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RESUMEN

El aceite de palma, extraido del fruto de la planta

Elaeis guineensis puede ser refinado para consumo humano, de-

jando como subproductos jabones y tierras activadas, ricos en
carotenoides. Estos subproductos constituyen una fuente po-
tencial de carotenoides, los cuales son utilizados como pig-

mentos en alimentos para humanos y concentrados para animales.

En este trabajo se establecieron condiciones especifi-
cas para un refinamiento alcalino del aceite y un blanqueo
utilizando Tonsil Optima como agente blanqueador. Las etapas
anteriores se ordenaron en dos secuencias de refinamiento
del aceite: bianqueo-refinamiento-blanqueo y refinamiento-
blanqueo-blanqueo, siendo la primera més efectiva para lograr

un numero 4cido bajo en el aceite final.

Se evaluaron los niveles de carotenoides en cada uno de
los materiales de las etapas de las secuencias y se encontrd
lo siguiente: Aceite crudei 540 + 55 ppm: jabones 398+ 32%
ppm (nivel méximo encontrado). De estos materiales, los jabones
tienen un nivel de carotenoides adecuado para ser utilizados
como suplemento de carotenoides en las dietas de gallinas po-

nedoras.

Se implement6é un método para separacidn de carotenoides
utilizando cromatografia de capa fina de fase reversa. Se
utilizé como fase fija Silica Gel recubierta de parafina y
como fase mévil mezclas de metanol y acetona. No se logrd
separar los carotenoides del aceite de palma crudo, sino
s6lo separar estos carotenoides de otros componentes no iden-

tificados.

Fue posible obtener espectros de los extractos etéreos

del aceite de palma crudo, jabones y tierras activadas. To-
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dos presentaron caracteristicas diferentes entre sfi, por lo

gue el tipo de carotenoides en cada material es diferente.
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1. INTRODUCCION

El aceite de palma africana estd siendo extraido actual-
mente en Guatemala, proceso en el que participan tres plantas
extractoras distribuidas en las regiones palmicultoras (Banco
de Guatemala, 1981). EJ uso actual del aceite extraido es la
incorporacién en las dietas animales como fuente calérica y
en las industrias de jabones, donde no se requiere un aceite
refinado. Sin embargo, en muchos paises, el aceite de palma
~e utiliza para consumo humano, ya que en términos econbémicos

el que proporciona el mayor rendimiento de aceite por uni-

7

dad de &rea cultivada (Banco de Guatemala, 1981).

Durante el proceso de refinamiento del aceite de palma
africana, se pueden obtener como subproductos jabones y tie-
rras activadas con un alto contenido de carotenoides, los cua-
les son desaprovechados. Uno de los usos potenciales de los
carotenoides del aceite de palma.contenidos en los subproduc-
tos, es como pigmentos en las raciones de aves comerciales,
para lograr una coloracidén aceptable en la piel y.en los hue-
vos. el éxito de dicha operacidon contribuiria a obtener una
mayor rentabilidad del proceso de refinamiento del aceite de
palma y constituiria una fuente alternativa de colorante para

la industria avicola y la industria de alimentos.

Es necesario establecer condiciones especificas para el
refinamiento del aceite de palma, con la finalidad de obtener
un aceite de buena calidad. Por otra parte, es necesario teé-
ner los medios analiticos para evaluar el nivel de carotenoi-
des, tanto en el aceite de palma como en los subproductos del
mismo. La identidad de los carotenoides contenidos en el
aceite de palma y en los subproductos, también es un aspecto
importante para establecer el uso de los desechos del aceite

de palma.



En este trabajo se presentan prucbas de refinamiento de
aceite de palma (blanqueo Yy refinamiento), asi como condicio-
nes especificas para este proceso. Por otra parte, también
se presentan resultados de caracterizacién y cuantificacion
de los carotenoides en el aceite de ﬁalma y en los desechos

del refinamiento.




I1. ANTECEDENTES g
A, Palma Africana

i 55 Descripcién

La palma africana, también conocida como palma de aceite
0 palma oleaginosa, es de apariencia similar al cocotero: con
un sélo tallo robusto y hojas irregulares-pinadas en forma de
penacho. Produce sus frutos en forma de racimos, los cuales
pesan aproximadamente 50 kgs. y tienen de 1200 a 1500 frutos
por racimo. La produccién de los frutos comienza a partir
del cuarto afio, produciendo un promedio de 15 racimos anuales

y dura la produccién hasta los veinte o veinticinco afios.

Las partes de un fruto de palma africana pueden verse en

Ig: figura 1.

El aceite de palma se extrae del mesocarpio o pulpa, el
cual posee del 15 al 20% de aceite y de 45 a 50% de fibras
celulésicas (Banco de Guatemala, 1981). También se extrae
aceite del albumen o almendra, el cual contiene de 45 a 50%
de aceite y este aceite se conoce como aceite de "Palmiste'.
El aceite de palma es utilizado para fines alimenticios, mien-
tras que el palmiste se utiliza en jaboneria o en la industria

de pinturas como aceite secante.

Los frutos tienen un alto contenido de carotenos y anto-
cianinas, lo que explica la coloracién pardo-rojiza de los
mismos y la fuerte coloracién observada en el aceite extraido

de la pulpa.

2z Cultivo de la Palma Africana en Guatemala.

En Guatemala, existen dos regiones donde hay plantaciones
de palma africana. La primera regioén en la zona sur-occiden-
tal, que incluye los departamentos de San Marcos, Quetzalte-
nango, Retalhuleu y Suchitepéquez. La segunda regién es la

zona norte, que incluye los departamentos de Alta Verapaz,




nosidad requerida para el cultivo debe de ser de mas de 1500
horas anuales. Debe existir una precipitacién pluvial eleva-
da (de 2000 a 3000 mm.). En la zona sur-occidental y norte
del pais, se observan precipitaciones pluviales de 3000 y
3500 mm. anuales respectivamente. La temperatura adecuada es
alrededor de los 250C, que es aproximada a la temperatura de

las dos regiones.

" Epicarpio o céscara

- Mesocarpio o pulpa
Polo germinativo

Embridn
Albumen o almendra

Endocarpio hueso o nuez

FIGURA 1. F-ios DEL FRUTO Lk PALF-~ AFR1CANA

Ademéds, en estas zonas los suelos son fértiles, profun-
dos y bien drenados. La topografia es bastante plana y las
las tierras son bastante bajas; todas estas condiciones favo-

recen el desarrollo del cultivo.

La variedad de palma africana cultivada en Guatemala es
la Ténera, resultante de la polinizacién cruzada de las varie-

dades Dura y Picifera.

En 1981 se informé que el &rea cultivada era de 3782.3 -
manzanas, 2707.0 en la zona norte y 1075.3 en"la zona sur-
occidental (Banco de Guatemala, 1981).

Para la extraccién del aceite de palma, existen actual-

mente en Guatemala dos plantas en funcionamiento. La planta




extractora en la f{nca Buena Vista en San Sebastian, Retalhu-
leu y la planta en la finca Cabanas en La Tinta, Alta Verapaz.
Cada una tiene una capacidad de procesar 1.5 TM de aceite
crudo. por hora, lo que equivale a procesar los frutos prove-
nientes de 400 Ha. en cada planta. Se est& montando otra
pianta en Coatepeque con una capacidad de 6 TM pr hora, equi-
valente a 1200 Ha. de plantaciédn.

El volumen de fruta procesada en las dos plantas extrac-
toras para el periodo 1976-1980 se muestra en el Cuadro 1.

En el periodo 1979-1980, el aceite procesado equivalié
al 38.1% de la capacidad de procesamiento instalada hasta

ese afo.

En la actualidad, el aceite de palma no se utiliza como
aceite comestible para consumo humano en Guatemala debido a
que ain no han sido instaladas plantas refinadoras de aceite
de palma. Sin embargo, se considera que la palma africana es
la mayor alternativa para aliviar la crisis de aceites y gra-
sas que existe en el pais debido a que: a) es la oleaginosa
que produce el mayor rendimiento de aceite por A&rea cultivada;
b) presenta poca susceptibilidad de plagas, yi: c) en Guatema-
la existen tierras apropiadas para el cultivo de la palma

africana.

El monto de las importaciones de aceites comestibles y

grasas en el periodo 1978-1982 puede verse en el Cuadro 2.

B. Extraccién y Procesamiento del Aceite de Palma Africana.

El proceso para la extraccién y purificacién del aceite
de palma africana depende de la tecnologia disponible en la

regién de las plantaciones.




CUADRO 1. RENDIMIENTO DE LA FRUTA PROCESADA
EN GUATEMALA, EN EL PERIODO DE 1976-1980

PERIODO FRUTA PROCESADA ACEITE CRUDO RENDIMIENTO
(T™) OBTENIDO (TM) (%)
1976 - 1977 1484.1 250 16.8
1977 - 1978 20113 330 16.4
1978 - 1979 2106.9 355 16.8
1979 - 1980 268241 450 17.0
(Tomado de Informe Econémico: Estudio sobre el cultivo e 1n-

dustrializacién de la palma africana. Banco de Guatemala.
Enero-marzo, 1981. pp 1-74).




CUADRO 2. IMPORTACIONES DE ACEITES Y GRASAS

EN GUATEMALA, PERIODO 1978-1982

1978
1979
1980
1981

1984

IMPORTACIONES DE ACEITES Y MANTECA DE
ORIGEN ANIMAL Y VEGETAL (miles de Quetzales)
52625
8§388.2
L1429 7
15851.8

24287.7

(Tomado de Boletin Estadistico. Julio-septiembre, 1983.
Banco de Guatemala, 1983).




En Guatemala, el proceso de extraccién del aceite de pal-

ma africana consta de las etapas que se observan esquematica-

mente en la Figura 2. Las etapas que incluye este proceso,

se describen a continuacién.

1

Esterilizacién. En esta etapa, se somete a calentamien-
to el racimo por medio de vapor. Esto ocasiona la desac-
tivacién de las enzimas desdobladoras del aceite. Ade-

mas facilita el desprendimiento de los frutos del raquis.

Desfrutado. En esta etapa se separa mecadnicamente, los
frutos del raquis o escobajo; el Ultimo constituye un

subproducto.

Digestién. Consiste en la mezcla de los frutos con agua
caliente para remover la pulpa de las nueces y reventar
las células vegetales para liberar el aceite. El pro-

ducto intermedio es una masa fibrosa llamada 'magma'.

Prensado. En esta etapa, se extrae la fase_liquida de
la torta. En la primera hay aceite, agua e impurezas
s6lidas y en la segunda se encuentra la fibra de la pul-

pa ¥ los coquitos.

Decantacién. En esta etapa, se aprovechan las diferen-
cias de densidades para separar el aceite de los residuos
s6lidos y el agua. El aceite es separado por rebalse
superior de un tanque al que se le adiciona agua por la
parte inferior. Se obtiene el aceite crudo, el cual es
almacenado para su venta en un tanque. Ademas, se obtie-
nen lodos, los cuales son drenados del tanque de decan-
tacién y son depositados en unas ''trampas'. De estas
trampas se recupera el aceite de segunda, que tiene un

alto contenido de agua e impurezas sélidas.

Procesamiento de la torta. La torta compuesta de fibra



FIGURA 2. PROCESO DE EXTRACCION Y PURIFICACION
DEL ACEITE DE PALMA EN GUATEMALA.
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de pulpa y de coguitos, es separada en sus componentes
en un desfibrador. Se obtiene como subproducto la fibra
de la pulpa y los coquitos. Los coquitos son sometidos
a quebrantamiento; separando la céscara y la almendra.
La almendra finalmente es vendida para extraerle el

aceite.

En otros paises, se continiia el tratamiento del aceite
de palma con la etapa de refinamiento, que puede incluir des-
gomado, neutralizaci6én, decoloracién, y en algunos casos, de-

odorizacién.
Para el refinamiento se pueden seguir dos procesos:

a) refinamiento alcalino.

b) refinamiento fisico.

El refinamiento alcalino consiste en la neutralizaciodn
de los 4cidos grasos libres con hidr6éxido de potasio, para
formar jabones, los cuales se separan por decantacidn o cen-
trifugacién y constituyen otro subproducto. Luego el aceite
neutralizado es blanqueado por adicién de tierras activadas,

las cuales se separan posteriormente.

El refinamiento fisico consiste en un desgomado con &ci-
do fosférico, luego por altas temperaturas y vaci6, se sepa-
ran los Acidos grasos volatiles y se obtiene un aceite neutra-
lizado y blanqueado. En este caso, los acidos grasos volati-
les constituyen un subproducto. Estos acidos grasos son un
subproducto mejor cotizado que los jabones en el proceso de

refinamiento alcalino.

C.: Usos del Aceite de Palma y los Subproductos del Proceso

Industrial.

Se pueden elaborar concentrados de carotenoides por des-

tilacién al vacidé o por saponificacién de los ésteres metili-




e

cos del aceite de palma. Estos concentrados se pueden utili-
zar en la coloracién de mantequillas, margarinas o en indus-

trias farmacéuticas (Bauernfeind, 1981).

Otras aplicaciones del aceite de palma lo constituyen el
uso de los ésteres metilicos, producto de refinamiento fisico
para obtener alcoholes grasos (usados en detergentes y sur-
factantes), lubricantes, ésteres y aditivos para teneria
(Knaut,-J. ety al .\~ 1985):

El aceite de palmiste se utiliza en la industria alimen-
ticia y en la produccién de jabones espumosos y cosméticos.
También se puede utilizar en la elaboracidén de resinas alqui-
dicas en la industria de pinturas. En reposteria y grasas de

chocolate, también se ha generalizado su uso.

En el informe econémico del Banco de Guatemala, 1981,
también se han mencionado algunas utilidades de los subpro-
ductos:

a) Los escobajos pueden utilizarse como combustible o
abonos -y fertilizantes, pues tiene un alto contenido de

potasio.

b) Las figuras y las céscaras de los coquitos se han

utilizado para la extraccién de gas y la elaboracién de
carbén (tiene el 50% del poder de combustién del carbén
mineral). También se utiliza como combustible para cal-

deras en las plantas extractoras.

c) La torta de aceite de palmiste se puede utilizar en

la elaboracién de concentrado para animales,

d) Los lodos se pueden utilizar como abono o como combus-

tible por tener residuos de aceite.
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D. Caracteristicas Fisicas y Quimicas del Aceite de Palma.
13 Propiedades Fisicas y Quimicas del Aceite de Palma.

Las propiedades fisicas y quimicas del aceite de palma
van a depender del estado en que se encuentre el aceite de
palma. Sin embargo, cuando se trata de un aceite refinado,
las caracteristicas son relativamente constantes. En el Cua-

dro 3 pueden verse tabuladas algunas de estas propiedades.
iy Composicién Quimica del Aceite de Palma.

El aceite de palma estd compuesto de ésteres triglicéri-
dos de acidos grasos, acidos grasos libres, diglicéridos, fos-
folipidos, complejos metédlicos, perdéxidos y sus productos de

descomposicién y pigmentos (Maciellan, 1983).

En el Cuadro 4 puede verse la composicién detallada de
los 4cidos grasos que constituyen el aceite de palma. Esta
composicién varia dependiendo de la variedad que se tiene cul-
tivada, la regi6n donde se cultiva y el proceso a que se so-

mete el aceite.

El contenido de fosfolipidos varia dependiendo de la va-
riedad y de la estacién en que se estd cultivando la palma.
Las operaciones del procesamiento no ocasionan mayores varia-
ciones. El contenido de fésforo puede variar de 10 ppm a

35 ppm.

Los principales pigmentos del aceite de palma son los
carotenoides que se encuentran en un intervalo de 500 - 700
ppm (determinado espectrofotométricamente). Los que se en-
cuentran en mayor proporcién son alfa, beta, gama-carotenos,
xantéfilas y licopeno (Maclellan, 1983. Véase Apéndice A).

El porcentaje de estos carotenoides puede verse en el CuadroSs.
En un estudio previo se informa ademéds la presencia de lutei-

na y los neoisémeros de los carotenoides mencionados por Mac-
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CUADRO 3. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL

ACEITE DE PALMA

Punto de fusién (varia segin el
grado de acidez y pureza)
Viscosidad absoluta (acidez del
6%), a 40°C *

Indice de refraccién a 50°C
Densidad a 50°C (aceite neutro)*
Indice de saponificacién *

Indice de yodo

o7=a 452C

37.8 centipoises

1.4553 (1.4546-1.460)
0.8927 (0.89219-0.8932)
19557 (1901201 7))

53 (48-58)

(Datos tomados de Maclellan, M. Palm 0il, JAOCS. 60 (2),
1983,320A - 325A). (Los datos con Asterisco fueron tomados
de un boletin publicado por COPALMA, Honduras).
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CUADRO 4.

DE PALMA AFRICANA PROCEDENTE DE MALASIA.

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE

UN ACEITE

MEDIA (X) INTERVALO
Acido Léaurico 0.2 0515180
Acido Miristico i R | DRI9 =570
Acido Palmitico 44.0 41.8 - 46.8
Acido Esteérico 4.5 4 420535 .1
Acido Oleico 39.2 37.3 = 40.8
Acido Linoleico 10.1 9.1 - 11.0
Acido Linolénico 0.4 053006
Acido Aradquinénico 0.4 G 2s =07
(Tomado de Maclellan, M. Palm 0il. JAOCS, 60 (2), 1983.

pp 320A -

325A)%
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CUADRO 5. COMPOSICION DE LOS CAROTENOIDES DEL ACEITE

DE PALMA (VARIEDAD TENERA).

PORCENTAJE'  PORCENTAJE
Alfa-Caroteno 29 36, 2
Beta-Caroteno 62 54.4
Gama-Caroteno 4 T3 D
Xantofilas 3 2.2
Licopeno 2 3.8

1. (Datos tomados de Maclellan, M. Palm 0il. JAOCS. 60 (2),
1983. pp 320A - 325A); 2. (Datos tomados de Loncin, Von M,
Uber das Palmitol. JAOCS, 49, 1972. pp 104-112).
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lellan (Hunter, 1946), sin embargo, estos pueden atribuirse

a que se formaron durante la manipulacién de los carotenoides

durante el anélisis.

En el Cuadro 6 pueden verse diversos valores de niveles
de carotenoides informados para el aceite de palma. Es impor-
tante notar el amplio intervalo de variacién presentada en

estos datos.

Otros componentes del aceite de palma son los tocofero-
les, los cuales se encuentran hasta 800 ppm. Los tocoferoles
en el aceite de palma, son una mezcla de 20% alfa-tocoferol,
25% alfa-tocotrienol, 45% de gama-tocotrienol y 10% de delta-
tocotrienol (Maclellan, 1983). Los tocoferoles, ademéas de
ser antioxidantes naturales, son fisioldgicamente activos co-

mo vitamina E.
E-: Utilizacién de Carotenoides.
Los carotenoides sintéticos utilizados en alimentos son:

a) Beta-8'-apocarotenal (Beta-apocarotenal) que es de color
amarillo. Se puede utilizar para colorear galletas, cres-
tas de pastelillos, dulces, salsas de queso y aguas ga-

Seosas.

b) Beta-Caroteno, color amarillo. Se utiliza en industrias
de mantequilla, margarinas, reposterias, quesos procesa-
dos, helados, macarrones, aceites vegetales, aderezos,
cremas batidas, pasteles, dulces, pudines, sopas, gela-

tinas, jugos de fruta y otras bebidas.

c) Cantaxantina, color vino rojo intenso. Se utiliza en la
elaboracién de productos de tomate, jugos de fruta, ade-

rezos, embutidos, enlatados y quesos procesados.
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CUADRO 6. CONTENIDO DE CAROTENOS TOTALES
EN ACEITE DE PALMA

CAROTENOS (ppm) PROCEDENCIA DEL ACEITE REFERENCIA
330 Brasil (Pinto, 1939 -=60)
800 Malasia (Meanra, 1976)
404 - 828 Malasia Miller - Mullot, 1975)
567 Malasia (Jacobsberg, 1975)
500 - 700 Malasia (Maclellan, 1983)
1070 - 668 Africa (Hunter, 1946)

500 - 700 Africa (Loncin, 1972)




d) También se utilizan extractos de productos vegetales ri-
cos en carotenoides. Entre estos estén: extractos de
achiote (contienen bixina), se utilizan ﬁara colorear
mantequilla, queso, cereales y helados de nieve; extrac-
tos de papaya (contienen capsantina y capsorubina), se
utilizan para colorear salsas, carnes Yy ensaladas; ex-
tractos de aceite de palma que se utilizan para colorear

mantequillas y margarinas.
2% Utilizacién de Carotenoides en Raciones Animales.

La finalidad de la utilizacién de carotenoides en dietas
animales es el mejoramiento de la coloracién de los productos
animales para el consumo humano. Los niveles de carotenoides
en las dietas animales es un factor importante en la colora-
cién de los productos derivados, ya que estos pigmentos no
son sintetizados en los organismos de los animales (Bauer-

nfeind y colaboradores, 1971).

E] efecto de los carotenoides sobre los animales puede
manifestarse .en coloraciones de piel, grasas, leche, huevos
y plumas. Los carotenoides utilizados en la industria avico-
la para fines de coloracién son los oxicarotenoides. Estos
proporcionan una coloracién apetecible de huevos y de piel

(Bauernfeind y colaboradores, 1971).

Entre las fuentes naturales utilizadas para lograr la
pigmentacién de los productos avicolas estan: el maiz, péta-
los de caléndula (Tagetes sp.), pimienta roja, fermentos con-
centrados, algas, extractos de achiote, extractos de papaya
(Bauernfeind, 1971). Los principales carotenoides utilizados

en la industria avicola son:

/
a) Ester etilico del acido beta-apo-8-carotenoico; conocido

como "carofila amarilla'". Produce una coloracibén de ama-
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rillo a naranja y puede pigmentar la piel y los huevos.

b) El beta-apo-8'-carotenal; produce una coloracién amari-
lla o naranja; su efecto pigmentante se da sélo en huevo.

c) La cantaxantina produce una coloracién rojiza, se le co-
noce como 'carofila roja". Su utilizacién es secundaria
pues al utilizarse sélo, produce una coloracién rojiza
en la piel y en el huevo, lo que los hace menos apeteci-
bles al consumidor.

d) La citranaxantina tiene efecto pigmentario sélo en huevo.
D% Uso de Carotenoides en Farmacéuticos.

En este campo, se han encontrado aplicaciones para los
carotenoides sintéticos. Los carotenoides se han utilizado
para la coloracién de tabletas. Se ha observado buena estabi-
lidad de los carotenoides en el almacenamiento y en presencia
de la luz. También se han utilizado en suspensiones farmacéu-

ticas y de cosméticos, emulsiones, cremas y lociones.

4-, Utilizacién de Carotenoides de los Desechos del Procesa-

miento del Aceite de Palma.

Los carotenoides del aceite de palma son separados de
éste, principalmente en las etapas de refinamiento y de blan-
queo. Los subproductos de estas etapas, los jabones y las
tierras activadas, respectivamente, contienen una fuente po-

tencial de carotenoides.
a) Carotenoides en jabones.

Se han hecho estudios para la utilizacién de los carote-
noides de jabones provenientes de otros aceites, como el acei-
te de soya (Lipstein y colaboradores, 1967; Lipstein, 1976).

Los jabones, que bésicamente son sales de dcidos grasos, son



acidulados para obtener &cidos grasos libres, los cuales pue-
den ser incorporados a las raciones animales como fuente ca-

lérica.

Estos residuos pueden tener un alto contenido de carote-
noides, dependiendo del contenido inicial de carotenoides en
el aceite y la severidad del proceso de refinamiento. Estos
carotenoides estadn constituidos por los carotenoides presen-
tes en el aceite y por carotenoides derivados de los primeros,
como consecuencia de las condiciones en el proceso de refina-

miento y acidulacién (Lipstein, 1976).

Para el caso del aceite de soya, se ha evaluado el poder
pigmentante de los carotenoides de los &cidos grasos prove-
nientes de los jabones acidulados, tanto en pigmentacidn de
la piel como en la coloracién de la yema de huevo. Los resul-
tados obtenidos, a pesar de ser positivos, no son muy alenta-
dores en el aceite de soya, porque no todos los pigmentos en-
contrados en los jabones acidulados son de poder pigmentante
importante. Para este aceite, se encontré que la luteina era
el responsable principal de la pigmentacién de la piel y la
yema de huevo (Lipstein, 1976). La utilizacién relativa de
las xantofilas en relacién al maiz fue de 20 a 30% para la
pigmentacién de la yema de huevo (calculado como la razén de
la eficiencia de la utilizacién de xantofilas, 6%, a la efi-

ciencia de la utilizacién de xantofilas del maiz amarillo, 20%).
b) Carotenoides en Tierras Activadas.

La eliminacién de carotenoides del aceite de palma por
adsorcién a tierras activadas o carbén activado, ha sido uti-
lizado entre las técnicas de blanqueo. El subproducto resul-

tante puede aprovecharse para la extraccién de carotenoides.

La adsorcidn de los carotenoides en tierras activadas,
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es un proceso~de adsorcién quimica. En este proceso sucede
algin cambio quimico en el carotenoide formando un complejo
sobre un catién, el que constituye un sitio activo de adsor-
cién (Khoo, 1979). Las propiedades de absorcién de loa alu-
minosilicatos (tierras activadas), depende de la naturaleza
de la arcilla, del solvente del carotenoide y de la capacidad

de los cationes para formar complejos.

En algunas situaciones, estos carotenoides han sido remo-
vidos de las arcillas por un lavado con un solvente no polar
como hexano. Luego se han rescatado los carotenoides de es-
te solvente por una extraccién con otro solvente, como éter -
acetona 1:1 y luego, eliminado el solvente por evaporacién
(Yoshioka, 1977; Lin 1977; Nishin 0il Mills, 1974).

También se han obtenido concentrados utilizando carbén
activado de una manera similar a las tierras activadas (Hock
y colaboradores, 1980). En este caso, el carbén activado es
tratado con un antioxidante (alfa-tocoferol), y es ajustado
a un pH especifico. Se obtienen concentrados de seis veces

la concentracién original.

() Otros Procesos para Obtener Carotenoides.

Actualmente, se esté utilizando un método para refinar
aceite en el que se obtienen concentrados de carotenoides has-
ta el 20% del aceite original (Loncin, 1975). Este método es
denominado método Graminar. En este método, primero se eli-
minan los &cido grasos libres, por destilacién de estos, en
forma libre o esterificados. El aceite restante se transes-
terifica con un alcohol y los ésteres formados son destilados,
para luego ser reesterificados con glicerol. El residuo no
saponificable y rico en carotenoides queda al destilar los és-

teres provenientes del aceite.



Otros investigadores se han basado en el mismo principio
que el proceso Graminar. Por ejemplo, Yamada, describe un :
proceso donde 100 partes de aceite de palma (450 ppm de caro-
tenos), se obtienen 4.8 partes de residuo con 0.9% de carote-
nos (Yamada y colaboradores, 1977).

El mismo autor ha realizado una extraccién con hexano
sobre los residuos del blanqueo. El hexano se destila del ex-
tracto y se obtiene 2.39 partes con 17.1% de carotenos, par-
tiendo de 100 partes del residuo (Yamada y colaboradores, 1977).
Este extracto se puede utilizar como agente colorante en ali-

mentos.

.

d) An4lisis Quimico de Carotenoides.

En cualquier anédlisis de carotenoides, se pueden delimi-

tar cuatro fases:

1 Extraccién de los carotenoides del material analizado.

& Aislamiento de un carotenoide y/o separacién de distintos
carotenoides.

DY Caracterizacién de un carotenoides.

4. Cuantificacién de uno o varios carotenoides.

En cada una de las etapas de andlisis, deben tenerse pre-
cauciones en el manejo de los carotenoides debido a la poca
estabilidad de estos a la luz, a las temperaturas elevadas y
al oxigeno. Por esas razones, se ha sugerido trabajar en at-
mésfera de Nz. en oscuridad y aun adicionar antioxidantes en
el solvente como el BHT (Butil hidroxi Tolueno.)(Kimura y co-
laboradores, 1972). Esto no se hace en todas las etapas del
an4lisis sino en aquellas en las cuales se considera critica
la accién de la luz, temperatura y oxigeno. Un ejemplo de
la importancia de lo anterior puede verse en el licopeno, el
cual puede disminuir hasta en 60% de su valor inicial cuando

estd expuesto al aire (Kimura y colaboradores, 1972).
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= Extraccién de Carotenoides

Los carotenoides pueden extraerse con solventes inmisci-
bles al agua o miscibles, segin el material esté deshidratado
o hidratado. En el caso de material deshidratado, éste debe
obtenerse por algin método que no sea secado al aire pues es-
to ocasiona la destruccién de los carotenoides. Generalmente,
las extracciones se realizan en muestras himedas con solven-
tes miscibles con agua como mezclas de acetona-agua o etanol-
agua (Liassen-Jensen, 1971). En algunas oportunidades es in-
dispensable adicionar antioxidantes como quinol o agentes neu-
tralizantes, como carbonato de calcio, piridina o dimetilami-
na (Liassen-Jensen, 1971). También se han informado métodos
de extraccién utilizando celulosa para mejorar la extraccién
de los pigmentos atrapados en tejidos verdes (Mattoshek, 1974).

Después de obtener el extracto, se le elimina el agua,
lo cual se puede lograr por la adicién de una solucién salina,
por extraccidén de los carotenoides con un solvente orgénico

0 por destilacién azeotrépica con benceno a presién reducida.
2 Aislamiento de Carotenoides

En la fase de aislamiento de carotenoides, se incluyen
las etapas de saponificacién, particién y la técnica de cro-
matografia. Estas etapas no son exclusivas en su realizacién,
depende de la naturaleza de la mezcla de los carotenoides y
sus impurezas, asi como la finalidad del analisis.

a) Saponificacién
Esta etapa permite la,eliminacién de lipidos no deseables
y la clorofila. Ademé4s, nos permite separar los carote-
noides &cidos de los neutros, debido a que los primeros
quedan en forma de sales en la hipofase, la fase acuosa.
Los carotenoides neutros se pueden quedar en la fase

etérea junto con los lipidos no saponificables como los




b)

esteroles, los cuales pueden eliminarse por una crista-
lizacién fraccionada en éter de petréleo o acetona a ba-
jas temperaturas. Los carotenoides Acidos, como los di-
osfenoles y carboxilicos, pueden ser extraidos de la fa-
se acuosa por la acidulacién del medio y una posterior

extraccién etérea (Liassen-Jensen, 1971).
Particién

La particién consiste en la distribucién de carotenoides
entre dos fases inmiscibles entre si. Cuando se tiene
carotenoides que difieren grandemente en su polaridad,
se pueden aprovechar sus propiedades de polaridad para
obtener una distribucién heterogénea de estos carotenoi-
des entre las dos fases. El sistema utilizado general-
mente es éter de petrdéleo-metanol de 85-95%. Los caro-
tenoides apolares se encontraran en la epifase (éter de
petréleo); los carotenoides polares como los dihidroxi-
carotenoides se encontrardn en la hipofase (fase metand-
lica) y los medianamente polares, omo los monohidroxica-
rotenoides se encontrarédn distribuidos entre las dos fa-
ses. De esta forma, puede obtenerse una separacién bur-

da de los carotenoides en dos grupos (Petracek, 1956).

Cromatografia

La cromatografia permite una separacidén mas refinada de
los carotenoides, en comparacién a la particién. Las
modalidades que han sido utilizadas dependen del trabajo
especifico que se esté realizando y de los recursos que
se tengan. Entre las distintas formas de cromatrografia
se encuentran: cromatografia en columna (CC), cromato-
grafia de capa fina (TLC), cromatografia en papel (PC),
cromatografia de gases (GLC) y cromatografia liquida de

alta presién (HPLC).
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DEL VALLE DE GUATEMALA
Las técnicas cromatogrdficas se basan en la adsorcién de
los compuestos, la cual depende de la naturaleza del es-
queleto de carbonos y del nimero o tipo de sustituyentes
oxigenados (Davies, 1976). Los compuestos mas polares
se quedan mas cerca del origen en el desarrollo del cro-
matograma porque son adsorbidos mds fuertemente. Por
ejemplo, los ep6xidos son menos adsorbidos que las xan-
tofilas (Coscia, 1975). Sin embargo, existe la técnica
de cromatografia de fase reversa, donde los compuestos
mds polares quedan més alejados del origen.

Cromatografia en Columna

Esta técnica se utiliza para la separacién de carotenoi-
des en escala preparativa. Algunos adsorbentes utiliza-

dos pueden verse en Cuadro 7.

Entre los solventes utilizados para cromatografia en co-
lumna de carotenoides estadn éter de petréleo, éter, me-

tanol, isopropanol, n-propanol, acetona (Coscia, 1975).

Para cromatografia en columna existen tres técnicas gue
han sido utilizadas en el campo de los carotenoides:

(i) Cromatografia de Zona. En ésta, las zonas colorea-
das de los distintos carotenoides son cortadas y
eluidas posteriormente. Se aplica principalmente
a las columnas de carbonato de calcio (Strain, 1975).

(ii) Elusién por Etapas. Utilizando un eluyente compues-
to de un solvente apolar y un polar, cuyas propor-
ciones se alteran en forma de etapas; el eluyente
se va enriqueciendo en el solvente polar. Con esta
técnica se logra la elusién secuencial de los compo-
nentes menos adsorbidos y por tiltimo los adsorbidos.




CUADRO 7. ADSORBENTES UTILIZADOS PARA SEPARAR CAROTE-
NOIDES EN CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

Adsorbente : Utilidad

Polvo de Celulosa

Silicato de Magnesio Utiles en separacién de carotenoides
polares
Sacarosa

Altmina Desactivada
Carbonato de Zinc*
Carbonato de Calcio Utiles en separacién de carotenoides
de polaridad intermedia

Oxido de Magnesio

Oxido de Magnesio-
Supercell?®*

Hidréxido de Calcio ; . >
% Utiles en separaci6n de carotenoides

Altmina Activada en general

(Datos tomados de Liassen-Jensen, 1971, '"Isolation, Reactions".
Carotenoids (0. Isler. Ed) Birkhaiiser, Basle. pp 61-188); (Da-

tos con asterisco tomados de Coscia, C. 1975, "Chromatography
of Terpenoids'" in.: A Laboratory Hanbook for Chromatographic
and Electrophortic. (E. Heftmann, Ed) Third Ed. New York, van
Nostrand Reinhold Co. pp 588-590).
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(iii) Elusién en Gradiente. Consiste en un cambio gradual
en la composicién del solvente como en el caso de

la elusién por etapas.

También se han hecho andlisis de cromatografia en colum-
na en fase reversa. En este caso, el orden de elusién
es inverso: primero eluyen los compuestos mas polares
y de Gltimo los menos polares. Para esta técnica se han

utilizado columnas de polietileno.
Cromatografia de Capa Fina

Esta técnica se utiliza para caracterizar o ccmo un paso

previo a la cuantificacién de un carotenoide.

En el caso de una caracterizacién, ademés que permite la
separacién de distintos carotenoides, permite identifi-
car a cada uno de ellos con un valor de Rf (razén de dis-
tancia recorrida por el pigmento sobre la distancia re-
corrida por el solvente), el cual es muy uUtil para el
caso en que se tenga el dato en la literatura y bajo
exactamente las mismas condiciones. El valor de Rf va

a depender de las condiciones especificas del anéalisis:
fase fija, solvente, grosor de la capa de adsorbente,

temperatura, etc..

El uso de esta técnica se ha generalizado por la rapidez de
separacién y la eficiencia. Se ha logrado separar isé-
meros cis-trans por esta técnica (Liassen-Jensen, 1971).
Entre las desventajas que presenta, estan las precaucio-
nes excesivas para evitar pérdidas de carotenoides por

luz, oxigeno y temperaturas; ademéas las cantidades que

se logran separar, generalmente sélo alcanzan para obte-
ner espectros ultravioleta visible y un an&lisis en un

espectrémetro de masas.
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Al igual que la cromatografia en columna, su poder de
separacién se basa en la adsorcién diferencial de los
carotenoides presentes. Entre los sistemas de adsorcién
utilizados se encuentran: la Silica gel, Kieselguhr,
Altimina, Hidréxido de Calcio-Silica Gel, Hidréxido de
Magnesio y Almidén.Manitol. Entre los solventes més co-
munes estan: el éter de petrbéleo-benceno, éter de pe-
tré6leo - tetracloruro de carbono, cloruro de metileno,

acetato de etilo - cloruro de metileno.

También se ha aplicado modalidad de fase reversa a la
cromatografia de capa fina. Se han utilizado capas de
celulosa o tierras activadas '"Kieselguhr'", impregnadas
con parafina o triglicéridos por inmersién en solucidn

de estas, grasas en éter de petrbleo. La fase mévil ha
estado constituida por mezclas de acetona-metanol-agua.
En este caso, los carotenoides polares, son los que se
desplazan una mayor distancia del origen. Esta técnica
ha sido aplicada con muchas ventajas (Daley, 1973). En
el estudio de Daley, no se notd variacién de Rf debido

al tipo de tierra activada utilizada, al procedimiento

de aplicacién, al grosor de la capa adsorbente, a la con-
centracién del aceite y a la saturacién del ténque. En
esta técnica, se pueden cromatografiar directamente ex-
tractos acuosos y no se observa el fendémeno de doble co-
la observado en cromatografia de capa fina por adsor-
cién. La tnica etapa donde hay susceptibilidad de oxi-
dacibén es durante la siembra de la placa. Se puede alma-
cenar la placa desarrollada hasta por tres semanas a 20°C
sin observar degradacién. Sin embargo, presenta la des-
ventaja que no puede utilizarse en cromatografia prepa-
rativa porque al intentar recromatografiar, el aceite

residual interfiere.
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En la cromatografia de capa fina de fase reversa pueden
separarse las bandas de carotenoides por raspado y disol-
verse en un solvente apropiado para hacer una cuantifi-

cacién espectrofotométrica.
Cromatografia en papel

Las técnicas utilizadas incluyen cromatografia de papel
por adsorcién en una o dos dimensiones, circular, sobre
papel impregnado o sin impregnar y las técnicas corres-

pondientes a la modificacién de fase reversa.

Los mejores resultados cuantitativos se han obtenido con
papeles impregnados en cromatografia circular (se ha re-
cuperado de 97 a 100% de los carotenoides en analisis
cuantitativos posteriores). Los Rf obtenidos han sido
bastante reproducibles bajo condiciones de aﬁélisis CS5=
tandarizadas (Liassen-Jensen, 1971). Los papeles han
sido impregnados con tierras activadas "Kieselguhr', ala-
mina, carbonato de calcio, silica gel, hidréxido de alu-

minio.

Las aplicaciones de cromatografia en papel de fase rever-
sa en general, no han dado resultados (Davies, 1976).

Sin embargo, se han logrado separar beta-apocarotenales
utilizando papel impregnado con vaselina al 3% y usando
como solvente metanol al 9% (Singh y colaboradores, 1973).

Cromatografia de gases

Esta técnica es poco apropiada para el anélisis de caro-
tenoides en general. Esto se debe a la termolabilidad
de los carotenoides. En intentos de cuantificacién uti-
lizando esta técnica se ha observado destruccién total
de fitol, retinol, beta-apo-8'-carotenol, beta-caroteno
y cantaxantina (Taylor, 1975). Sin embargo, se han lo-

grado analizar derivados de carotenoides hidrogenados,
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como perhidroescualeno, perhidrofitoeno, perhidrolicope-
no, perhidro-gama-caroteno y perhidro-beta-caroteno y
sus respectivos ésteres metilados. Esta técnica puede
ser 0til para determinar el ntimero de carbonos de un ca-
rotenoide o analizar los productos de hidrogenacién de

carotenoides (Davies, 1976).
Cromatografia de Gas-liquido de alta presidn

En esta técnica se utiliza un solvente a alta presiodn
que pasa a través de un soporte recubierto de adsorben-
tes. Este método es utilizado para separar carotenoides
de cttricos (Davies, 1976). El adsorbente que ha sido
utilizado es 6xido de magnesio o carbonato de zinc, el
solvente utilizado puede ser una mezcla de n-hexano y
tert-amil-alcohol con 1% de butil hidroxitolueno (BHT),
como antioxidante. En esta técnica se puede realizar
una cuantificacidén espectrofotométrica a 440 nm, sin
pérdida o destruccién de muestra. En otro estudio se ha
utilizado una fase fija C-18 sobre silica-gel (Partisil
S-0XD, Whatman Inc.) y una mezcla diluyente de clorofor-
mo-acetonitrilo al 5% (Zakaria et. al., 1979). Con esta
composicién se han separado B-caroteno , & -caroteno,

¥ -caroteno y licopeno.

Caracterizacién de Carotenoides
Pureza

Uno de los primeros pasos para caracterizar un carote-

noide, después de su separacidédn, es su purificacién, que puede

lograrse por técnicas cromatogréficas, seguida por la crista-

lizacién del carotenoide. El numero de critalizaciones maximo

es tres y depende de la cantidad y grado de impurezas.

A continuacién, se mencionan algunos criterios de pureza

de un carotenoide aislado y purificado.
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- 5 Debe ser cromatograficamente homogéneo en dos Sistemas

cromatograficos independientes, de papel o capa fina.

ii. No deben haber impurezas en los cromatogramas, reveladas

con acido sulfarico.
iii. No deben haber zonas de los isdmeros cis.

iv. Deben poseer una estructura cristalina definida debajo

del microscopio.

V. Su punto de fusién en un capilar evacuado debe ser fino
y no presentar depresiones como en el caso de muestras

mezclas eutécticas.
b) Coeficiente de Particion

El coeficiente de particién también puede usarse como un
criterio—de Caracterizaclion.. ~Existen cuadrps de:distintos: coe-
ficientes de particibén en distintos sistemas de solventes
(Petracek, 1956). E1 coeficiente de particién también nos da
informacién de la polaridad de un carotenoide. Otro criterio
utilizado para tener una medida de polaridad de un carotenoi-
de es el MSO (que se refiere al porcentaje de metanol necesa-
rio para obtener un coeficiente de particién 1:1). Se les ha
asignado un valor de polaridad a cada grupo y se obtiene un
valor de polaridad relativa al sumar la polaridad de cada gru-
po. Esta polaridad relativa puede relacionarse directamente
con el valor de MSO' Este tipo de analisis es mejor cuando el
carotenoide tiene un 40 a 60% en una de las fases (Davies,

1976).
) Propiedades Espectroscépicas

Las propiedades espectroscOpicas también se pueden uti-
lizar para dilucidar estructuras moleculares. Las propiedades
espectroscépicas utilizadas en el campo de los carotenoides
son: absorcién ultravioleta-visible, infrarojo, resonancia,

magnética nuclear y espectroscopia de masas.



4 Espectrometria Ultravioleta-visible
Esta técnica es 0Util tanto en la caracterizacién como en
cuantificacién. La forma del espectro depende de los
grupos croméforos presentes, del tipo de solvente y de

la temperatura.

Los grupos cromoféricos més importantes lo constituyen
los dobles enlaces conjugados. Conforme aumenta el ni-
mero de dobles enlaces conjugados se observan efectos
batocrémicos (desplazamiento de la longitud de maxima
absorcién a longitudes de onda mayores) y un aumento éen

absortividad.

Los espectros sufren modificaciones debido a la presen-

cia de grupos ciclicos, anillos epsilon (véase Apéndice 1),
anillos aromaticos que ocasionan efectos hipsocrémicos;

los grupos carbonilos ocasionan desplazamiento batocrdmi-

co y pérdida de resolucién (Davies, 1976).

Los solventes mids utilizados son: éter de petréleo, he-
xano, etanol, acetona, cloroformo, benceno, disulfuro de
carbono y en menor grado, éter, metanol, piridina. En
los solventes apolares, las longitudes de onda maxima

son menores en relacién a los polares. Valores de longi-

tudes de onda maxima pueden encontrarse en Davies, 1976.
ii. Resonancia Magnética Nuclear

Esta técnica es Gtil para determinar el numero de grupos
metilo y sus alrededores. Se puede determinar también
la naturaleza de los grupos OH en las xantofilas. Se
han utilizado frecuencias de 60 a 100 MHz.

iii., Infrarojo

Esta técnica es mas limitada pues sélo nos da una idea

de los grupos funciones que posee. Permite distinguir
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grupos hidroxilo primarios, secundarios y terciarios,
grupos carbonilos, grupos aleno y acetilenos y grupos
fenélicos (Davies, 1976). Entre las técnicas utilizadas
estan las pastillas de KBr, emulsiones con nujol y solu-

ciones en cloroformo.
Espectroscopia de Masas

Esta técnica nos da una idea de la composicién molecular

y el patrén de fragmentacién da informacién de la estructura.

El campo eléctrico aplicado es de 13 a 70 eV y a una tempera-
tura de 180 a 250°C.

d)

Preparacidon de Derivados

Se pueden realizar transformaciones en las estructuras
de los carotenoides utilizando métodos quimicos. Los
productos resultantes pueden identificarse por alguna de
las técnicas espectroscdépicas mencionadas anteriormente
por algin método quimico, confirmando la identidad suge-

rida del carotenoide.

Algunas reacciones de importancia son las siguientes

(Liassen-Jensen, 1971).

1. Reacciones de adici6n a dobles enlaces: hidrogena-

cién.
2. Degradaciones oxidativas: ozondlisis.
3. Oxidacidén con &cido crémico y permanganato.
4. Rearreglo cis-trans y de ciclacién.

5. Reacciones de grupos hidroxilo: eliminacién de meta-
no, esterificacion, silacién, metilacién, oxidacién

y deshidratacidn.
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6. Reacciones de grupos carbonilos: reducciones, oxi-
daciones, condensaciones, adiciones, reacciones de

titulacién de carboxilos, oxidacién de alfa-cetoles.

7. Reacciones de alcdxidos.

8. Reacciones de epéxidos: pruebas coloridas, rearre-
glo a furanoides, ruptura hidrogenolitica, de-epoxi-

dacidn.
4. Cuantificacién de Carotenoides

Para cuantificar uwn carotenoide presente en algin material
se puede utilizar su absorci6én en la regién ultravioleta-visi-
ble. E1 carotenoide se disuelve en un solvente apropiado como
hexano oéter de petréleo o un solvente més polar si se trata
de un carotenoide muy polar. Se requiere en general, que la
absorbancia sea de 0.5 a 0.8 y que cumpla la ley de Beer-Lam-

bert. El carotenoide analizado debe ser cromatograficamente

puro.

En el caso de mezclas de carotenoides, o cuando no se
dispone del coeficiente de absortividad pueden utilizarse los

valores del Cuadro 8.

En el caso de tener dos carotenoides no resueltos croma-
tograficamente, pero de identidad conocida y diferente absor-
tividad, puede utilizarse un anédlisis de curvas visuales o al-
giin método computarizado para determinar las contribuciones

de cada carotenoide (Davies, 1976).

Muchas veces, las absortividades molares son idénticos
para dos carotenoides: en este caso, es posible llegar a uti-
lizar uno como estandard en la elaboracién de una curva de ca-
libracién y cuantificar el otro; como ejemplo: Dbeta-caroteno

y algin derivado hidroxilado (Davies, 1976).
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CUADRO 8. ABSORTIVIDAD PROMEDIO DE CAROTENOIDES EN LA
LONGITUD DE ONDA DE ABSORCION MAXIMA.

E% SOLVENTE

1 cm

2500 éter de petr6leo, hexano, éter dietilico, etanol

2400 cloroformo

2300 benceno

2000 disulfuro de carbono
(Tomado de Davies, B. 1976. ‘! Carotenoids" in '" Chemistry. and
Bieochemistry .of plant pigments ", Vol II (T. Goodwin: Ed.)

Academic Press, London, pp 38-165).



Otra técnica para cuantificar carotenoides lo constituye
cromatografia liquida de alta presién (Zakaria, 1979). En este
caso, es necesario preparar soluciones de carotenoides estén-

dar.
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OBJETIVOS

Establecer una metodologia apropiada para extraer, carac-
terizar y cuantificar carotenoides, tomando en cuenta el
equipo y los materiales de laboratorio disponibles en el

pais.

Caracterizar y cuantificar los carotenoides del aceite

de palma local.

Analizar el contenido de carotenoides en los desechos de

refinacion alcalina y del proceso de blanqueo del aceite.

Establecer un procedimiento de refinamiento alcalino y
uno de blanqueo por tierras activadas que sea adecuado

para lograr Un aceite de buena calidad.




IV. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION

El aceite de palma africana es extraido de la pulpa del

fruto de la planta Elaneis guineensis o sea, la palma afri-

cana o palma de aceite. Este aceite después de un procesamien-
to adecuado, pues de convertirse en un aceite para CONSumo hu-

mano.

La exfraccién del aceite de palma es un proceso atractivo
puesto que esta planta es la que produce la mayor cantidad de
aceite por area cultivada, (Banco de Guatemala L98:1E) . Enla
produccién mundial de aceite para consumo humano, el de palma
es el tercero en importancia, depués del de soya o girasol
(4038, 11060 y 4364 miles de toneladas métricas anuales, res-
pectivamente), (Banco de Guatemala, 1981).

En Guatemala, el aceite de palma no se utiliza para con-
sumo humano, sino es utilizado en su estado crudo para incluir-
lo en las formulaciones de concentrados para animales y en
fabricas de jabones. Se puede considerar que el aceite de palma
puede venir a aliviar el déficit de aceites que existe en el
pais (véase cuadro 1). Por esta razén es de importancia el
establecimiento de plantas procesadoras de este aceite. En
este trabajo se evaluan distintas condiciones en las etapas
principales del refinamiento del aceite, el blanqueo y el refi-
namiento alcalino. Basé4ndose en estas condiciones puede imple-
mentarse un procesaminento adecuado de refinamiento del aceite

de palma.

La implementacién del refinamiento de aceite de palma,
trae como consecuencia la produccién de desechos, los cuales
vuelven més atractivo el procesamiento del aceite cuando estos
son aprovechados. Uno de los desechos de este procesamiento
lo constituyen los jabones, producidos en el refinamiento al-

calino.
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En estos desechos, quedan relativamente grandes cantida-
des de carotenoides (véase Apéndice A), que se encontraban
originalmente en el aceite de palma. En otra etapa, el proce-
so de refinamiento, el blanqueo, se eliminan los carotenoides
aun presentes en el aceite de palma por adsorcién en carbon
activado o tierras activadas. Los dos materiales resultantes
en los procesos anteriores, los jabones y las tierras activa-
das, constituyen una fuente potencial de carotenoides, los cua-
les son de importancia industrial y alimenticia como agentes
colorantes (véase Antecedentes). Por ejemplo, una aplica-
cién de estos pigmentos es su uso en la industria avicola pa-
ra proporcionar un color agradable a la yema de los huevos y
a la piel de las aves. En este trabajo, se estudia el nivel
de cartenoides en los desechos de aceite de palma, para poder

establecer la calidad de los mismos como fuentes de pigmento.

En nuestro medio, no se cuenta con métodos adecuados pa-
ra el andlisis de carotenoides, por falta de equipo, métodos
muy largos o no optimizados. Por las razones anteriores es
importante la implementacid6n de técnicas analiticas para el
anadlisis de carotenoides. En este trabajo, se presenta un pro-
cedimiento para extraccién, separacién y cuantificacién de ca-

rotenoides.



Ve MATERIALES Y METODOS

En esta seccidén, se describen los pasos seguidos durante
el desarrollo experimental. Se hace referencia a los métodos
utilizados en cada etapa. Para una descripcién completa de

los métodos utilizados, véase Apéndice B.

Las etapas experimentales son: establecimiento de un
proceso de refinamiento del aceite; y andlisis y cuantifica-
cién de los carotenoides en los materiales de cada una de las

etapas del proceso de refinamiento.
A. Establecimiento del Proceso de Refinamiento.
En esta etapa, se investigd sobre lo siguiente:

E: Seleccién de las condiciones y procedimientos de refina-

miento alcalino.

25 Seleccién de las condiciones y procedimiento de blanqueo

de aceite.

3 Establecimiento de otras etapas auxiliares en el proce-

so de refinamiento del aceite.

4, Ordenamiento de las etapas del proceso de refinamiento

del aceite.

13 Seleccién de las Condiciones y Procedimiento del Refina-

miento Alcalino.

El procedimiento que se tomdé como punto de partida con-
siste en una neutralizacién de los &cidos grasos libres con
una solucién acuosa de hidréxido de sodio al 10% (Cocks y Red-
de, 1966. Véase Apéndice B).
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24 Seleccion de Condiciones y Procedimiento del Blanqueo
del Aceite.

El procedimiento que se seleccioné como punto de partida,
consiste en un blanqueo por adsorcién quimica, utilizando tie-
rras blanqueadoras o carbén activado a temperaturas del orden
de 100°C (Cocks y Redde, 1966).

3 Establecimiento de Otras Etapas Auxiliares en el Proceso

del Refinamiento del Aceite.

Estas etapas constituyen el desgomado del aceite y el

lavado del aceite (véase Apéndice B).
4. Estructuracién de las Etapas del Refinamiento del Aceite.

Después de establecidas las mejores condiciones para las
etapas de blanqueo y refinamiento alcalino, se procedidé a eva-

luar el orden de las etapas y la repeticién de las mismas.

B. Anédlisis y Cuantificacién de los Carotenoides en los Ma-
teriales . de cada una de las Etapas del Proceso de Refina-

miento.
En esta etapa se investigé lo siguiente:

| Establecimiento del procedimiento de extraccién de caro-

tenoides del aceite de palma, jabones y tierras activadas.
. Cuantificacién de carotenoides totales.

5 Cuantificacién y balance de carotenoides que se encuen-
tran en los materiales en las distintas etapas del pro-

ceso.

4, Caracterizacién de los carotenoides contenidos en el
aceite de palma por cromatografia de capa fina y espec-

trofotometria visible.




L2..

e Establecimiento del Procedimiento de Extraccién de Caro-

tenoides del Aceite de Palma, Jabones y Tierras Activadas.
a) Aceites y Jabones.

El proceso de extraccién de carotenoides que se tomdé co-
mo punto de partida es una saponificacion con KOH, seguido por
una extraccién del material con éter etilico (Davies, 1976).
La saponificacién sucede en bafio maria de 57a 10 minutos en
la oscuridad y con un flujo de nitrégeno. El extracto etéreo
es lavado y secado previo a su uso como solucién de carotenoi-

des.
b) Tierras Activadas.

En este caso, se eliminan aceites y otros compunestos,
lavando con hexano las tierras activadas que han sido utiliza-
das en el blanqueo. Los carotenoides se extraen con éter di-

etilico analitico y esta solucibén es analizada directamente.

Ze Cuantificacién de Carotenoides Totales.

Se cuantifican espectrofotométricamente utilizando como
estandar una solucién de beta-caroteno. Este esténdar en so-
lucién etérea se utilizé para construir una curva de calibra-

cién a 450 nm,

Cuantificacién y Balance de Carotenoides que se encuen-

(@3]

tran en los Materiales en las Distintas Etapas del Pro-

ceso.

Los materiales en los cuales se efectu6é el anédlisis de
carotenoides totales, incluyen los siguientes: en el aceite
crudo, después del refinamiento alcalino, en el aceite blan-

queado, en los jabones, en las tierras activadas.
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4. Caracterizacion de los Carotenoides Contenidos en el
Aceite de Palma, por Cromatografia de Capa Fina de Fase

Reversa.

Esta técnica permite la separacién de los carotenoides
que se encuentran en el extracto etéreo del aceite de palma.
En este caso, la fase fija es silica Gel G, recubierta de pa-
rafina y la fase mévil es una mezcla de metanol, acetona, ben-
ceno, isopropanol, agua. Después de desarrollado el cromato-
grama, se raspa la regidén de silica con carotenoides adsorbi-
dos; esta silica es eluida a través de un limpiador micro.

El extracto se utiliza para caracterizar y cuantificar espec-

trofotométricamente el carotenoide de la mancha.
G Materiales.

1% Aceite de palma africana. Origen: Finca Bella Vista,
San Sebastidn, Retalhuleu. Almacenado en refrigeracién
0
a 270,

Tierras Activadas: Decalite, Tierras de Fﬁller, Tonsil

Optima, Carbén Activado (fuente desconocida).

Reactivos grado analitico (Merck): sulfato de sodio an-
hidro, hidréxido de sodio, silica gel G, hidréxido de
potasio, fenolftaleina, ftalato &4cido de potasio, para-

fina Paraplast (Sherwood).
Estandar de beta-caroteno, SIGMA y MCB.

Solventes: metanol, acetona, éter de petrdéleo, 30-55 C,
benceno, cloroformo, éter dietilico (Merck). Alcohol
05 FILGS

Acidos: sulftrico y fosférico (Merck).

Balanzas: analitical meter H80; Ohaus Triple Beam Balance.
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Horno: Blde M, Modelo OV-18A; Horno al vacié GCA, Mode-
lo 19, presién 22" Hg. Estufas y agitadores Corning.
Camisas de calentamiento, Glas-Col Apparatus Co. Cintas
de Calentamiento. Transformador. Bano de temperatura
controlada, Fisher Versa-Bath. Refrigeradora Frigidaire,

General Motors.

Camara para sembrar placas de cromatografia. Camaras
para el desarrollo de placas cromatograficas. Placas de
vidrio de 20 x 20 cm. Desecador con sulfato de calcio.

Kit de sintesis orgéanicas, Corning. Rotaevaporador
(Biichi Laboratoriums-Technick AG). Aparato de extrac-

cibns  Sexhlet.
Papel filtro grueso. Tela de gabardina.

Nitrbégeno (Fabrigas). Regulador de cilindro de hidrége-

no, Matheson.

Espectrofotémetro Lambda 5, Perkin Elmer. Espectrofo-
témetro Spectronic 21, Bausch & Lomb.
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VI. RESULTADOS
A Establecimiento del Proceso de Refinamiento.

el aceite de palma que se utilizé fue obtenido de la
planta extractora de la Finca Buena Vista, San Sebastian, Re-
talhuleu. El aceite utilizado en los refinamientos 1 a 5,
se conservd en el refrigerador hasta 8 meses después de obte-
nido. Otra muestra de aceite utilizado en los refinamientos
6 a 9, se conservé en el refrigerado hasta 4 meses después de

obtenido.

1 Seleccién del Procedimiento y de las Condiciones de

Refinamiento Alcalino.

Se efectuaron 9 pruebas de refinamiento alcalino (véase
Cuadro 9). En todas las pruebas se logrdé obtener un
namero &4cido menor o igual que uno. El namero &acido
promedio del aceite, después de refinado es 0.9 + 0,2
mg KOH/g de aceite (incertidumbre estimada seglin el in-
tervalo de confianza al 5%). El nimero &cido promedio
del aceite crudo utilizado en las pruebas de refinamien-
to-alcalino 1 al 5 fue de 15.9 + 0.9 mg KOH/g de aceite
el aceite crudo utilizado en las pruebas de refinamien-
to 6 al 9 tenia un nimero 4cido promedio del 9.7 + 1.4
mg KOH/g de aceite (incertidumbre estimada segin el in-
tervalo de confianza al 5%). Ambas muestras de aceite

crudo fueron obtenidas en diferente época.

En las pruebas de refinamiento 1, 2, 6, 7, 8 y 9, el
sistema de separacién del aceite fue decantacién direc-
ta del aceite (véase Cuadro 9); en este caso el aceite
era decantado aprovechando que se encontraba formando
una capa en la parte superior de los jabones. En las
pruebas de refinamiento 3, 4 y 5, el sistema de separa-

cién del aceite fue rebalse (véase Cuadro 9); en este
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caso, se introducia agua en la masa jabonosa de manera
que el volumen de la fase de los jabones aumentara, lo-
grando elevar el nivel de la capa de aceite hasta que
ésta podia ser rebalsada y separada de los jabones.

No se encontr6 que este factor incidiera de manera im-

portante en el rendimiento del refinamiento alcalino.

El tiempo que estaba en contacto el _aceite con los
jabones afect6 el rendimiento del refinamiento (véase
Cuadro 9). Cuando este periodo fue una noche (doce ho-
ras), el rendimiento promedio fue 64 + 4% (incertidum-
bre estimada con el intervalo de confianza al 5%, cua-
tro muestras). Cuando el periodo de contacto fue 4 ho-
ras, el rendimiento promedio fue 82 + 9% (incertidumbre
estimada con el intervalo de confianza al 5%, 5 mues-
tras). Era conveniente separar el aceite después del
periodo de 4 horas de contacto del aceite con los jabo-

nes, en vez de separarlo hasta el dia siguiente.

Los jabones resultantes eran una masa de jabones, acei-
te y agua. Al eliminar el agua por calentamiento en
horno, se encontrdé que el porcentaje promedio en peso

de los jabones (base seca), en relacién al aceite refi-
nado es 24 + 6% (incertidumbre estimada segiin interva-
lo de confianza al 5%, 7 muestras. Véase Cuadro 9).

No se pudo determinar la influencia del nimero del acei-
te crudo, del periodo de contacto jabén-aceite y de la
forma de separacidén del aceite, sobre el porcentaje ob-

tenidos en el refinamiento.

Seleccién del Procedimiento y Condiciones de Blanqueo

de Aceite.

Los agentes blanqueadores evaluados son Decalite, tie-
rras de fuller, Tonsil Optima y Carbén Activado (véase
Cuadro 10). E1 agente blanqueador se utilizé en el es-
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CUADRO 10. ENSAYO DE BLANQUEO DE ACEITE DE PALMA.

AGENTE | b1 PORCENTAJE DE!TEMPERATU- aell
BLANQUEADOR | REF INAMIENTO AGENTEg (&), I RESCI ey CoF. 58
DECALITE
SIN ACTIVAR 3 LR ot 200 6.0+0.6| +
sy O 100 0.80:60: 11 +
i | 110 1.0+0.1| +
DECALITE
ACTIVADO 3 2. ) 160 BB0.5
FULLER
SIN ACTIVAR 3 2.0%% 0.1 145 0.23:002| +
25054 0. 1 110 061:0.02| +
FULLER
ACTIVADO 3 2.0 %10 175 0.8+0.1 -
4 7.0 4 0.1 120 0.810.1 +
TONSIL
OPTIMA 6 0 8 A 120 : :
ACTIVADA
CARBON®
ACTIVADO 6 250 4D 115 : -
FULLER
ACTIVADO 5 2.0 + 0.1 120 3 +

o

Hh o A

Incertidumbre estimada por propagacién de error.

El aceite utilizado en el ensayo de blanqueo, fue obtenido del
refinamiento indicado en esta columna.

Carbén activado elaborado a partir de la céscara de la semilla
de Hevea brasiliensis.

Prueba efectuada en atmésfera de NZ'

Co F: Color Fotométrico.

C S: Color en relacién al aceite de soya. (-) significa acei-
te mas claro que el aceite de soya refinado. (+) significa
aceite mas oscuro que el aceite de soya refinado.
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tado que se obtuvo (sin activar) y activado (calentado
a 100°C por 15 minutos antes del blanqueo). Los agen-
tes blanqueadores se consideraron efectivos si disminu-
ian el color del aceite de palma en un grado mayor que
el color del aceite de soya refinado. El color fotmé-
trico (Co F), no resulté ser un parametro efectivo para

determinar el blanqueo de un aceite (véase Cuadro 107,

Los agentes blanqueadores efectivos fueron Tonsil Opti-
ma y el Carbén Activado. Los otros agentes blanqueado-
res funcionaban si la temperatura se elevaba arriba de

los 160°C y si habian sido previamente activados (véase
Cuadro 10).

La prueba de blanqueo en atmésfera de nitrégeno, uti-

lizando Fuller Activado, también resulté negativa.

El color fotométrico, Co F, como parédmetro de blangueo !
no resultd efectivo porque los valores obtenidos para

determinado aceite no coincidian con el color percibido
visualmente. Por ejemplo, para Decalite, se obtienen

valores altos de Co F (5.8 + 0.5), cuando se somete el

aceite a altas temperaturas (1600C), aunque el aceite

aparentemente estéd blanqueado. En las tierras activa-

das de Fuller, el color fotométrico fue bajo (0.8 + 0.1;

IZOOC), aunque el aceite no haya sido blanqueado.

Establecimiento de otras Etapas Auxiliares en el Pro-

ceso de Refinamiento del Aceite.
Desgomado del Aceite.

En los refinamientos 7 y 8, antes de la neutralizacién con
dlcali, se desgomé el aceite con Acido fosférico. Preci-
pitaron gomas de apariencia negra. La recuperacién de

aceite en esta etapa fue: 99.3 1+ 0.5% (incertidum -
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b)

bre calculada por propagacién de error). En el refina-

miento alcalino y en el blanqueado que se hicieron pos-

teriormente no se percibieron diferencias (véase Cuadros
9 y 10).

Lavados de aceite.

El aceite del refinamiento 3 fue lavado con agua a
90°C, después del refinamiento alcalino. Esta etapa
aumentd el contenido de humedad de 0.40 + 0.05% a 0.92
+ 0.05%.

Ordenamiento de las Etapas del Proceso de Refinamiento.

En base a los resultados de la seleccidén de condiciones
para el proceso de refinamiento alcalino y de blanqueo
del aceite, se evaluaron dos secuencias para el refina-
miento del aceite, estas secuencias pueden verse en las
figuras 3 y 4. Los resultados de estas secuencias pue-
den verse en los Cuadros 11 y 12.

La secuencia # 1 corresponde al refinamiento 8. Prime-
ro se realiza un refinamiento alcalino, seguido de dos
blanqueos con Tonsil Optima, la eficiencia de la secuen-

cia completa es de es de 57 + 1%.

El nUmero &cido aumentdé con el primer blanqueo en un

23 + 13%. En el segundo blanqueo no se percibi6é aumen-
to en el nimero dcido. La secuencia # 2 corresponde

al refinamiento 9. Primero se realizé un blanqueo,
luego un refinamiento alcalino y se finalizdé con un
blangueo. La eficiencia de la secuencia completa es de
71 + 1% y el nimero A&cido aumenté durante-el primer
blanqueo en un 15 + 6%. En el segunido blanqueo no se

percibié aumento en el namero &cido.
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CUADRO 11.- RESULTADOS DE LA SECUENCIA # 1.
(REFINAMIENTO 8)

No. Acido® [EFICIENCIA DE

ETAPA MATERIAL | % ACBITE | oo 464923 [’ ETAPA (%)

Aceite 0.4
crudo

REFINAMIENTO

d
ALCALINO Jabones 60

14
(=)

Aceite
Ref inado : Lol £:0, -

Tonsil
Optima
Utilizado 29

s
o
¥}

PRIMER

BLANQUEO eaita

Semiblan- 1.4
queado

=t 95 + 0.9

'+
(e ]

Tonsil
Optima

SEGUNDO Utilizado 2054052

BLANQUEO Aeeite

Final SR

a. Incertidumbres calculadas por propagacién de error. La in-
certidumbre de la eficiencia de la etapa se ponderé por un
factor de 5. '

b. La incertidumbre se estimé en un 10%.

c. Este dato es estimado a partir del % de aceite del primer
blanqueo.de esta secuencia.

d. Otros datos de refinamiento 8, pueden verse en el Cuadro. 9.
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RESULTADOS DE LA SECUENCIA # 2.
(REFINAMIENTO 9)

CUADRO 12.

ETAPA

MATERIAL

% ACEITE

No. Acido?
(mg KOH/g)

EFICIENCIA DE
LA ETAPA (%)

PRIMER
BLANQUEO

Aceite
Crudo

Tonsil
Optima
Utilizado

Aceite
Semiblan-
queado

27 .4

1+

0.%

10:.5

s
o
=

95.9 + 1.0

REFINAMIEN-
TO ALCALINO

C
Jabones

Aceite
Refinado

0.9

&£
o
—

SEGUNDO
BLANQUEO

Tonsil
Optima
Utilizado

Aceite
Final

38.:2

1+
o

3

0.9

o+
o

il

95 =0 1.0

1+

Incertidumbre calculada por propagacién de error.

La incer-

tidumbre de la eficiencia de la etapa se ponderé por un fac-

tor de 5.

La incertidumbre se estimé en un 10%.
Otros datos de refinamiento 9, pueden verse en el Cuadro 9.




FIGURA 3. SECUENCIA DE REFINAMIENTO DE ACEITE # 1.

W

JABONES

h'd

(REFINAMIENTO 9)

ACEITE CRUDO ‘

T—_———“_Refinamiento alcalino con NaOH 10%

i ACEITE NEUTRALIZADO

Primer blanqueo: Tierras Activadas

J

TIERRAS ACTIVADAS
Y CAROTENOIDES

| ACEITE
SEMIBLANQUEADO

Segundo

e

TIERRAS ACTIVADAS I
Y CAROTENOIDES |

l

blanqueo: Tierras Activadas

ACEITE

FINAL l

9.



5o

!

FIGURA 4. SECUENCIA DE REFINAMIENTO DE ACEITEn# 2.
(REFINAMIENTO 9)

ACEITE CRUDO

L'________.Primer blanqueo: Tierras Activadas
TIERRAS ACTIVADAS ACEITE
Y CAROTENOIDES SEMIBLANQUEADO

Refinamiento alcalino con NaOH 10%

| L

i JABONES ] ACEITE
NEUTRALIZADO

Segundo blanqueo: Tierras Activadas

\

TIERRAS ACTIVADAS } ACEITE
Y CAROTENOIDES l ‘ FINAL
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B. Anédlisis y Cuantificacién de Carotenoides en los Materia-
les de Cada una de las Etapas del Proceso de Refinamiento.

El aceite utilizado en este estudio, provino todo de la
planta extractora de la Finca Buena Vista, San Sebastian, Re-
talhuleu. El aceite utilizado estuvo almacenado en refrigera-
dor por cuatro meses antes de usarse. Para la caracteriza-
cibén por cromatografia de capa fina, se utilizé aceite alma-

cenado durante dos meses, antes de usarse.

i Establecimiento del Procedimiento de Extraccién de Caro-

tenoides de Aceite de Palma, Jabones y Tierras Activadas.

El procedimiento que permitié la obtencién de un extrac-
to etéreo homogéneo, libre de aceite, de una fase residual sin
carotenoides y un tiempo corto para realizarlo puede verse en
el Apéndice B.

2. Cuantificacidén de Carotenoides Totales.

Se preparé una solucién de Beta-caroteno cristalino
Lrans=des o 58 -+ U52) . -x 10'3 g/100 ml. en éter dietilico, la
€ual se utilizé para construir una curva de calibracién y cal-
cular el coeficiente de absortividad (véase Apéndice C). El
2323 + 100 cm
(g/100 ml)TI a una longitud de onda de 451 + 2 nm. Se ha re-
portado E = 2450 - 2590 cm-l(g/IOO ml)'1 para Beta-caroteno

(Davies, 1976). En base a la curva de calibracién, el conte-

coeficiente de absortividad calculado es E

nido de carotenoides totales en el aceite de palma crudo es
540 + 55 (incertidumbre determinada por el intervalo de con-
fianza con un nivel de probabilidad de 5% y seis muestras ana-

lizadas).
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& Cuantificacién y Balance de Carotenoides que se Encuen-
tran con los Materiales en las Distintas Etapas de Pro-

ceso de Refinamiento del Aceite.

En los Cuadros 13 y 14 pueden verse los niveles de caro-
tenoides en los materiales que se encuentran en los procesos
de refinamiento de aceite. Para estimarlos, se utilizé la cur-
va de calibracién descrita en el Apéndice C. El aceite crudo
presentdé 537 + 10% ppm (tres muestras analizadas). El aceite
final present6 1.7 + 12% y 3.8 z 2% ppm para las secuencias
de refinamiento # 1 y # 2, respectivamente.

El contenido de carotenoides en las tierras activadas
fue méds elevado en el segundo blanqueo de la secuencia # 1 que
en los dos blanqueos de las secuencia # 2 (57.7 + 12% ppm. se-
cuencia # 1, segundo blanqueo; 4.8 + 7% ppm. secuencia # 2,
primer blanqueo y 8.1 + 5% ppm. secuencia # 2, segundo blan-

queo).

En los jabones, el contenido de carotenoides fueron 235
+ 8% ppm. en la secuencia # 1 y 393 + 32% ppm._en la secuen-

cia # 2.

Las etapas de blanqueo ocasionaban una mayor pérdida de
carotenoides en el aceite que la etapa de refinamiento alcali-
no. En la secuencia # 1, se nota, para los blanqueos (véase
Cuadro 13), una pérdida de carotenoides de 93% vy 79%, contra
79% para el refinamiento alcalino. En la secuencia # 2, se
nota, para los blanqueos (véase Cuadro 14), una pérdida de
carotenoides de 77% y 95% contra 41%. También se nota una
mayor pérdida de carotenoides en el blanqueo, cuando las tie-
rras activadas se adicionan a temperaturas elevadas. En la
secuencia # 1, se adicionan las tierras activadas a 110 + 5%
obteniéndose una pérdida de carotenoides de 93%; de igual ma-
nera en la secuencia # 2, segundo blanqueo, se adicionan las

tierras activadas 90 + 5 , obteniéndose una pérdida de caro-
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CUADRO 13. CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES EN LA
SECUENCIA # 1. (REFINAMIENTO 8)

NIVELES DE2|% DE EERDI- TEMPERATURéC
CAROTENOI-|DA DEb CA-|-MAXIMA(+5°(C)
B MATERIAL. - |pps™ (ppM) |ROTENOIDES -ADICION(tSSC)
EN ACEITE
Aceite
i 537 + 10%
Aceite
REFINAMIEN- : 115 % 15%
TO ALCALINo | Refinado
79%
Jabones
(Base Seca) 235 + 8%
Aceite
PRIMER Seﬂégé§n~ 8.2 + 52% 120
BLANQUEO q S
Fsetras 57-7 &+ 128 110
Aceite
SEGUNDO Final 1.7 + 12% 115
BLANQUEO 70%
Tierras 577 % 12% 75
Muestra de
JABONES Industtia 104 + 5%
(Honduras)

Incertidumbres utilizadas son la desviacidén estandar relati-
va (se analizaron 3 muestras de aceite).
La pérdida de carotenoides en el aceite se calculd asi:

100% x (ppm) carotenoides antes de etapa-(ppm)después de etapa

(ppm) carotenoides antes de etapa

Las temperaturas maximas y de adicién se refieren a la tem-
peratura mayor alcanzada en la etapa y a la temperatura enh
que se le adicionaron las tierras activadas, respectivamente.
Datos estimados a partir de segundo blanqueo.




CUADRO 14.
SECUENCIA # 2.

CUANTfFICACION DE CAROTENOIDES EN LA
(REFINAMIENTO 9)

NIVEL DE2 |% DE gERDI- TEMPERATUR%
CAROTENOI- |DA DEP CA- |-MAXIMA(+5°C)
ETAPA MATERIA  \pEs™ (npm) |ROTENOIDES —ADICION(iESC)
. |EN ACEITE
Aceite
Critie 537 + 10%
Aceite
Semiblan- |123 z 7% 115
PRIMER queado 775
BLANQUEO
Tierras 4.8 + 7% 70
Aceite :
Ref inado gt
REFINAMIEN- 419
TO ALCALINO
Jabones  |3193 . 334
(Base Seca)
AGETLE 5.8 % 2y 110
Final : =
SEGUNDO 053
BLANQUEO Tierras Bl 4 BY- 98
a. Incertidumbres utilizadas ‘son la desviacién estandar relati-

va (se analizaron 3 muestras de aceite),
b. La pérdida de carotenoides en el aceite se calculd asl:

100% x(ppm)de carotenoides antes etapa-(ppm) de carotenoides después etapa

(ppm)de carotenoides antes de etapa

c. Las temperaturas maxima y de adicién se refieren a la mayor
temperatura alcanzada en la etapa y a la temperatura que se
adicionaron las tierras activadas, respectivamente.
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tenoides de 95%. En el resto del blanqueo la temperatura de
adicién de las tierras activadas fue abajo de 750C;0btenién—
dose pérdidas de carotenoides de 77% y 79%.

4. Caracterizacién de los carotenoides contenidos en el
aceite de palma por cromatografia de capa fina y espec-

trofotometria visible.
a. Espectros en el rango visible.

Se obtuvo un espectro de un extracto etéreo de aceite
de palma crudo y un espectro del extracto etéreo del
aceite procesado en la secuencia de refinamiento de
aceite # 2. 'Bstos espectros pueden verse en las Grafi-
cas 1 y 2, respectivamente. Para el aceite de palma
crudo (Gréafica 1), se notan méximos en longitudes onda
445 + 1 nm para el extracto concentrado. El espectro
del extracto diluido se aproxima al espectro del compo-
nente del estédndar Rf = 0.0, desarrollado en el sistema

cromatogrdfico metanol:acetona (5:1, véase Gréafica 5).

En el aceite de palma procesado el espectro pierde la
forma caracteristica del espectro de absorcién de los
carotenoides (Grafica 2). El1 espectro visible del ex-
tracto etéreo de los jabones (secuencia de refinamiento
# 2), puede verse en la Grafica 3. Se nota que la lon-
gitud médxima de absorcidén sigue siendo la caracteristica
del Beta-caroteno 441 + 1 nm; sin embargo, el espectro

ha perdido la forma caracteristica.

El espectro visible del extracto etéreo de las tierras
activadas utilizadas en el blanqueo, puede verse en la
Gréfica 4. Se nota que cuando se ha extraido la tierra
activada previamente con hexano, no se nota un maximo de

regién ultravioleta. Cuando no se ha extraido previamen-
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te con hexano se nota una absorcién maxima de 443 + 1 nm.
El espectro observado no coincide con el del Beta-caro-

teno o del extracto del aceite crudo.
Separaciones Cromatograficas de los Extractos Etéreos.

Los resultados de los diferentes sistemas cromatogréafi-

cos evaluados pueden verse en el Cuadro 15. Se nota que

en todos los sistemas, a excepcidén del sistema metanol:

acetona (1:5), fueron efectivos para separar las manchas .
Ay B. La mejor separacién se logrd con el sistema me- ?
tanol :acetona (1551), 33 + 4% para el extracto etéreo y

27 + 4% para el estandar de Beta-Caroteno.

La mancha C sélo se notdé en los sistemas cromatograficos
metanol :acetona (7:1) y (5:1). En estos sistemas, los

extractos utilizados tenian siete dias de preparacién.

En las gradficas 5 y 6 pueden verse espectros de cada una
de las manchas de Beta-caroteno y del extracto etéreo

del aceite de palma, separadas en el sistema metanol:

acetona (5:1). Se nota que en ambos casos, la mancha A ;
carece de un médximo en la regién 350 - 550 nm y que au- |
menta en absorbancia en la regién ultravioleta del es-

pectro. Las manchas B y C si presentaron un maximo.
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VII. DISCUSIONES
A Establecimiento del Proceso de Refinamiento.

Los rendimientos obtenidos en la recuperacién del acei-
te, después del refinamiento alcalino, parecen indicar que es
conveniente dejar reposar poco tiempo el aceite junto al ja-
bén, pues el rendimiento es mejor (82 + 9% contra 64 + 4%).
Sin embargo, -en la industria se aconseja un periodo de sepa-
racién aceite-jabén, mayor de seis horas (Williams, 1950).

La divergencia anterior puede deberse a que en el laboratorio
no se cuenta con un sistema de calentamiento cuando se deja
reposar la mezcla jabén-aceite durante la noche; esto ocasio-

na que el aceite endurecido, sea mas dificil de manipular y

de recuperar, disminuyendo el rendimiento. A nivel industrial,

la separacién se hace en caliente y por drenaje de los jabo-
nes por la parte inferior del tanque de refinamiento, por 1lo

que no se dan grandes pérdidas por la manipulacién.

El nimero &cido de los aceites crudos analizados fue
diferente en las dos muestras que se obtuvieron: la muestra
almacenada por un periodo médximo de 8 meses presentaba 15.9
+ 0.9 mg KOH/g de aceite y la almacenada por un periodo maxi-
mo de 4 meses, presentaba 9.7 + 1.4 mg KOH/g de aceite. De-
bido a que ambas muestras se estuvieron analizando durante el
tiempo que estuvieron almacenadas y no se notdé tendencia a la
variacién del numero adcido, se puede atribuir la variacidén a
las condiciones como se manejé el aceite antes de obtenerlo.
Sin embargo, el proceso de refinamiento, redujo el nimero
dcido de los dos tipos de aceite a 0.9 + 0.2 mg KOH/g de
aceite, por lo que la solucién de 10% de NaOH en un exceso de
10% puede ser utilizada efectivamente para el refinamiento.
El aceite obtenido en Guatemala es catalogado como un aceite
fuertemente a4cido, pues un aceite crudo de buena calidad de-

be tener un nimero a4cido menor o igual que 6 (Harvey, 1983).
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Los jabones obtenidos fueron en 24 + 64% en base seca,
basandose en el peso del aceite refinado. El contenido de
humedad en jabones dependi6 de la manera como se habia sepa-
rado el aceite de los'jabones. por lo que se considerd como
mejor parametro tomar los jabones en base seca. Un aspecto
importante hubiera sido hacer una correccién por el contenido

de aceite a los jabones, sin embargo, este valor no se midié.
e Blanqueo

En relacién al proceso de blanqueo se encontrdé que sélo
Tonsil Optima y Carbén Activado mostraron un blanqueo efecti-
vo del aceite (véase Cuadro 10). El resto de las tierras ac-
tivadas no tenian capacidad de blanquear el aceite de palma.
Para que una arcilla (tierra activada), tenga la capacidad
blanqueadora, debe haber tenido una activacién 4cida previa,
debe tener una estructura porosa adecuada y una particula de
tamafio adecuado (Morgan, et. a.., 1985). Estos estudios no
fueron realizados en este trabajo sobre las tierras utiliza-
das; sin embargo, si se ha reportado que Tonsil Optima es una
bentonita que tiene las caracteristicas requeridas para poder
blanquear el aceite (Khoo, 1979). Otras arcillas, como micas
y caolinitas, no tienen una estructura cristalina adecuada
para adsorber las moléculas de carotenoides por lo que no se
puede utilizar como blanqueadores. En relacién al Carbén Ac-
tivado, presenta buena capacidad blanqueadora; sin embargo,
presenta la desventaja de adsorber casi un 100% de aceite en
peso. Otra desventaja del Carbdén Activado es que las parti-
culas son demasiado pequefias, por lo que se necesita méas cui-

dado para separarlo del aceite.

También se puede notar, como alternativa, el uso de una
temperatura alta para blanquear el aceite. Sin embargo, esta
técnica no es adecuada cuando se desea obtener un desecho ri-
co en carotenoides adsorbidos o cuando el costo de la energia

es elevado.
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El color fotométrico, Co F, como parémetro de colora-
cién no pudo utilizarse adecuadamente. Para calcularlo se
utiliza una suma ponderada de distintas absorbancias (véase
Apéndice B), donde las longitudes de onda 550 y 620 se tienen
las mayores contribuciones para el cdlculo del Co F. Al blan-
quear un aceite y disminuir el nivel de carotenoides disminu-
ye la absorbancia en el rango 440-480 nm, por lo que no coin-
-cide con las longitudes de onda de mis importancia en el cal-
culo de Co F. Entonces, el Co F viene a ser una medida no

adecuada para determinar el blanqueo en el aceite de palma.

3. Otras Etapas de Procesamiento.

El desgomado del aceite es un proceso que s€ acostumbra
como primer paso en el procesamiento del aceite crudo. Esto
reduce la formacién de emulsiones jabén-aceite o elimina pro-
blemas en el refinamiento fisico (Cornelius, 1983). Sin em-
bargo, no se tuvieron en este trabajo, los recursos para eva-
luar el efecto de las gomas en la formacién de emulsiones,
por lo que dicho procedimiento se excluyé en las secuencias
de procesamiento del aceite que se establecieron. En rela-
cién al lavado del aceite, la introduccién de esta etapa in-
cluye la necesidad de secarlo para mantener el nivel de hume-
dad bajo. El grado de humedad aceptable es de 0.1%, segin la

norma de exportaciones de Malasia. Debido a que el contenido

de humedad aceptado puede variar segin las exigencias del mer
cado, esta etapa tampoco se incluyé en la secuencia seleccio-

nada para el procesamiento del aceite.

4. Secuencias del Procesamiento de Aceite.

Las secuencias de procesamiento no difieren aparentemen-
te entre si. El rendimiento fue diferente, pero esto es atri-
buible a que en la secuencia # 1 se tuvo una eficiencia de

refinamiento alcalino baja, debido a que se dej6 la mezcla
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aceite-jabones para que separaran durante la noche. La selec-
ci6én de una u otra secuencia estaria basada en las facilidades
relativas de refinamiento alcalino y blanqueo. Por ejemplo,
si el refinamiento alcalino es un proceso costoso, no es cCoOn-
veniente utilizar la secuencia # 1, puesto que la realizacidn
de dos procesos de blanqueo sucesivos ocasiona la elevacién
del nimero &cido en un 27 + 3%. Esto ocasionaréd la necesidad
de incluir un nuevo refinamiento para disminuir el ndmero

dcido.

También es importante aclarar que esta secuencia sélo
forma parte de un procesamiento de aceite, determinado por el
uso que se le dard posteriormente; el proceso se puede seguir
con un deodorizado, un fraccionamiento, una transesterifica-

cioén, una hidrogenacién (Cornelius, 1983).

B. An&lisis y Cuantificacién de Carotenoides.
L Procedimiento de Extraccién.

El procedimiento establecido para extraer los carotenoi-

des se hizo considerando los siguientes factores:

a) Debia evitarse la radiacién solar; por lo que se
trabaj6é con lamparas de tungsteno.

b) La saponificacién tenia que ser completa, por lo que
se utilizé un exceso de base (una solucién de KOH 60%
p/v). Esto aseguraba que las separaciones cromatogra-
ficas fueran reproducibles y no mostraran falta de movi-
lidad.

c) Las temperaturas altas destruyen los carotenoides.
Sin embargo, la temperatura de saponificacién fue alta.
Esta deficiencia lo compensaba el corto periodo que du-
raba una saponificacién (10 minutos). Una saponifica-
cién en frio hubiera durado una noche, lo que hubiera

ocasionado un método mds largo y con riesgos de saponi-
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ficacién incompleta y un gasto excesivo de nitrégeno.

d) Se utilizé atmésfera de nitrégeno para evitar la
oxidacién de los carotenoides antes y durante la sapo-
nificacién.

e) Las extracciones con éter dietilico fueron eficien-
tes pues eliminaban completamente el color amarillo de
la fase acuosa. Las emulsiones no constituyeron proble-
mas pues éstas se desestabilizaban rapidamente con eta-

nol.
2 Cuantificacién de Carotenoides Totales.

Para Beta-carotenos esténdar, el coeficiente de absor-
tividad calculado es 2323 + 100 cm 1 (g/100m1)~ 1.
tado es 2450 - 2590 cm-l(g/IOO ml)_l, (Davies, 1976). Esto

sugiere que el estandar de Beta-caroteno ya estaba degradado.

Y. el repor-

Este efectose nota como una sobreestimacién del nivel de ca-

rotenoides en las muestras analizadas. En este caso, el' so-

breestimado seria de un 10% (estimado a partir de las razones
de los coeficientes de absortividad). Sin embargo, los nive-
les de carotenoides no se corrigieron por este factor porque

habian otros factores que afectaban el nivel de carotenoides

y no eran conocidos. Entre estos factores se pueden mencio-
nar la efectividad de la atmbésfera de nitrdégeno para reducir

la oxidacién de los carotenoides y la temperatura a que se

somete el aceite en la saponificacidén para hacer el extracto.

En relacién al contenido de carotenoides encontrados en
el aceite crudo, 540 + 55 ppm, coinciden con los reportados
en la literatura ﬁara otros paises (véase Cuadro 6). Es im-
portante especificar que este valor es para aceite de palma
extraido del hibrido Ténera, que es el que se cultiva en Gua-

temala.
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K Cuantificacién de Carotenoides en las Etapas*del Refina-

miento del Aceite.

Se pudo comprobar que el proceso de blandueo es el que
reduce el nivel de carotenoides en el aceite en mayor escala
(véase Cuadros 13 y 14). Estos carotenoides son adsorbidos
en las tierras activadas o son destruidos por altas tempera-
turas. Sin embargo, el refinamiento alcalino también dismi-
nuye el nivel de carotenoides en el aceite, porque algunos
carotenoides son destruidos por la temperatura y Otros son

atrapados por los jabones.

Los desechos, jabones y tierras activadas son fuentes
potenciales de pigmento para las raciones de las aves y otros
animales. Sin embargo, el contenido de carotenoides en tie-
rras activadas es muy bajo (58 + 12% ppm, secuencia de refina-
miento # 1), para extraerlos. Esto implicaria el uso de una
gran cantidad de tierras activadas aln para lograr bajas con-

centraciones de carotenoides.

En el caso de los jabones, el nivel de carotenoides es
mas elevado (393 + 32% ppm, secuencia # 2), por losgueses
potencialmente una buena fuente. Si se considera que el ja-
bén puede acidularse e incorporarse al concentrado del ave
como fuente de carotenoides y fuente de material graso, se
encuentra que el nivel de grasa méximo en la dieta del ave es
de 6% (Miller, 197@. Lo que equivale a 6.5% de jabones en
base seca). Esta limitacién nos permite incorporar 25 + 32%
ppm de carotenoides en un kilogramo de alimento, por lo que
los jabones pueden utilizarse como suplemento. Sin embargo,
es necesario tomar en cuenta que el tipo de carotenoides sea
el adecuado para pigmentar el huevo del ave. No se conoce el
tipo de carotenoide que se encuentra en los jabones, pero su
espectro de absorcién es cualitativamente diferente al Beta-
caroteno (no es Gtil como pigmento del huevo, véase Gréafica
# 3), por lo que no se descarta el uso de jabones como fuente

de pigmento.
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4, Caracterizacién de los Carotenoides Contenidos en el

Aceite de Palma.

Al obtener espectros del aceite crudo, aceite blanquea-
do, jabones 7 tierras activadas, se obtuvieron espectros di-
ferentes (véase Graficas 1-4). El extracto del aceite crudo
presenta un espectro con la forma caracteristica de un caro-
tenoide; se puede comparar el espectro con el de la mancha B
de la Grafica 5. 3

La importancia de tener una solucién diluida para la
caracterizacién del espectro también se nota en la Grafica 1,
donde ocurre un desplazamiento batocrémico y pérdida de reso-

lucidn cuando la solucidén se concentra.

El espectro del aceite blanqueado (Grafica 2), manifes-
t6 que los carotenoides han desaparecido del aceite, puesto
que no manifiesta un maximo de absorcién en el intervalo que

absorben los carotenoides.

El espectro de jabones (Grafica 3), manifiesta presencia
de carotenoides,%hax= 441 + 1 nm, pero existen otros componen-
tes 0 los carotenoides han sufrido alguna tansformacidén pues

la forma del espectro se ha alterado.

El espectro de tierras activadas presentdé dos formas
(Grafica 4). La forma B, donde no se ha extraido con hexano,
indica la presencia de carotenoides no adsorbidos en la tie-
rra activada, sino que estan en el aceite atrapado en la tie-
rra. La forma A indica que el producto ha sido oxidado y
que no manifiesta absorcin méxima enel visible, aunque el co-

lor del extracto sea naranja.

En las separaciones cromatograficas s6lo se lograron
separar dos manchas (véase Grafica 6), pues la mancha C se
forma como un producto de degradacién. Esta mancha apareci6

tanto en el estandar de Beta-caroteno, como en el extracto
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etéreo del aceite crudo que tenia varios dias de preparado.

La mancha A corresponde a un producto de transformacién de Be-
ta-caroteno (posiblemente un producto formado durante la
siembra del extracto en la placa), pues aparece tanto en el
estadndar como en la cromatografia del extracto. Ademds no
presenta un maximos de absorcién en la regién donde absorben
los carotenoides. No puede ser Alfa-caroteno porque el orden
de elucién no coincide con el de un sistema cromatografico de
fase reversa. En esta posicién deberia eluir el Gama-carote-
no (que existe en cantidades menores en el aceite), y el Alfa-

caroteno deberia quedar mé&s cerca del origen.

El valor de ;%ai para Beta-caroteno en hexano es 448 nm
(Davies, 1976), que coincide con el valor medido para la man-
cha B. Se puede concluir que los sistemas cromatogréaficos
utilizados permiten localizar al Beta-caroteno como la mancha B

(véase Cuadro 16).

Los sistemas utilizados aparentemente no separan los
carotenoides (alfa y beta-caroteno), por no ser apropiado el
sistema o por estar los carotenoides en pequefias cantidades
(gama-caroteno, xantofilas y licopeno). Seria coveniente
utilizar una fase fija ma&s selectiva para separar los carote-
noides. Por similitud con la técnica de cromatografia liqui-
da de alta presi6n (HPLC), la fase fija adecuada debe estar
compuesta de moléculas lineales y largas. Por ejemplo, los
suplidores de columnas para separar carotenoides por cromato-
grafia liquida de alta presién, utilizan en su fase fija, mo-
léculas de dieciocho carbonos. Una fase fija para cromatogra-
fia de capa fina podria ser silica gel recubierta de Triole-

ina, en vez de parafina, que fue la utilizada en este estudio.

Otra alternativa para analizar carotenoides es la técni-
ca HPLC (Zakaria, et. al., 1979). Esta técnica permite sepa-

rar y cuantificar carotenoides cuando se utiliza la columna
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adecuada y una mezcla isocrética adecuada. La pérdida por
oxidacién no es importante en este caso y el tiempo de anéli-

sis es relativamente corto.

Esta técnica permite cuantificar carotenoides de una
manera sencilla en relacibén a la técnica de cromatografia de
capa fina. La fraccién separada es inmediatamente analizada
espectrofotometricamente, mientras que en capa fina la cuanti-
ficacién se complica, pues hay pérdidas en la etapa de recu-
peracién para analizar espectrofotometricamente. Esta técni-
ca presenta la desventaja de ser necesario un equipo relativa-

mente costoso.
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VIII. CONCLUSIONES

Un proceso adecuado para el refinamiento del aceite de
palma utiliza NaOH al 10% con 10% de exceso, separando el
aceite de los jabones atn cuando el aceite esti caliente
(antes de cuatro horas de haberse realizado la neutraliza-

eién).

Los agentes blanqueadores del aceite de palma utilizados
son el Tonsil Optima y el Carbén Activado, ambos en un dos
por ciento; el tiempo de contacto con el aceite con el agen-
te blanqueador es media hora a 115 + 59¢. 7 5e puede obtener
un aceite de nimero acido aceptable y bajo color con un refi-

namiento alcalino y dos blanqueos.

El contenido de carotenoides totales en el aceite de
palma es 540 + 55 ppm. El aceite refinado y blanqueado pre-
senta menos de 4 ppm. de carotenoides. En tierras activadas
el contenido de carotenoides es de 58 + 1% ppm. (el valor
mas alto obtenido). En los jabones se encontraron 393 + 32%

ppm. de carotenoides.

Los espectros del aceite crudo indican la presencia de
carotenoides. Los espectros de los jabones atn poseen absor-
ci6én maxima a 441 nm, pero contienen otros componentes u
otros carotenoides. - Las tierras activadas lavadas con hexa-
no presentan un espectro sin mdximo en la regién visible co-

rrespondiente a productos de oxidacién de los carotenoides.

El desarrollo de los sistemas de cromatografia de capa
fina permitieron la separacién de manchas que pueden ser pro-

ductos de degradacién del Beta-caroteno.
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Las tierras activadas no pueden utilizarse como fuente
de pigmento en la dieta de las aves. Sin embargo, los jabo-
nes si tienen un nivel de carotenoides que permite que se

utilicen como suplemento dietético.




IX.

SUGERENCIAS PARA ESTUDIOS FUTUROS.
Se sugiere investigar los siguientes aspectos.

Evaluacién biolégica de los jabones acidulados, resul-
tantes del refinamiento del aceite de palma. Su fun-
cién como fuente de pigmentos y de vitamina A en las

dietas de las aves.

Estudio de factibilidad econémica para el procesamiento
de aceite de palma y aprovechamiento de sus desechos.

Obtencién de tierras activadas para el blanqueo de acei-
te a partir de la preparacién y activacién de montmori-

llonitas.

Tratamiento de las tierras activadas con distintos an-
tioxidantes, para optimizar la recuperacién de carote-

noides de éstas.

Evaluacién de sistemas cromatogridficos de fase reversa
para separar carotenoides, tanto por cromatografia de
capa fina, como por cromatograffa liquida de alta pre-

sién.

Estudios de degradacién de carotenoides durante su mani-

pulacién.

Establecimiento de métodos para extraccién y purifica-

cién de carotenoides en escala preparativa.
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APENDICE
A. Estructura y Formulacién de Carotenoides.

Los carotenoides son tetraterpenos naturales, de alta
coloracién, sintetizados en organismos fotosintéticos'y hon-
gos. Consisten de ocho residuos isoprenoides agrupados en
2 unidades.

Cada unidad estd formada de cuatro residuos isoprenoi-

des unidos cabeza con cola.
Los carotenoides pueden subdividirse en dos grupos:

Carotenos que no presentan oxigeno en su estructura.
Xantofilas que presentan funciones oxigenadas en su es-

tructura.

A continuacién se presentan las estructuras de algunos

carotenoides importantes para el desarrollo de este proyecto.

BETA-CAROTENO |
%‘\\\\\\\\\

ALFA-CAROTENO

GAMA-CAROTEN -
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B. Procedimientos Utilizados en Etapa Experimental.

1% Extraccién de Carotenoides de Aceite de Palma (adapta-
cién de Davies, 1976).

a. Se pesa, en triplicado, aproximadamente 1 gramo de
aceite derretido en bafio maria. Se disuelve en 25
ml. de éter dietilico destilado. En el caso de los
jabones, se pesan 5 gramos y se disuelven en 50 ml.
de agua destilada.

b. Se burbujea nitrégeno 10 minutos, en oscuridad.

c. Se adicionan 8 ml. de KOH al 60% peso/peso. Se con-

tinda burbujeando nitrégeno.

d. Se calienta en bano maria de agua hirviendo por 10

minutos. Se contintia burbujeando nitrégeno.

e. Se adicionan 75 ml. de agua destilada y se continda
burbujeando nitrégeno mientras se enfria el material.

f. Se trasvasa el material a una ampolla de decanta-
cién de 200 ml. y se extrae con 25 ml. de éter die-
tilico (destilado). Se debe de adicionar etanol al

95% para disolver emulsiones.

g. OSe separa la fase etérea y la fase acuosa se vuelve
a extraer dos veces con porciones de 25 ml. de éter
dietilico.

h. Se lava la fase etérea con dos porciones de agua
destilada (30 ml.), luego se pone a secar media ho-

ra sobre sulfato de sodio anhidro (Fisher).

i. Se filtra el extracto en papel filtro ordinario
(filtrado répido)y se rotoevapora hasta 25 6 10 ml.,

segin el nivel de carotenoides).

j. Se afora con éter dietilico destilado.
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Extraccién de Carotenoides en Tierras Activadas (adap-
tacién de Nishin 0il Mills, 1974).

a. Se pesa, en triplicado, 1-2 gramos de tierras acti-
vadas que ya han sido utilizadas para blanqueo de
aceite (erlenmeyer de 50 ml.).

b. Se adicionan 25 ml. de hexano (Merck), se agitan
magnéticamente 5 minutos. Se separa el hexano y se
descarta (esto contiene todo compuesto que Se encon-
traba en las tierras activadas y que no estan ab-

sorbidos).

¢. Se atraen las tierras con éter dietilico analitico
(Merck), 25 ml. por minutos y se separa de las tie-

rras por filtro y por gravedad.

d. Se vuelve a repetir la extraccién con éter dietili-

co analitico.

e. Se rotoevapora, si el volumen de aforo es pequefio,

se afora directo.

Andlisis de Cromatografia de Capa Fina (adaptado de Da-
ey 519733

a. Se preparan las placas cromatogréficas (20 x 20 cm.)
con una mezcla de Silica Gel G H F 3.5:10. (peso/vo-
lumen), en agua destilada utilizando un aplicador
con un grosor de 500 #/m. se dejan secar al aire por

24 horas.

b. Las placas anteriores se sumergen en una solucién
de parafina ("Paraplast' de Sherwood), en éter de
petréleo (35-38 C), al 4% hasta una profundidad de
16 cm. Se dejan 12 horas al ambiente, antes de

usarse.
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Se siembra la placa en una atmésfera de N2 (propor-
cionado por una caja de plexiglas), por medio de
una pipeta automatica de 100 41. La siembra se
efectia a 2 cms. de borde con parafina, en la fran-
ja que no tiene parafina. Debe haber una ilumina-
ci6én artificial (luz de tungsteno) en el momento de

la siembra).

El desarrollo de la placa se hace en oscuridad por
un periodo de 3 a 4 horas. Para calcular el Rf, se
miden las distancias a partir de extremo con para-
fina y se calcula la razén de la distancia recorri-

da por la mancha a la distancia por el solvente.

Las manchas de la placa desarrollada se raspan con

un bisturi (iluminacién artificial).

Luego se recoge el Silica Gel suelta con un recoge-

dor de muestras al vacio.

Se eluye el pigmento de la Silica Gel, utilizando
el solvente que fue utilizado para la determinacién
espectrofotométrica, hasta obtener un volumen ade-

cuado.

Se obtiene el espectro en la regién visible.

Refinamiento Alcalino (Cocks y Redde, 1966).

a.

En base del numero &cido del aceite, se calcula el
volumen de soluci6én de NaOH 10% para neutralizar el
peso de aceite a refinar y que esté en un 10% de

exceso del requerido.

El cdlculo se hace asi:

Peso solucién 10%= No.A x 40 g NaOH x 1.1 x 10 x peso aceite

56110 mg KOH



b. Se calienta el aceite de 60 a 70°C sobre la estufa,
y con agitacién, se les adiciona la solucié6n de
NaOH 10%. Luego se agita lentamente.

c. Se pasa el material a un bafio de temperatura contro-
lada de entre 60 y 70°C y se mantiene la temperatu-

ra por una hora.

d. Sedecanta el aceite a un embudo con papel filtro y
calentado con una cinta de calentamiento. Se pesa

el aceite y todos los jabones.

e. Se mide el numero acido del aceite final del proce-

so y se observa que sea menor que uno.

Blanqueo de Aceite (Cocks y Redde, 1966).
a. Se activan tierras activadas (Tonsil Optima F 99)
en 100°C por 15 minutos y se espera que se enfrien.

b. Se calienta el aceite a una temperatura mayor que

70°C y se agita magnéticamente.

c. Se adiciona un 2% de tierras activadas frias y se
eleva rapidamente la temperatura a 110 °c (usando

estufa de plancha).
d. Se conserva la temperatura a lo largo de 30 minutos.

e. -Se deja enfriar el aceite y se filtra a 900C. usan-

do embudo bucher con tela gabardina.

f. Se compara el color del aceite con el aceite de so-

ya refinado.
Determinacién de Extracto Etéreo (Williams, 1950).

a. Se coloca un dedal en el Soxhlet y se le ponen 2

gramos de material adentro.



b. Se
24
c. Se

na

HEES

extrae en aparato Soxhlet con éter dietilico por

horas.

secael.dedal al aire por una hora y se determi-

el peso perdido. El % de peso perdido se toma

como el % de aceite.

Determinacién del Nimero Acido (Williams, 1950).

a. Se
de

b. Se

c. Se
de

pesa un gramo de aceite. Se disuelve en 25 ml.
Bencenoetanol 95% (1:1).

adicionan 3 gotas de fenolftaleina.

titula con una solucién de KOH etandélico estandar

concentraci6én 1.0 mg KOH/ml. estandarizado pre-

viamente con ftalato acido de potasio. El punto

final es el viraje con la fenolftaleina.

iy 1B

volumen gastado es el nuimero 4cido del aceite.

Desgomado del Aceite (Cornelius, 1983).

a. Se

b. Se

calienta el aceite a 90°C con una estufa.

adiciona el aceite crudo 0.5% de &cido ortofos-

férico 85%.

c. Se

d. Se

mantiene la temperatura a 90°C por 20 minutos.

decanta el aceite y se dejan como residuo las

gomas precipitadas.

Determinacién de Humedad en Aceite y Jabones (Williams,

1950).
a. Se
b. Se

pesan 10 g. de aceite en una balanza analitica.

coloca la muestra en un horno de vacio y se ca-

lienta a 50°C Y 22 pulgadas de Hg de vacio por 12

horas.
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c. Se determina el peso perdido y se calcula el % de
pérdida.

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

lacién forzada a 100°C por un dia.

Determinacién del Color Fotométrico (Co F) (Williams,
1950).

El Co F es calculado por la férmulia:

1::29 A .69, 7 A55 + 41.2 A 56.4 A

469 0 620 670

Utilizando una solucidén de 1 ml. de aceite, 175 ml. de

acetona, grado industrial.
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Curva de Calibracién para Cuantificacién de Carotenoi-

des a Partir de un Estandar de Beta-Caroteno.

El estdndar utilizado es B-caroteno cristalino Trans

(Sigma), en una concentracién de (9.8 + 0.2) x 10 °

g/100 ml. en éter dietilico. Después de hacer las di-

luciones adecuadas, se leyeron las soluciones en el apa-

rato Spectronic 21 (B & L), a 451

onda méxima).

+ 2 nm (longitud de

(Concentracién g/100 m1) x 10 % | 4.9 lo.98 | 0.49
A451 £y 0.907]0.182 0.106;
As=. B C + A donde C: concentracién en g/100 ml
; absorbancia
E: Coeficiente absortivi-
dad molar experimental
A= 2323 €C -0.025
Je = 100 (desviacién estandar
de la pendiente)
O = . 002 (desviacién esténdar
del intercepto)
Vee %750 T (desviacién es-
tadndar de la regresién)
R2 = 0.998 (coeficiente de co-

rrelacidn).
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