la fase
acuosa. Luego se realizaron 3 lavados con agua (este fue el
nimero de lavados que se determiné adecuado con pruebas para
detectar restos de ambos &acidos).

Se midié el porcentaje de humedad a los dcidos grasos re-
sultantes (ver apendice B) y se le extrajeron los carot.enoi-
des para cuantificarlos como equivalentes de B-Caroteno con
un espectrofotémetro (ver apéndice B).

Se realizaron inyecciones de extracciones de aceite, ja-
bones y varios tratamientos de acidulacién, en un sistecma
HPLC utilizando columna NovaPak C18 (acetonitrilo:metanol:
tetrahidrofurano, 58:35:7). Estas extracciones incluian sa-
ponificacién para evitar problemas en la columa del sistema
(Ver apéndice C para la metodologia HPLC).

Experimento 2

Utilizando dcido clorhidrico 1N grado industrial se
realizaron acidulaciones en triplicado hasta llegar a valores
de pH de 7, 5 y 3, con el procedimento antes descrito, utili-
zando los jabones del aceite de palma almacendos por un ano a

temperatura ambiente.

B. . Ensayo bioldgico y seguimiento de los carotenoides

"108 gallinas ponedoras raza Shaver Starcross, de 75 se-
manas de edad, se repartieron al azar en 12 grupos de 9 ga-
llinas cada uno. Las gallinas habian sido utilizadas en un
experimento similar un ano antes, (Huertas, 1987).

Los grupos de gallinas fueron colocados en compartimientos
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separados de 2 x 3 m dentro de un mismo gallinero. Se les
suministré como base el alimento que se muestra en la Tabla 9
luego de 3 semanas depletando pigmentos (dieta sin fuente de

pigmentos y sebo animal como fuente de grasa).

TABLA 9

Dieta basal
Composicidén de la base alimenticia gue recibieron
las gallinas durante las tres semanas del experimento

————————————————————————————————— T —— —————————————— - —— ———— ——— ———

Ingrediente % del peso total
de la dieta
Maicillo molido 55.00
Harina de algodon 38% 10.00
Harina de Soya 14.00
Harina de carne 8.00
Melaza 3.08
Carbonato de calcio 7.00
Sal ' 0.25
Grit 1.00
Premezcla vitaminica 0.25
Cloruro de colina 50% 0.125
Metionina 0.15
Afrecho de arroz
como vehiculo de premezcla 1.145

T ——————————————————————————— ——————————— ———————————————————_ -

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

34

Cada dos grupos tuvieron en su dieta las variantes que se

muestran en la Tabla 10 durante las tres semanas del experi-

mento.
TABLA 10
Suplemento de la Dieta Basal.
Variantes en la dieta de los distintos grupos
de gallinas ponedoras
Trat. fuente de
No. Grupo fuente de grasa % grasa’ pigment.o
1 1,2 cebo animal 5 carophyll
: vellow 15ppm

2 3,4 acidos grasos¥ 6 natural®

3 5,6 4cidos grasosk 8 natural®

4 7.8 acidos grasos¥ 10 natural”

) 9,10 aceite de palma

crudo” 6 natural”

6 12,12 cebo animal 5 ninguna

S ———— et

* acidos grasos de la acidulacidn de jabones de aceite de
palma alamacenados por un afio a temperatura ambiente.
~ Carotenoides presentes en la fuente de grasa.
~ Aceite de palma fresco.
* % de grasa, sin humedad.
Las dietas se prepararon cada 15 dias utilizfindose una
mezcladora para adiclonarles la fuente de gasa.
De los huevos producidos semanalmente se scleccionaron
15 huevos al azar por grupo (i.e. 30 por tratamiento) y se

llevo registro diario de producecidén, peso promedio de huovos

y con_sumo de alimento para cada grupo.
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Con los 30 huevos provenientes de una misma dieta se
formé al azar 3 grupos de 5 huevos. Estos fueron abiertos,
y separadas la yema de la clara se evalué visualmente su
grado de pigmentacidn con el abanico de color Roche. Luego
fueron mezclados los 5 huevos de cada grupo para realizar ex-
tracciones con acetona por triplicado (ver apendice B). Los
carotenoides totales se cuantificaron como equivalentes de
B-Caroteno espectrofotométricamente (ver apendice B).

Ademas se realizdé analisis HPLC, bajo las condiciones
descritas, de muestras seleccionadas (ver en Apéndice C el

método y sistema usado).

C. Materiales e instrumentacién

Los materiales y aparatos empleados en los experimentos
realizados se indican a continuacién.
- Aceite de palma crudo (fresco) de la fiﬁca Buena Vista,
Retalhuleu, Guatemala. Aceitede palma proveniente de la mis-
ma finca pero almacenado durante un'aﬁo a témperatura ambien-
te en toneles cubiertos.
- Jabones de aceite de palma frescos y otros almacenados
durante un ano a temperatura ambiente en toneles cubierlos,
ambos obtenidos con el procedimiento descrito por Arriaga
-(1985).
- Reactivos grado analitico marca Merck: hidréxido de pota-
sio, hidréxido de sodio, sulfato de sodio, fenolftaleina,

ftalato dcido de potlasio, acido clorhidrico, dcido sulfiri-
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co, metanol, acetona, éter de petréleo (30-55 C), dter die-
t{lico, hexano, ctanol al 95%.

- Reactivos grado industrial: dcido sulfirico, #dcido clor-
hidrico.

- Balanza analftica Metler H80, horno al vacio GCA, horno
Blue M Modelo OV-18A. Estufas y agitadores Corning. Banos
de temperatura controlada Fisher Vresa-Bath. Refrigeradora
Frigidaire General Motors (a 5 C).

- Kit para sintesis orgdnica Corning. Rotaevaporador
Buchi Laboratoriums-Technick AG.

- Nit.rdégeno Fabrigas.

- Papel filtro Wathman No. 4. Beackers de 11, 500 ml,

250 ml, 100 ml, vy 50 ml. Varillas de vidrio, embudos plas-
ticos.

- Abanico de color Roche, para evaluacidén de yemas, con
escala de 1 a 15.

- Espectrofotdmetro Spectronic 2} UVD, Bausch & Lomb.

- Sistema de cromatografia Liquida de alta resoiucién:
Varian Vista 5500, detector UV-Vis con longitud de onda
variable. Sistema para analizar datos 600 Data System
Varian. Impresora Thinkjet Hewlett Packard. Solventes
grado HPLC: acetonitrilo, metanol, tetrahidrofurano.

= Patrones: B-caroteno (Sigma), licopero 90-95% (Sigma)
alfa-caroteno (Sigma, tipo V), Carophyll-Yellow o B-Apo-8"-

carotenal (Roche), gama-caroteno (Sigma).
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A. Experimentos de acidulacidén de jabones y seguimiento de

carotenoides

Los resultados del Experimento 1 y de la cuantificacién
de carotenoides totales (equivalentes de B-caroteno) en acei-
te de palma fresco y en jabon fresco, se muestran eﬁ la tabla
11. Los jabones almacenados duraﬁte un ano fueron los em-
pleados en el experimento biolégico.

En titulaciones por duplicado resultaron ' necesarios
0.78 ml de dcido sulfirico 1N y 1.16 ml de &cido clorhidrico
1N para llevar a pH 3 un gramo de jabdn almacenado un afo.

Puede observarse en la Tabla 11 que el aéeite crudo
fresco resulté con un contenido de equivalentes de B-carote-
no similar al reportado por E. Arriaga (1985) (540 + 55 para
aceite crudo y 393 + 32 para jabon).

Il aceite almacenado presenta 64% de los caroi.enoides en
el aceite fresco mientras que el jabén»almacenado tiene 52%
de los del jabdn fresco.

E. Arriaga (1985) reportdé que el jabdn presentaba una
concentracién 72% la del aceite. El mismo pardmetro con
nuestros datos para aceite y jabon fresco muestran un 52%,

mientras que en los materiales almacenados un ano es de 42%.
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TABLA 11

Carotenoides en aceite de palma y swproductos.
Carotenoides totales como equivalentes de B-caroteno (ug/g)
en aceite de palma fresco, Jjabones de aceite fresco, aceite

almacenado por un ano, Jjabones almacenados por un afio (a
temperatura ambiente ambos) y acidos grasos del jabdn
almacenado, obtenidos por 4 tratamientos

) Promedio por
Material Réplica Carotenoidesx tratamiento

totales(ug/g) (ug/g)”
1 562
aceite fresco 2 575 550 + 32
3 514
jaboén de aceite 1 302
fresco ~ 2 271 288 + 22
aceite alamacen. 1 309 :
un ano temp. am. 2 366 350 + 36
3. 376
jabon almacenado 1 117
un afo temp. am. 2 195 148 + 41
3 132
Acidos grasos Xx 1 114
HC1 1N industrial 2 173 151 + 32
3 166
dcidos prasos x 1 133
H2504 1N indust. 2 110 120 + 12
3 116
adcidos grasos x il 113
HC1 1IN analitico 2 163 135 + 26
a 128
Acidos pgrasos x 1 142
H2504 1N analit. 2 133 140 + 6
3 144
1 96
Blanco, sin acido 2 147 121 + 25
(calentamiento) | 121

————————————————————————————— - ——— - ———_———————————_———————— - o oo

* Equivalentes de B-caroteno en base a peso seco
~ Medias con su desviacidén estindar
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=
4]

probable que la razdén de é€sta disminucién se encuentre cn
el mecanismo por el cual quedan carotenoides en el jabodn.

El jabdn almacenado por un afio presentdé formacién de grandes
burbujas de aceite. Esto suguiere que los carotenoides con-
tenidos en el jabén se deben en gran parte a pequenas
burbujas de aceite atrapadas durante el refinamiento alcali-
alcalino. Si fuera asi, la disminucidén en concentracidn de
carotenoides al pasar de aceite a jabdn podria explicarse co-
como una simple dilucidén. (Incluso a nivel de acidos grasos
fue posible separar por centrifugacidn una capa rojiza supe-
superior similar al aceite, de otra mas solida y blanca.)

Los cuatro tratamientos de acidulacidn realizados no
muestran diferencia significativa (p<0.05) en contenido de
carotenoides para los dcidos grasos resultantes, incluso con
el mismo jabén y ¢l blanco (ver tabla de ANOVA en aﬁéndice
D). Sin embargo ésto no quita la posibilidad que los caro-
tenoides puedan ser transformados o destruidos en parte, por
las condiciones de la acidulacidn.

Debe notarse que, en base seca, por cada gramo de jabon
se obtenia aproximadamente 0.85 g de dcidos grasos. Este re-
sultado se debe seguramente a pérdidas en los lavados.

Por dltimo, 165 resultados del Analisis de Varianza de una
via, tambidn muestran que no existe diferencia significativa
entre los tratamientos con Acidos grado analitico y grado in-
dustrial para dcido clorhidrico y sulfirico. Esto da la po-
sibilidad de reducir costos de dcido considerablemente. El1 &-

2 . . . . . . g &
cido clorhidrico industrial se utilizé en la fabricacion de

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

40

acidos grasos paru el cnsayo biolégico ya que el sulfurico
puede presentar contaminantes peligrosos (plomo, arsénico
y acido nitrico).

Respecto al Experimento 2, el jabdn llevado a un valor de
pH de 5 present$ caracteristicas fisicas adecuadas para faci-
litar la separacidén de la fase acuosa y los dcidos grasos.

E1l jabén llevado a pH 7 no logrd separar, seguramente por
acidulacidén incompleta, vy a pH3 no mejoré considerablemente,
lo que no amerita una acidulacién en exceso que puede danar
los carotenoides. Ademds se determind que luego de 3 lavados
con agua abundante ya no es detectable el dcido clorhidrico.

Los cromatogramas No 1, 2, 3, 4, y 5 presentan parte

del an&lisis por HPLC de aceite crudo, jabén y acidos grasos
(ver método HPLC en apéndice C).

Todos los cromatogramas presentan un mismo patrdn de pi-
cos. los primeros en aparecer corresponden a las sustancias

mas polares ‘de la muestra que absorben a 460 nm (tipicamente

7]

xantofilas) Jos otros picos aparecen idgntificados si concor-
daban con alguno de los patrones. (El tiempo de retencidn de
los picos variae dependiendo del tiempo de lavado entrc in-
yeceion. )

LLos compuecstos que se logrd identificar (B-,alfa-y
gama-caroteno, y licopeno) concuerdan bien con los carotenoi-
des reportados por Maclellan (1983) (ver tabla 4.

La Tabla 12 presenta el porcentaje del area total bajo
los cromatogramas, que corresponden a B-, alfa y gama-carole-

no, licopeno y a las xantofilas.
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CHART SPEED 1.0 CHM/MIN
ATTEN: 16 ZERD: 5% 41

(X

RANTOF LA SH-£42, o4
g 032

t
\
[3.38

3]
re
LICOPEND P 3 82¢%
J
G-CARQTEN ;) S .0€6S
N s £8S
e e
w-CARGCTEN e 15, 33D
E-CARUTEN e — 6.783
S

Figura 2
CROMATOGBREAMA HFLC No. 1
Extraccion de Aceite de Palma Crudo (fresco).;

RECALCULATE ON FILE: SR1023

CHANNEL: 1A - | TITLE: ACEITE FRESCO " 17:38 Il SEF BB
SAMPLE: AN1-2 METHOD: CAROTENITO CALCULATION: A% - ANALYS
i .

i-eAk  PEAK RESULT TIME AREA  SEP

NOQ  NAME AREAY (MIN) COUNTS CODE

i e.e771 0.642 268 BV

A @.:208 B.725 422 W

3 XANTOFILA 0.0622 0.778 217 W

4 1.5b12 0.841 5443 VB

S 0.2315 2.032 806 BB

b @.2415 5.100 843 BV

7 0.2155 3.325 752 W

8 LICOPENO 6.1020 3.828 21288 W

8 G-CAROTEM 4.7978 5.065 16746 W

10 1.0541 5.885 3678 W

1l A-CARDTEN 20.33501 6.311 70858 W

{2 B-CAROTEN 65.2063 £.783 227592 - \B
TOTALS: 100.0000 349034
HACTIFLIER: 1.00000C
NOTES:

COLUMNA: NOVAFAK C1E (WATERS)

FASE MOVIL: ACETONITRILO/METANOL/THF (58:35:7)
FLUJO: 2ML/MIN; DETECTOR UV-VIS A 460 NM
FRESION DEL SISTEMA: oB ATM
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CHART SPEED 1.0 CM/MIn

ATTEN: 8 ZERO: &% 42
l 0 301
XANTOFILA ::h—*——ﬁﬂ
0. 57¢
LICOPEND 3.89¢
G-CAROTEM ?2
g, 00?
A-CAROTEN ———== §.450
B-CAROTEN >~ 6.939
Figura 3

CRUMATOGRAMA HPLC No. 2
Extraccion de Jabon de Aceite de Palma (fresco).

RECALCULATE ON FILE: SR1008

CHANNEL: 1A -1 TITLE: JABON DE ACEITE FRESCO 15:22 11 SEP BB
SAMPLE: JN2-1 METHOD: CAROTENITO CALCULATION: A% - ANALYS
PEAK PEAK RESULT TIME AREA SEP
NO NAME AREAZX (MIN) COUNTS CODE
1 . 0.0352 0.301 62 BV
2 0.2796 0.436 140 W
3 XANTOFILA 1.2287 0.733 2164 W
4 10.8692 0.836 19127 (VIVRE
[ 0.2142 0.878 377 7
6 1.3917 2.142 2449 BB
7 LICOPEND £.0088 3.B96 10574 BV
8 G-CAROTEN 4.6887 5.172 8251 UV
9 - 1.09805 6.007 1919 W
10 A-CAROTEN 17.5104 6.450 30814 W
11 B-CARQTEN 56.86!9 6.939 100098 UB
TOTALS: 100.0000 175975
MULTIPLIER: 1.00000
NOTES:

COLUMNA: NOVAPAK C1B (WATERS)
FASE MOVIL: ACETONITRILO/METANOL/THF (58:35:7)

FLUJO: 2ML/MIN; DETECTOR UV-VIS A 460 NM
FRFSTNN NEI STSTFMA*  RR ATM
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1

CRUMASTOEHAMA HPLC No. 3

100 Grasos
ue ta!ma con Acido Clorhidrico 2 N

por Acidulacion de Jabonss de

¢ FILE: 3Ri008
TITLE: ACIDOS BRASCS X HCL 2N 16:16 1@ SEP 8E
METHOD: CAROTENITO CALCULATION: A% - ANALYS

RESLLT TIME AREA  GEP

AREAY, (MIN) COUNTS CODE
@.Cas7 ©.305 59 BV
2.6381 0.709 4552 W
1,3525 2.784 1804 W

15.00i@ 0.832 17791 uu
3.6761 1.0289 4587 W
1.4975 1.224 1776 W
].5985 1.381 1897 UB
Z.5.77 2.408 3486 BY
2.8272 2.598 o6 Y
0.c203 3.0586 1048 U\
C.2412 3.881 6216 VB
1.7041 5.088 2021 BY
1.57E4 5.890 2344 W

17.¢450 £.299 211E4 WY

41 .0R5H £.781 43057 UR

1 00.0 202 118533
1.020eC
b M0 TDATEDT ) FIin: 2M1./MIN: DETECTOR UV-VIS 4A0ONM
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“HART SPEED 1.@ Cnrm'il

ATTEN: ¢ JERO: €l L4
'
!
L_i &
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Figura 5 !

CronaTOGRAMA HPLC No. 4
coiraccinn oe Aidos Frascs por Acidulacidn de Jabones oe
Aceite de Falmz con Acido Sulfdrice 1 N

cSnALCULRIE ON FILE: GRIGII

WHEL: 1A - ! TITLE: ACIDOS BRASOS X AC. SULF. IN 13:07 1} SEF St
CMPLE: ERI-C METHOD: CAROTENITO CALCULATION: AX - AlnLYE
bar FEAN RESULT TIME AREA  GEP

' HitE ARZA . «MIN) COUNTS CODE

0.27e5 0.298 106 BV

2 0 23p9 0.720 1324 W

T s dTOFILA b1 274 0.840 92083 v

2 0.6514 1.018 879 W

- 0.0CES 1.276 103 VB

- 3.4917 2.334 248 BV

- 1.5954 2.522 25838 w

3 9.5323 2.740 80O UB

3 LICURENC .42 4.100 8133 EH
10 G-CARCTE 2.5736 5.41€ 3782 BV

| AR 5.261 1920 W

T R=IARDTEN —0.1476 £.750 302682 W

LT RROTEY LS, BE53 7.274 5437 Ug

B R 2 TR

15239

©
(&)
-
)
(&S]
[
(&)

WTTFLIER: oo

NOTES:
COLUMNA NOVAPAK C18 (WATERS) FLUJO: 2ML/MIN; DETECTOR UV-VIS 46(C
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ATTEN: 32 2ERO
— 45
e 4 g3
(NPS.-TMNTI ——c orrrdl) L% 45 A )
— a3y | 8.358
CRROFIL-Y e TemReT—res —
== 1 983
= 5 343 .
CPIFTONXAKMN - e A%
> 2.665
g (3]
LICOPEND ,::324 3.743
4.203
4.643
G-CAROTEN 7 5.056

H-CAROTEN
E-CHROTEN

CROMATOGRAMA HPLC HNo.

Figura 6

=
-~

Mezcla de FPatrones de Carotenoides

RECALCULATE ON FILE: SR1021

CHANNEL: 1A - 1 TITLE: ESTANDARES DE CAROTENOIDE 16:32 1 I '8EF BE
SAMPLE: MEZCLA CAROT METHOD: CAROTENITO CALCULATION: A% - AMNALYS
PEAK PEAK RESULT TIME AREA SEP
NO NAME AREA% (MIN) COUNTS - CODBE
| 0.4952 0.453 10014 BVY
£ 2.76B2 @.582 55843 W
2 CAPSXANT] 5.8742 @.757 1187883 vu
4 £.2996 @.888 167650 v
5 0.2480 1.148 S@15 Y
6 0.5773 Lo 230 18764 Vv
7 CAROFIL-Y 58.0574 1.488 1174151 Qv
8 0.4634 1.863 89372 T
9 6.1837 2.143 3311 T
190 CRIPTOXAN 10.1138 2.355 204541 uv
" 0.1e76 2.865 2176 T
2 @.1100 3.485 2224 T
15 LICOPENO 1.6002 3.743 32363 UV
14 ©.0055 4.203 112 T
15 0.0273 4.641 E53 T
16 €-CAROTEN 0.5391 5.0586 14138 v
17 0.4i13 5978 2251 Y
'8 A-CArOTEN 2.1978 6.331 B4E73 (Y
19 B-CAROTEN 6.6824 6.807 135145 VB
TOTALS: 100.2000 2022396
HULTIPLIER: 1.00000C

e
vy

COLUMNA NOVAPAK C18 (WATERS) FLUJO 2ML/MIN; DETECTOR UV-VIS

LE0ONM
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TABLA 12

Analisis de cromatogramas de aceite y subproductos.
Porcentaje de drea en los cromatogramas para B-, alfa-, ga-
ma-caroteno, licopeno y xantofilas segin el anédlisis HPLC
del aceite de palma crudo fresco, jabones frescos y sus
correspondientes acidos grasos. Extracciones saponificadas.

— - ————— - ————————————————— —————————————— {— ————————— -

% de arca total*

Material beta-C. alfa-C. gama-C. Lic. Carotenos Xantof.

—————————— - ——————— ——— {1 = = N ————

Aceite cru-

do fresco 64+2 20.3%+.4 5.0¢.6 6.6+.8 96+1 4
Jabon de a- .

ceite fres. 53+4 in £-1 5 + 2 7+ 3 82+4 18
Acidos gra-

sos del ja-

bon fresco 46+6 19 +' 3 4 + 3 7+ 3 7649 24

- - - - - e - - - — - — - - - —— ——— ——— - — —————— —— —————

*Los valores para aceite y jabén son media y desviacidn es- .
tfndar de 2 muestras inyectadas en duplicado; para los dcidos
grasos son medias y desviacidn estédndar de 3 tratamientos en
duplicado: ac. clohidrico 2N, ac. sulfarico 1N y 2N inyecta-
das tombién en duplicado.

Puede observarse en la Tabla 12, que el % de drea co-
rrespondiente a alfa-, beta-, gama- caroteno y licopeno en
aceite crudo de palma concuerda con la composicién repor-
tada por Maclellan (los anteriores carotenoides son segin su
andlisis, 97% del total, ver Tabla 3) y con la reportada en
la Tabla de composicién de Alimentos para uso en America La-
t.inn (estn tabla reporta 65% para B-caroteno y 35X para otros
carotenoides; Flores, et al, 1969). Tanbién puede observarse
que en los jabones el porcentaje de carotenos ha disminuido

significativamente (p<0.05). En el paso de jabon a &cidos

prasos no existe variacién significativa para el area de ca-
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rotenos (p<0.05) (Ver en Apéndice D detalie de las prucbas
estadisticas).

Para comparacién de las medidas de porcentaje de irea
de los distinlos carotenoides con mediciornes absolutas de e-
llos por HPLC, se presenta la Tabla 13 con resultados de
cuantificaciones rcalizadas por Hudson y Molina (1986) de
aceite de palma, sus jabones y acidos grasos resultantes de
su acidulacién (todos estos materiales habian sido almacena-

dos a temperatura ambiente por un ano).

TABLA 13

Carctenoides en aceite de palma africana
y subproductos !

Carotenoidesx Carotenos pg/g Arca”
Muestra totales ‘UR/g ' Vil =————==c—=s———==no=o—== total

Aceite 366 60 226 1.9 80

jabdn 128 30 108 3.9 T4
acidos grasos 256 39 167 3.8 78

—— e ———————————————— — — ——— ————— —— —————— - ——— —————————————

* cquivalentes de beta-caroteno en matrial seco, extracciones
con saponificacidn, coeficiente de extincién: 2300.
~ Porcentaje de drca bajo los cromatogramas que corresponde a
los tres compuestos.
En la Tabla 13 puede observarse que en el aceite de palma

almacenado un afio, ¢l beta-caroteno alcanza un 62% de los

carotenoides totales.
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B. Ensayo Bioldgico

A continuacidn, en las tablas 14 y 15, aparecen los
resultados del experimento con las gallinas ponedoras. Para
observar el comportamicnto de los resultados se presenlan las
graficas 1, 2, 3 y 4 donde aparecen las concentraciones de
carotenoides y el color de la yema por el abanico Roche pgra-

ficados con cada semana del experimento.

TABLA 14

Nivel de Carotenoides y Color en Yemas.
Resultados del experimento bioldgico para evaluar al aceite
de palma crudo y sus acidos grasos provenientes de acidula-
cion del jabon (con HCl 1N a pHS5) como fuente de pigmento
para yema de huevo. Carotenoides totales en yema (equivalen-
tes de B-caroteno, ppm) medidos por absorbancia a 450 nm y
coeficiente de extincién 2500, color visual de la yema me-
dido con el abanico de color Roche (Aban)

Color de yema y carotenoides (ppm) en huevos

Semana provenientes de cada tratamiento:
acidos grasos

CEYOTL ] . Srsrr et e Aceite Blanco

15ppm - 6% 8% . 10% 6%
1 Aban 7.9+1.6 1. 3.6 1.4+.5 1.5+.6 1.4%.5 1.1:.5
ppy 17.2+.3 0.89+.2 0.9%+.1 0.7%.1 1.7%.2 0.8+.2
2 Aban 12.1+.4 1,628 1.7£.0 2Z2.1%t.4 4.8%.3 1.0+0
ppm  59.0+5 1:.5%1 1.1%.2 1.0+.1 2:6%.5 0.9%.1
3 Aban 11.5+1 3.2x.4 3.010 3.9%.6 1:6%:D 1.0:0
ppm  59.2+2 1.79.6.-2.0%.1 1.7+.3 3.2%.5 STtk

———————————————————————— - ————————————————————————————— o ——

(E1 valor del Abanico corresponde a la media y desviacion es-
tandar de 15 huevos; el valor de carotenoides totales ppm co-
rresponde a la media y desviacion estandar de 3 muestras de

5 huevos cada una extraida en triplicado).
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El analisis de varianza (ver apéndice D) moslrd diferen-
cia significativa (p<0.05) para los 6 tratamicntos durante
las 3 semanas, analizadas por separado, tanto en carotenoides
totales como en color por abanico Roche.

La prueba de Student-Newman-Keuls para la primera y sepun-
da semana no detectd diferencia entre los tratamicentos dis-
tintos del carofil en cuanto a carotenoides totales en yemna.
Las yemas con carofil si difieren significativamente (p<0.05)
de las otras. En la tercera semana ¢l analisis encontrd que
el contenido de carotenos en yemas de dieta de accite de pal-
ma era significativamente mayor (p<0.05) al de las yemaos de
fcidos grasos y estas significativamente mayores al blanco.
Las yemas con carofil siempre fueron significativamente mayo-
res en concentracidén a todos los demas tratamientos.

Con los datos del abanico de color Roche y la prueha de
Student-Newman-Keuls, la primera semana resultd similar a la
de carotenoides totales. Solo las yemas provenienies de
carofil fueron significativamente mayores en coloracidn.

La segunda semana, sin embargo, resulté con mayor colora-
cién en las yemas del tratamiento de aceite de palma sobre
las de acidos grasos al 10%, y éstas sobre las de dcidos gra-
sos al 6% y 8%. Estas dos Gltimas resultan mayores que el
blanco. La tercera semana muestra un comportamicnto similar
a la de la segunda semana (ver apendice D).

Los niveles de color alcanzados por las yemas con trata-
miento de aceite de palma estan muy cercanos a los que se en-

cuentran comercialmente en nuestro medio (7,8 y 9). Las ye-
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mas provenientes de tratamientos de dcidos grasos les fTalia
bastante coloracién para llegar a los niveles mencionados.

Seguidamente se presentan cromatogramas de extracciones
de yema, correspondientes a los tratamientos de aceite de
palma crudo, acidos grasos del jabdon almacenado 1 ano (acidu-
lacién con HC1 1IN grado industrial hasta pH5) y el blanco
(cromatogramas No. 6, 7, y 8).

Las yemas de la dieta de aceite presentaron los carote-
noides caracteristicos del aceite de palma. Sin embargo el
porcentaje de drea es mayor para las supuestas xantofilas,
cuando se compara con la composicion del aceite. Ademas,
aparece mavor cantidad de picos en esta regiodn.

Las yemas de tratamientos con acidos grasos de aceite de
palma presentan compuestos solo en la regidon de las xantofli-
.las, seguramente debido a la poca cantidad de carotenos del
material. Los picos corresponden a picos encontrados en
las yemas de tratamienios de aceite, al parecer las xantofi-
las pigmentantes son las mismas para ambos materiales. DLstas
parecen ser cuatro fracciones separadas, no siendo faciles de
identificar en los cromatogramas de aceite crudo de palma y
sus jabones, éstos presentan un pico principal de xantofilas
pero no coincide con alguno de los de las yemas. Sin embargo
se debe recordar que algunos carotenoides pueden sufrir
transformaciones al ser incorporados en la yena.

Los picos de cromatogramas correspondientes a la dieta
blanco muestran solo xantofilas. Cuatro de sus picos (seis

en total) coinciden con los de las yemas de dietas de dci- -
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CHART SPEED 1.0 CM/MIN
ATTEN: | IERD: 5%

(L}

LICOPENO éi?::=> 3.606
G-CAROTEN J¥,3> 4 832
A-CAROTEN 6.010
B-CAROTEN : &.421

Figura 7

CROMATOGRAMA HFLC Nao. 6
Eutraccion de Yemas rFProvenientes de Gallinas con la Dieta
de Aceite de Falma Crudo

RECALCULATE ON FILE: EXTR.YEMAQ37

CHANNEL: 1A - 1 TITLE: EXTRACIONES DE YEMA 21:29 - 20 JUuL 87
SAMPLE: CS11 METHOD: CAROTENITO CALCULATION: A% - ANALYS
PEAK PEAK RESULT TIME AREA  SEP
NO NAME AREAX (MIN) COUNTS CODE
] : 0.9298% 0.210 37+ BV
2 0.4327 . 0.227 161 W
3 9.8726 0.552 3673 W
4 3.30534 0.586 1229 W
g 3.0185 0.749 1123 W
g 30.2333 0.8186 11248 (V1Y)
7 4.9484 1.132 1841 W
2] 6.1472 1.383 2287 w
g 3.1475 1.583 17w
10 4.1259 1.888 1835 W
in| 4,443 2.130 1653 W
12 : 3.0427 2.325 1132 VB
13 LICOPENO 4.,6689 2.686 1737 BB
14 G-CAROTEN 2.7497 4.832 1023 BB
15 A-CAROTEN 4.,7658 6.010 1773 BV
16 B-CAROTEN 11.0633 6.421 4116 v
NOTES:

COLUMNA: NOVAPAK C18 (WATERS)

FASE MOVIL: ACETONITRILO/METANOL/THF (58:35:7)
FLUJO: 2ML/MIN; DETECTOR UV-VIS A 4E0Q NM
-PRESION DEL SISTEMA: 86 ATM
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CHART SPEED 1.0 CM/MIN
ATTEN: 2 JERO: 52

\
1
|

54

2ERO N [
|

STAT lNJtCT’%ﬂF&OLQOILHPEO/CHPC G/FLOW. 2 00

L -1 |

Figura 8
CROMATOGKAMA HFLC No. 7
Extraccion de Yemas Provenientes de BGallinas con la Lieta
' de nciroos Grasos al 10%

CHANNEL: 1A - 1 TITLE: EXTRﬁtIONES DE YEMA 20:03 20 JUL E7

cCAMPLE: DIETA AC.GRA METHOD: CAROTENITO CALCULATION: A% - ANALYS

FEAR  PEAK RESULT TIME AREA SEP
NO NAME AREA% (MIN) COUNTS CODE
1 0.6915 0.084 63 B8
2 §3. 2465 0.551 3770 BV
3 9.2026 0.708 ESE W
4 28.1307 0.820 1988 U8
5 B8.3487 1.378 530 88

TOTALS: 100.0020 70687

MULTJPLIER: 1.00000

NOTES:

COLUMNA: NOVAPAK CI1B (UATERS)

FASE MOVIL: ACETONITRILO/METANOL/THF (5B:35:7)
FLUJO: 2ML/MIN; DETECTOR LV-VIS A 460 NM
FRESION DEL SISTEMA: Q& ATM

FOST RUN:
SAVE FILE: RAU EXTR.YEMAQ32
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CHART SPEED 1.0 CM/MIN

ATTEN: 2  ZERO: S% 35

STAT: JTHJECTY PR JOOB/CHPB.B/CHPCO/FLON2Z 60

=g 23

Figura 9
CROMATOGRAMA HFLC No. 8
Extraccion de vemas Frovenientes de GCallinas con le Dieta

Blanco
CHANNEL: 1A - 1 TITLE: EXTRACIONES DE YEMA 20:18 20 JuL 87
SAMPLE: BLANCO BB12 METHOD: CAROTENITO CALCULATION: A% - ANALYS
FLAK PEAK RESULT TIME AREA  SEP
NAME AREA% (MIN) COUNTS CODE

. 43.4018 0.537 7331 BV

e 5.6421 0.783 g53 W

3 22.32249 0.926 S460 W

4 5.7190 1.138 866 W

= £.7018 1.380 1132  UB

g E.2104 1.819 1048 BB
TOTALS: ~ 100.0000 16891
MULTIPLIER: 1.00000
NOTES:

COLUMNA: NOVAFAK C18 (WATERS)

FASE HMOVIL: ACETONITRILO/METANOL/THF (S8:35:7)°
FLUJO: 2ML/MIN; DETECTOR UV-VIS A 450 NM

FRESION DEL SISTEMA: B85 ATM

FOST RUN:
SAVE FIIF: RAW FYTR YFMARZZ
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don grasos y aceite, esto parece indicar que esos plicos, por
lo menos en parte nmon debido a alguna fuente del blanco.

La tabla 15 presenta los resultados del control de
ovipostura, pesno promedio de huevos y consumo de alimento.
Analisis de varianza (una vi{a con replicas) para los tres
parimetros no mostré diferencia significativa (p<0.05) entre
los 6 tratamientos ninguna de las tres semanas (ver apéndice

D).

TABLA 16

Control de Produccidén, Peso de Huevos y Consumo de Alimento.
Resultados del control de produccién, peso promedio de huevos
y consumo de alimento por cada grupo de 9 gallinas/semana

en cada tratamiento

Tratamiento
acidos grasos
Semana Carofll . icoee et mmnmn ——"— Aceite Blanco
15ppm 6% 8% 10% 6%

(a) 36+2 35+5 2747 30+7 ‘29+3 3213
1 (b) 63.6+.1 63+1 67.3+.6 6645 67.3+.1 63+2
(c) 6.6+.5 6.6+.5 6.9+.5 7.1;.1 6.5+.4 8.3%.7
(a) 3744 4449 36+4 43+4 2744 33+4
2 (b) 65.6+.9 63.8+.1 69+1 6743 68+2 64+2
(c) T:.3+£.3 7.3¢.7 7T.52£.7. -7.8%.2 7.2¢.9 6.3+.4
(%), 41+8 36+4 36+1 40+8 28+5 3445
3.::(b):-"88.3%+.8" 63.0%.4 68+2 68+3 68.7+.7 66+2
(c) 7.4+.5 T.44.2%:8.9+.8. T.5%+.4 6.7t.8 6.1+1

(a) ovipostura semanal de 9 allinas, 2 replicas.(Nomzodiheves)

(b) peso medio de 30 huevos.
(c) alimento (Kg) de 9 gallinas/semana, 2 réplicas.
Todos los valores son media y desv. esténdar.
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Los métodos de extraccién de carotenoides con saponifica-
ci6én pueden ser necesarios segun el material a analizar. Su
desventaja es el mayor tiempo y reactivos ‘requeridos. En Ve-
getales como la zanahoria se ha determinado que no es neccesa-
rio saponificar la extraccién de carotenoides (Simon, no pu-
blicado). Los resultados de la cuantificécién espectrofoto-
métrica de carotenoides en aceite de palma fresco, parecen
indicar que el material no requiere de saponificacidn para
oxtraerlo. Sin embargo, en el analisis por HPLC solo se in-
inyectaron muestras saponificadas para evitar posibles conia-

minaciones de la columna.

Segin los resultados de carotenoides totales, durante
la obtencidn del jabon  se reduce significativamente (p<
0.05) el contenido de carotenoides que resultaran en los aci-
dos grasos. En promedio, el jabdn presenta una concentracion

de carotenoides que es 50% la del aceite.

El analisis HPLC de aceite de palma, sus jabones y dcidos
grasos derivados, muestran disminucidén en la proporcion de
carotenos. Durante la saponificacidén se reduce significati-
vamente (p<0.05) la cantidad de carotenos, pero no es posible
concluir que exista una conversidén a xantofilas ya que se
pierden la mitad de los carotenoides. La disminucidén de ca-
rotenos podria deberse a mayor destrucéién, debe noltarse que

no apararecen nuevos picos en los cromatogramas .

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

58

En el proceso de acidulacidn, donde la concentracidn de
carotenoides totales parece mantenerse de jabdén a dcidos gra-
sos, no se detecta una conversién importante de carotenos a
xantofilas. La conversidn, si ocurre, no crea xantofilas se-
parables por HPLC de las presentes en el jabdn.

El material almacenado 1 afio (tanto aceite como jabones)
mantine en cierto grado los carotenoides. La conservaciodn
de carotenoides en estos materiales es al rededor del 50%.

Se puede observar en las graficas No. 1, 2, 3, ¥y 4 que
luego de la segunda semana a niveles altos de pigmentos en la
dieta (tratamiento de carofil) las yemas han alcanzado un ni-
vel estable tanto de coloracién como en contenido de carote-
noides totales. Las dietas con menor contenido de pigmentos
(tratamientos de aceite y acidos grasos) parecen requerir de
mas tiempo, sin embargo se esperaba su estabilizacion luego
de la tercera 'semana segun experimentos anteriores (Huertas,
1987).

El analisis espectrofotométrico de carotenoides totales
como equivalentes de beta-caroteno no parece detectar el buen
grado de pigmentacidn alcanzado por el aceite con el abanico
Roche de color. Esto puede deberse a la presencia de xanto-
filas rojas, mal detectadas por este método (Fletcher, 1981).

Los resultados de consumo de alimento, ovigostura y peso
promedio de huevos no evidencian problemas con el aceite de
palma y acidos grasos derivados de sus jabones, como fuente
de grasa en la dieta. Analizando la composicidn de &cidos

grasos del aceite de palma y comparandola con la del gebo, a-

Liver Taklas Au2)
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celte de semilla de algoddén y de soya (ver tabla 7), se puede
observar que el aceite de palma presenta un nivel alto de sa-
saturacién (especialmente por su contenido de 4dcido palmiti-
co). Segun ésto no se esperarfa mucho desarrollo de grasa
insaturada, que da problemas de rancidez, en carne de pollos
de engorde alimentados con aceite de palma como fuente de
grasa.

El an&lisis HPIL.C muestra que la gallina incorpora a la
yema los principales carotenoides del aceite de palma. Beta-
alfa- y gama-caroteno (90% de los carotenoides del acecite de
palma) sicnd9 provitamina A no son incorporados tan eficicn-
temente como las xantofilas, son estas Giltimas las que predo-
minan en la ycma (aprox. 80% de los carotenoides encontrados
en la yema son xantofilas).

Las dietas de dcidos grasos no alcanzan niveles cercanos a
los comerciales en el abanico de color Roche y en su conteni-
do de xantofilas estan por debajo del 50% de los requerido
para una buena pigmentacidn segin los niveles de Portsmouth
(ver {1abla 6).

La dieta de aceite al 6% alcanza niveles de xantofilas re-
comendados, eésto concuerda con los resultados delAabanico de
de color Roche.

En experimentos anteriores (Huertas, 1987) se detectaron
posibles problemas en el higado de las gallinas que habian
estado consumiendo aceite y acidos grasos como fuente de gra-
sa en altos procentajes (10, 15 y hasta 20%). Tomando en

cuenta los carotenoides totales que presenta el aceite de
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(ver Tadant)

palma (aprox. 550 ppm) y su composicidn semfn porcentajes de

drea en crogg;?uquaa HPLC (aprox. 64X beta-caroteno, 20X
(G “-‘) A2 los caratgasrides presentes Con

Jifa-carotcn03 y 32 defios acidos grasos (aprox. 151 ppm, 46%
\provenien, dal e waile

beta-caroteno y 19X alfacaroteno ) es posible estimar cudn-

tos equivalentes de vitamina A se les esta proporcionando a

s aves en la dieta. En la tabla 16 se presentan los resul-

(o)

f2

tados del calculo para varios niveles de grasa en la dieta.
Puede observarse que los valores de equivalentes de vita-
=ina A en las dietas de aceite sobrepasan lo recomendado 6 y
hasta 20 veces. Las dictas de dcidos grasos (al 6 y 8%) de
jabones de aceite de palma almacenados un ano tienen niveles
muy cercanos al recomendado. En el presente experimento no
se realizéd andlisis de higado de gallinas luego de los trata-

mientos, pero segun lo expuesto, no era de esperarse proble-

o casode
mnas de sobredosis de vitamina A enflns dietas de dcidos gra-

scs de aceite de palma.
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TABLA 16

. ’ . - 3 .
Calculos teoricos de provitamina A de las dictas.

Cantidad de equivalentes de vitamina A (1.U.) en dietas con

distintos porcentajes de aceite de palma o sus #dcidos grasos
P

/s - .
de jabdn almacenado un ano como fuente de grasa y pigmentos.

Los carotenoides totales del aceite se tomaron como 550ppm y

los de los dcidos grasos 151 ppm.

Carotenoides aceite
totales aC.E8Y.
B-caroteno aceite
ppm ac.gr.
alfa-caroteno aceite
PPm ac.gr.
FEquivalentes

de Vit.A (I.U.) aceite
por libra de ac.gr.
alimento

6% 8% 10% 15% 20%
33 44 55 82 110
9 12 15 23 30
21 28 35 53 10
4 6 1 d 10 14
7 9 11 16 22

‘?. 2 3 4 6

18538 24591 30645 46157 61280
3783 5297 6432 9080 12863

Nivel de equivalentes de Vit. A recomendado
por libra de alimento (Morrison, 1959) 3000 '1:.0.

(1 I.U0. = 0.3 meg retinol = 0.6 mcg B-caroteno = 1.2 mecg

alfa-caroteno )

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

VI. CONCLUSIONES

- El aceite de palma (variedad tenera) crudo, producido en
juatemala, presenta un contenido de carotenoides como equiva-
valentes de beta-caroteno de 550 + 32 ppm, y segin porcenta-
jes de drea en cormatogramas ﬁPLC 64 + 2% es beta-caroteno,
20.3 + 0.4% es alfa-caroteno, 5.0 + 0.6% es gama-carotleno,
6.6 + 0.8 es licopeno y un 4% restante parece ser xantofilas.
- Al parecer no hay una evidente conversidn de carotenos a
xantofilas durante el procéso de acidulacidn, seguin los anda-
lisis realizados.

- No se detectd diferencia significativa (p<0.05) en conscr-
vacién de carotenoides con acidulaciones de dcidos analitico
e industrial para dcido clorhidrico y sglfﬁrico, tampoco se
detectd degraddcién de carotenoides debida a calentamienlo
durante 1la acidulacién. Parece ser que durante la acidula-
cidén no disminuyen significativamente (p<0.05) los carotcnos
siendo significativa la reduccién durante la obtencidn del
jabén.

- Ll aceite crudo, agregado al 6% en dietas de gallinas po-
nedoras, posee la capacidad de pigmentar adecuadamente la ye-
ma de huevo. Sin embargo, a ese porcentaje, la cantidad de
provitamina A que se esta suministrando al ave es alrededor
de 6 veces lo recomcndado.

- Los dcidos grasos de la acidulacidn de jabones (almacena-
dos un ano)del accite de palma, como fuente Unica de grasa en

dietas de gallinas suministran los niveles requeridos de vi-

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

63

tamina A y pueden ser una base de color para suplementar con
otra fuenté de xantofilas.

- Las xantofilas pigmentantes del aceite de palma parecen
comportarse como xantofilas rojas.

- El aceite de palma y sus acidos grasos resultan ser una
fuente adecuada de grasa para gallinas ponedoras o aves de
engorde. Su grado de saturacidn no parece provocar proble-
mas de rancidez durante almacecnamiento, puede proveer la vi-
tamina A requerida en la dieta y, agregado en un porcentaje

que no contribuya con demasiada provitamina A puede ser una

base de pigmento para suplementar con otras xantofilas.
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VII. RECOMENDACIONES PARA ESTUDIOS FUTUROS

- Por la insuficiencia de vitamina A que existe en la dicta
de muchos guatemaltecos, resulta importante averiguar si pue-
de auméntarse el contenido de vitamina A en la yema de huevo
de gallina ponedora con fuentes de grasa como el aceite de

palma o los acidos grasos de la acidulacidn de los jabones.

~ Segin los resultados obtenidos, podria experimentarse su-
plementacién de dietas de gallina ponedora con aceite de pal-
palma o sus acidos grasos con otras fuentes, comerciales o

naturales, de xantofilas.

- Por el alto contenido de provitamina A que presenta cl a-
ceite de palma y sus desechos, se considera importante recali-
zar estudios encaminados a su utilizacidén en la industria dg
alimentos. Sin embargo, también seria conveniente buscar,
por medio de andlisis quimico, si alguna variedad de E. gui-
peensis genéticamente distinta, forma un aceite mas insatura-
do mejorando su calidad alimenticia para consumo humano, o
si por otro lado presenta diferente composicidn de carotenoi-

des.
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A. Carotenoides y su biopotencia como precursores de

vitamina A

Los carotenoides es uno de los grupos de pigmentos

naturales mas importantes y distribuidos, tanto en plantas

superiores como en animales (Fisher, et al; Swartz, 1982).

Son sintetizados por las plantas y algunos animales (Katran-

gi, 14$84).
Quimicamente son moléculas solubles en lipidos, compues-—

tas por unidades de isopreno. La diferencia en sus cstruclu-

ras se debe a hidrogenacion, deshidrogenacién, ciclizacidn y

oxidacidn de las unidades isoprenoides (Swartz, ]982). Fstdn

divididos en:

Carotenos: sin oxigeno en su estructura quimica.

Xantofilas: con oxigeno en su estructura guimica.

El la figura 2 puede verse la estructura de los carote-
noides mas comunes y la vitamina A.
Su biopoténica como presursores de vitamina A depende de

su estructura. Solo 10 carotenoides poseen actividad de pro-

vitamina A y en distintos grados. Estos son beta-caroteno

24 D B2t

(100% provitamina A), alfa-caroteno (50% provitamina A) sus

estereoisomeros, ademas gama-caroteno (50% provitamirna A) y

criptoxantina (50% provitamina A) (Bushway, 1982).
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Estructura de los Principales Carotenoides
y compuestos relacionados
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B. Procedimientos Experimentales.

1. Extraccion de Carotenoldes con Sapouificacién.

(Empleado con aceite, Jabon y dcidocs grasos en

muestras a ser analizadan con HPLC).

a. Se pesa, en triplicado, aprox. 1 gramo de aceito

derretido en banho de maria. Se disuelve en 2bH ml

de oter dietflico dastilado. En el caso de lous

jabones, son pesados 5 gramos y disueltos en 50 ml

de apgua destilada.
b. Se burbujea nitrogeno 10 minutos con luz tenue.

c. Se adicionan 8 ml de KOH al 60% peso/peso, continua

el burbujeo.
d. Se calienta en bano de maria con agua hirviendo por
10 minutos. Contiua el burbujco de nitrdgeno.

e. Se adicionan 75 ml de agua destilada y sc¢ continua

el burbujco de nitrogeno mientras se enfria el ma-

terial.

£ Se trasvasa el material a una ampolla de decanta-

cidn de 200 ml y se extrae con 25 ml de éter dieti-

lico. Se debe adicionar etanol al 95% para disol-

ver cmul siones
g. Sc separa la fase etérea y la fase acuosa sc vuelv

a extracr dos veces con porciones de 25 ml de cler

dietilico.

7 & .
h. Se lava la fase eterea con dos porciones de agua

dest.ilada (30 ml), luego se pone¢ a secar media ho
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ra sobre sulfato de sodio anhidro.

i. Se filtra el extracto en papel filtro ordinario
y se rotoevapora hasta 25 o 10 ml.

j. Se afora con eter dietflico destilado.

(Tomado de Arriaga, 1685)

-8 Ext.raccién de Carotenoides sin Saponificacidén y Cuanti-
ficacidn espectrofotcmétrica de carotenoides.

(Empleado con yemas, aceite, jabdn y acidos grasos

para la determinacion espectrofotométrica de carotenoi-

des totales como equivalentes de beta-caroteno).
!

a. Sec pesan lla 2 gramos del meaterial (en yemas se lle-
go a pesar 10 gramos para las menos pigmentadas) en
un beaker de 50 ml. Be le adicionan 2 ml de acectona
analitica agitando hasta formar una pasta.

b. Se adicionan de 15 a 20 ml de acetona. se mezcla
bien y se filtra con papel filtro Whatman No. 4.

¢. Se lava e¢l material con porciones sucesivas de ace-
tona hasta dejarlo libre de pigmentos. Se recibe
directamente el filtrado en un balén de 50 ml.

d. Se lee la absorbancla a 450 nm (Debe estar entre el
20 y 80 ¥ de transmitancia). Se toma 2,500 (1% ,
cm) como coeficiente de extincion, ¥y se calculan lo:

carotenoides totales con la ecuacion:

ppm de = Ahs., x (volumen total) x (1000000meR) x ( 1 )
Carot. 2500 (100 ml) 1 g peso muestra
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Determinacion de Humedad en aceites, jabones y dcidos

Grasos.

a. Se pesan 10 gramos del material en una balanza ana-
litica.

b. Se coloca la muestra en horno de vacio y se calienta

a 50 C y 22 pulgadas de Hg de vacio por 12 horas.

Cs Se determina el peso perdido y se calcula el porcen-
taje de pérdida.

d. En el caso de jabones se hace en un horno de venti-

lacidn forzada a 100°C por un dia.
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C. Metodologia HPLC para analisis de carotenoides

Se empled un cromatdgrafo liquido de alta resolucidn modelo
Vista 5500, marca Varian, con un sistema computarizado para almacenar
y manipular cromatogramas, 600 Data System, marca Varian. Se utilizg
el detector espectrofotométrico a 460nm, y una columna NovaPak C18
(5mem) con acetonitrilo:metanol:tetrahidrofurano (58:35:7, v:iv:v)
como fase liquida. El método empleado fue el descrito por Bushway
(1985).

El volumen inyectado de muestra era de 10mcl para las extrac-
ciones de -aceite de palma, sus jabones o acidos grasos. Las extrac-
ciones de yemas fueron inyectadas en voiﬁmenes de 50mcl.

A continuacidn se presenta el programa computarizado que se
empled en el cromatdgrafo. El método isocratico descrito, también
ha sido utilizado para la separacion de pigmentos en'extracciones
de otros materiales vegetales como amaranto, maiz comim, chipilin
y hierba mora. Estos extractos fueron preparados por E. Castellanos
e inyectados con A. Molina en el sistema de cromatografia liquida

de alta resolucion arriba descrito, lograndose una separacidn bas-

tante eficiente en lo que a carotenos se refiere.
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SINGLE ~ CHANNEL METHOD: CAROTENITO 11:10 23 JUL 87

SECTION 1: GENERAL

PAGE |
ANALYSIS PARAMETERS
CHANNEL: 1A
DETECTOR: 1|
CALCULATION: A%
HT/AREA: A
STOP TIME: 20.00
NUMB EXPECTED PKS: 40 _ i
EQUILIBRATION TIME: O
UNRETAINED PK TIME: 0.00
UNIDENT PK FACTOR: 0.000000
SLICE WIDTH: 10

PAGE 2
SAMPLE PARAMETERS
RUN TYPE: A
SAMPLE 1ID: TRANSRETINOL
DIVISOR: 1.000002
AMT STD: 1.000000
HLTPLR: 1.000000

PAGE 3
REPORT INSTRUCTIONS
WHERE TO REPORT: PI
COPIES: |
TITLE: CAROTENOIDES EN YEMA
FORMAT: N
DECIMAL PLACE: 4
RESULT UNITS:
REPORT UNIDENT PKS: Y
REPORT INSTRUMENT CONDITIONS: N

PAGE 4
PLOT INSTRUCTIONS
PLOT:. Y
REPLOT WITH BASELINES: N
RAW DATA LOCATION: F
IERO OFFSET: &
ANNOTATION
RETENTION TIME: Y
PLOT CONTROL: Y
TIME TICKS: Y
TIME EVENTS: VY
PK START/END: Y
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PAGE 5
CHART SPEED
PAGES OR CM/MIN: C
INIT VALUE: .0

PAGE B

PLOT ATTEN
INIT PLOT ATTEN: 1|

SECTION 2: TIME EVENTS

PABE 1
LINEZ TINE EVENT  VALUE
1 2.00 FR 50
Z 0.96 SN z
3 0.82 TX 5.0
4 2.80 Wl 5.9
SECTION 3: FEAR TABLE
PABE 1
STD PK$: &
RELATIVE RETEN PES: ©
RESOLUTION PKs: @
RESOLUTION MINIMUH:  ©.0
FACT%Z: 5.0 '
REF
IDENTIFICATION TIiME WINDOWS +/-
REF
%16
HIN: ©.00
NON REF
% 5
HIN: .00
FAGE 2

N 5: LC INSTRUMENT CONTROL

SECTIO
FRBE |
LINE® TINE “h B %C FLOW
1 0.0 igd © D 2.0
FAGE 2

SET CONDITIONS

PiiAX: 250

FHIN! 10

COL TEMF!: 0

AUX TEMF: 0

ANALOG OUT: XB

DET TIME CONSTANT: .5

END TIME: 20.00

LINK 7O LC METHOCSE: :
EQUILIBRATION TiKE:  0.90
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D. FEstadistica Realizada.

Se realizaron
tamente al azar con
aparece el programa

Acalcular las tablas

analisis de varianza para discWos comple-
réplicas (una via). A continuacidn
en lenguaje Basic (IBM) empleado para

de los andlisis de varianza que le

siguen. Los andlisis que presentaron diferencia significati-

se les aplied la prueba de Student-Newman-Keuls.
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FROGRAMA *¥* ANALISIS DE VARIANZA #*¥ UNA VIA CON REPLICAS

NOM
usu
FRO

MU DB IR -
oeREgeAE®

-0
as
a

.
)

S S B e el el ol ST N
IN=SJ0ONTUNDUIN -
ISiSISiSISISISIelolSISIS]o)

HDHNL
SURT
809

450

Ubshan
S9OND
ISISISESS|

o910
520
S30
540
50
260
570
o800
S740
602
610
620
630
640
650
660
670
680
670
700
710
720
730
740
750
760
770
780
RET

BRE DEL ARCHIVO: ANOVAA.BAS
ARIO: ALVARD MOLINA CRUZ
GRAMA CREADO POR: R. PEREZ

CLS
CLEAR:DIM A(100,100)
FOR I=1 TO &

CT=(T~2) 7 (6%9)

SST=TT-CT

SSG=6/9-CT

SSE=55T-SS6

MSG=5S56/ (6-1)

MSE=SSE/ (6% (9-1) )

SRR
.03,18.11,15.55,14.76,12.86,14.83,19.68,19.11,22, 656

DATA @.83,0.88,0.63,0,70,0.67,0.70.1,1.11.1, ;

DATA .96,.78,.89,.70,.97,1.03,.bb,.92,.82

DATA s774<B875.85. 65 57298y s A7 57,73

R T T e T

PRINT "%+ ME&U PR MTI ; ! " !

PRINT"(1) VER RESULTADOS"

PRINT"(2) IMPRIMIR RESULTADOS"

INPUT" = SU ELECCION";N

éEDN=1 THEN 498 ELSE IF N=2 THEN 640

CLS:GOSUB 78@:PRINT '
PRINT TAB(20) "#¥* ANALISIS DE VARIANZA *%¥"
FRINT TAB(2@)"# UNA VIA & REPLICACIONES *"

PRINT:GOSUB_780

PRINT "FUENTE DE","GRADOS DE","SUMATORIA DE","MEDIA DE","VALOR DE"
PRINT "VARIACION","LIBERTAD ","CUADRADOS " )"CUADRADOS","F
PRINT:GOSUB 760

PRINT "GRUPOS  "," 5" ,55G; MSG,F

PRINT

PRINT "ERROR UL 48" ,S5E; MSE

PRINT

GOSUB 780

PRINT

PRINT "TOTAL o 53",55T

GOSUB 780:GOTO 43

CLS: GOSUB 79@:LPRINT

LPRINT TAB(20) "#*%* ANALISIS DE VARIANZA *¥x"

LPRINT TAB(20@)"% UNA VIA & REPLICACIONES "

LPRINT:GOSUB 790

LPRINT "FUENTE DE","GRADOS DE","SUMATORIA DE","MEDIA DE","VALOR DE"

tgg%s; éggséAgégN","LIBERTAD "I "CUADRADOS  ","CUADRADOS","F
tgg%u¥'"sRupus now 5",556; MSG,F

LPRINT "ERROR now 48" ,SSE ,MSE

GOSUB 790 °

LPRINT "TOTAL o 53" ,S8T

GOSUB 79@:GOTO 430

"

PRINT 1 e o o e e e e e e e e e S —— .

URN

790 LPRINT " mmm o e e o "y

RET

LIRN
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Anglisis de verianza (une via, 3 replica) para el contenido

de: carotencides (ppm) en 6 muestras: Jjebdn almacenado un

ahio, sus dcidos gresos por acidulacion con HCl 1N industrial

y analitico. H2504 1N industrial y analitico, blanco sin

acido.

FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F

GRUPODS -  2596.96%9 519.3938B . 7354546
ERROR 12 B474.6546 706.2214

TOTAL 17 11871.63

F(12,5).05 = 4.68B
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fndlisis de varianzse (una via, U réplicas) para el contenido
de carotenoiaes (ppm) en yvewss de huevo de gallinas alimanta-
das con G distintas dietacs (anélisis realizade para cada una
de las U semanas aw »3.\:;w;~nn.entacif5n).
|
SEMANA 1
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPRPOS 5 1989.999 3I97.9999 237.527
ERROR 48 80.42871 1.4675598
TOTAL 53 2070. 428
F(S5,48).05 = 2.41
SEMANA Z
FUENTE DE | GRADOS DE  SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS o 24919.26 4983.853 1072. 166
ERROR 48 223.1231 4.,.64B397
TotAL 53 25142.39 N
F(5,48).05 = 2.41 et S
SEMANA 3
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS ) 24659.01 4931.802 S506.017
ERROR 48 42.99414 .B957112
TOTAL DS IR N T R N T A R

———————————————————————————————————— - ——————————— —————— —— ————. ———————

F(5,48).05 = 2.41

Scanned with CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

83

Prueba de Student-Newman-Keul para el contenido de carote-
noides (ppm) en yemas de huevo de gallinas alimentadas con
6 distintas dietas (prueba realizada para cada una de las 3

semanas de experimentacion).

SEMANA 1

——————————————————————————— o ——— — ——— . ———

LSR 1.23 1.48 1:63 1.73 1.01
Sy = 1.68 = 0.432 LSR = @ * By
9

Blanco ac.g.10% ac.g.6% ac.g.8% Aceite Carofil

- ———— ——— — — ———— —— — G - S —— - — T — — G ———— —————— — ———— -
—————— -— ——

Media 0.6 0.7 0.9 0.9 17 17.2

. 4 -
comparacion de medias

Carofil >> Aceite = ac.g.8% = ac.g.6% = ac.g.10% = Blanco
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SEMANA 2

———————— ——————————— o —————— -———

——— ————————— ———————————— ———— ——

LSR 2:.09 2.46 2.71 2.89 3.02
Sy = 4.65 = 10,72 LSR = Q@ * Sy
9

Blanco ac.g.10% ac.g.8% ac.g.6% Aceite Carofil

—— ———————————————————————— T ——— ——————————— -~ —————————

Media 0.9 150 (e | 1%.5 2.6 59
comparacion de medias

Carofil >> Aceite = ac.g.8% = ac.g.6% = ac.g.10% = Blanco

SEMANA 3

—— ————————————— — — ———— ———————— ——————————— "

LSR 0.90 j.o8 1,49 1,27 1.33
Sy = 0:96.", = D316 LSR = Q * Sy
9

Blanco ac.g. 6% ac.g.10% ac.g.8% Aceite Carofil

o .
comparacion de medias

Carofil »>> Aceite > ac.£€.8% = ac.¢.6% = ac.g.10% > Blanco
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Analisis de varianza (una via,

15 réplicas) para la colora-

cion de yemas (medicion con el abanico de color Roche) de

huevo de gallinas con 6 dietas distintas (andlisis realizado

para cada semana).

SEMANA 1
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADDS CUADRADOS 3
GRUPOS 5 545.5666 109.1133 162.1246
ERROR 84 54.53333 . 6730158
TOTAL— 8% 602.1 ' -

F(5,84).05 = 2.32

SEMANA 2
EUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS S 1359.956 271.9912 2015.94%9
ERROR 84 11.33325 . 1349197
ToTAL o 89 1371.289

F(5,84).05 = 2.32

SEMANA 3
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VA[DR BE—
VARIACION LIBERTAD CUADRADDS CUADRADOS F
GRUPDS S 1094.233 218.8B466 6B89.3448
ERROR B4 26, 664675 31744613
TUTAL——— 89 1120.9

F(5,84).05 = 2.32
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Prueba q; Student-Newman-Keul para la coloracidn de yemas
(medicion con el abanico de color Roche) de huevo de gallinas
alimentadas con 6 dietas distintas (prueba para cada semana).

SEMANA 1

———————— — ——————————————— — ————— —————————— -

————————— ————————————— - —— —————— —————— —— ——

Q.05(K,84) 2.82 3.39 372 3.96 4.14

LSR 0.60 0.72 0.79 0.84 0.88
Sy = 0.673 3.0.212 LSR = Q * Sy
15

Blanco ac.g€.10% ac.g.6% ac.g.8% Aceite Carofil

—_— ————————————— ————— — ——— —— — — — — —— - —— — —————— — ———— —— — —

Media 1.3 1.3 1.4 1.4 1.5 7.8

- 2 *
comparacion de medias

Carofil > Aceite = aC.2.8% =:ac.g.6% = ao.£:10% = Blanco

SEMANA 2

—— ——————— T ———— — — — _——————— — —— — — —————— —— — — ——

————————————————— ] ——— —————————— ————— ——— ——

LSR O 2 0.32 0.35 0.38 0.39
Sy = 0.135 = 0.0948 L3R = @ #% By
15

— e ———— ——————— ———— — ———— — ————————— ——————————————————————

Media ] 1:6 1 2:1 4.9 124

- & -
comparacion de medias
Carofil 5> Aceite > ac.g:10% > ac.g.84% = ac.g: 6% » Blanco
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SEMANA 3

LSR 0. 41 0. 49 0.54 0. 58 0.60
Sy = 0.317 = 0.1455 LSR = Q » Sy
15

Media 1.0 3.0 3.2 3.9 16 115

- ’ -
comparacion de medias

Carofil »>> Aceite > ac.g.10% > ac.g.6% = ac.g. 8% > Blanco
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Andlisic de varianze (una via, 2 replicas) pare el rcontrol de
ovivnoturas semanal de gellinas alimentas con 6 dietes distin-
(enalisis realizeado pars ceda semana del experimento)

SEMANA 1
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS 5 139.667 27.9334 1.155855
ERROR 5 145 24. 16667
TOTAL 11 284. 667
F(5,6).05 = 4.39
SEMANA 2
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS 5 388.667 77.7334 2.933338
ERROR 6 159 26.5
T0TAL 11 547, 667 -
T F(5,6).05 = 4,39
SEMANA 3
FUENTE DE GRADDS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS 5 208 41.6 1.27344%
ERROR b 194 32, 66447
TOTAl 11 404

F(S,6).05 = 4,39
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£ & o' : - / ’ . .
Andlisis de varianza (una via, 2 réplicas) del peso promedio

de huevos de gaullinas alimentadas con 6 dietas distintas (a-

2y o - - .
nalisis realizado para cada semana del experimento).

SEMANA 1
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADODS CUADRADOS E
GRUPOS 5 39.71485 7.942949 1.885979
ERROR & 25. 26953 4.211589
TOTAL 11 64.98438

F(5,6).05 = 4,39

SEMANA 2
FUENTE DE GRADDS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION L1BERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS 5 38.4375 7.6875 2.23298
ERROR b 20. 65625 3.442708
TOTAL 11 59.09375

F(5,6).05 = 4.39

SEMANA 3
FUENTE DE GRADOS DE  SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION L IBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPROS S 38.92578 7.785157 2.998248
ERROR b 15. 62109 2. 603516
TOTALy Lo o e cilaidy g e WA ARG b el e R

F(5,6).05 = 4,39
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r".rm’!z' 14 de . varianza (una \';h. y rr_f;:li«;u:;) de-] consomer dee
alimento de pallinas alimentadas con 6 dietar aiac il al
(anélisis realicsadn pars cads semana de experimentacidn’
SEMANA ]
FUENTE DE GRADDS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS S 715648 143129.6 . 63IBLEILT
ERROR & 1344704 224117.3
ToTAL 11 QOAREmD 7 o E el b A P e E

REMANA 2
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS F
GRUPOS 5 2379584 475916.8 1.315946
ERROR 6 2169920 361653. 4
ToteL 11 4549504
T F(5,6).05 = 4.39

CEMANE 5
FUENTE DE GRADOS DE SUMATORIA DE MEDIA DE VALOR DE
VARIACION L IBERTAD CUADRADOS CUADRADDS F
GRUPOS 5 2819776 563955. 2 1.26056%
ERROR b 2684268 447381.4
TOTAL 11 5504064
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Fruebas para diierencia de medias. Se utilize como es-

tadictico de pruebs la t de Student dada por:

= X1__=__X2. ; g = Gl8l.. b . nis

s 1/n1 - 1/n2 nl + neg - 2

grados d= libertad: nl + n2 - 2

- Aceite ~rudo vs. Jabdn « % de carotenos en los cromatogra-

mas)
aceite X1 = 96 51 = 1 nl = 2
s = 3. 37
iabon X2 = 82 52 = 4 b=,
t = L.BRY (6, 0.05) = 2.45

2 existe diferencis significativa (p<0.05%) entre los

prorcenta ies de area anulizados.

- Jabon vs. Acidos grasos ( % de carotenos en los cromato-

gramas )

ambon X1l = 82 sl = 4 nl = 4
s = 8.57
ac ¢ X2 = 76 g2 =9 2 & 11
At o 1 b6 0:05) = 2.16

Nu existe diferencia significativa (pc0.05) entre los

porcent aies de ares analizados.
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