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RESUMEN

La vitamina E es un componente esencial para el organismo que no puede faltar en
la dieta diaria, ésta se encuentra presente principalmente en aceites vegetales. De
aqui la importancia de estudiar cualitativamente las especies de Arecaceae del Sur
del Ecuador especificamente de las provincias de Loja y Zamora Chinchipe. Se
recolectaron 4 especies diferentes, de las cuales se extrajo el aceite vegetal de la
fruta de las palmeras tanto del mesocarpio como del endocarpio por separado, por

el método Soxhlet.

Se calcularon sus rendimientos y se elaboré una base de datos en la cual consta la
informacién Botadnica y Etnobotanica de cada una de las especies estudiadas. Se
procedid a establecer el método para inyectar las muestras en el Cromatégrafo de
Gases acoplado a un Espectrofotometro de Masas, determinandosé que era
necesario saponificar las muestras y posteriormente derivatizarlas para ser
inyectadas. Se logro identificar la presencia de a-tocoferol en la especie Veitchia

merrilli, B o y-tocoferol y a-tocoferol en la especie Mauritia flexuosa.

Xl
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ABSTRACT

Vitamin E is an essential component of the body, you can’t lark in the diet daily, it is
present in vegetable oils. Here the importance of study qualitatively the species of
Arecaceae of Southern Ecuador specifically in the provinces of Loja and Zamora
Chinchipe. Four species were collected and extracted theirs vegetable oil from the
fruit of the palm trees, mesocarp and the endocarp were destilled separately using

the Soxhlet method.

The yields of extraction were calculated and elaborated a database which contains
Botanical and Ethnobotany information of each species recollected. The method of
injection samples into the GC-MS was establish and the vegetable oils have to be
saponify. Finally it was determined the presence of tocols in some of the palm
species collected.It was possible to determine the presence, a-tocopherl - Veitchia
merrilli the species, and B o y-tocopherol, a-tocopherol in the species Mauritia

flexuosa.

Wl
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1. INTRODUCCION

Las palmas son uno de los elementos mas conspicuos en muchos tipos de
vegetacion tropical y subtropical (Balick 1983, Henderson et al.1995). Ademas de
su importancia ecoldgica en estos ecosistemas, su llamativa presencia y alta
diversidad, muchas especies son utilizadas en forma regular e intensiva por el
hombre, constituyendo elementos integrales de su cultura y economia (Narel Y.

Paniagua-Zambrana, 2005).

Ecuador tiene una gran variedad de climas lo que lo hace muy rico en lo que a
materia vegetal se refiere (Borgtoft, Balslev, 1993), existiendo muchas familias de

plantas que Unicamente han recibido estudio botanico.

La familia de las Arecaceae (palmeras), son plantas con flores monocotiledéneas,
que se pueden desarrollar en una gran variedad de climas.  Existen
aproximadamente 33 géneros conocidos, actualmente con alrededor de 127
especies y 15 especies endémicas de Arecaceae en el Ecuador (J@rgensen, Ledn,

1999).

En nuestro pais las palmeras fueron usadas por siglos por los indigenas,
ayudandoles a suplir sus necesidades diarias como: alimentacion, vivienda,
herramientas, bebidas, medicina, etc. Debido a sus muchas facetas utiles, las
palmeras silvestres constituyen un importante recurso para el desarrollo agricola
sostenible. La riqueza de los productos provenientes de las palmeras es en parte
un reflejo del alto nimero de especies que crecen en el Ecuador (Borgtoft, Balslev,

1993).

En las provincias de Loja y Zamora Chinchipe ubicadas al sur del Ecuador habitan
muchas especies de palmeras de las cuales no existe evidencia de estudios
fitoquimicos previos, siendo éstas una fuente natural de vitamina E (Dewick P.

2001).
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La vitamina E tiene una funcién antioxidante, mediante la cual protege a los tejidos
de los efectos nocivos de las toxinas ambientales y del dafio consecuente a los
procesos metabdlicos normales, contribuyendo a prevenir el envejecimiento de

células, tejidos y algunas formas de cancer (Watson, Preedy, 2009).

Es por razones como ésta que nos vemos en la necesidad de realizar este trabajo de
investigacion, ya que no se encontraron estudios previos de estas especies
recolectadas en las bases de datos consultadas tales como: ISI Web of Knowledge,

International Food Policy Research y Wolters Kluwer Health.
1.1 Arecaceae

Las Arecaceae también conocidas como palmeras se encuentran ampliamente
distribuidas en la regién tropical a nivel mundial, con algunas especies que se
extienden en zonas subtropicales en ambos hemisferios, desarrollandose en casi
todo tipo de habitat, desde selvas tropicales hasta desiertos. La mayoria de las
palmeras se distinguen por sus grandes hojas compuestas, pinnadas en la parte

superior y sus elevados tallos ramificados (Finn, Morales, 2006).

En todo el mundo la familia de las palmeras tiene aproximadamente 2800 especies
en 200 géneros, de las cuales 837 especies en 81 géneros estan en América del Sur
(Borgtoft, Balslev 1993). Ademas, de ser un grupo diverso y ecolégicamente
importante, los componentes de la familia Arecaceae tienen renombre por su
extraordinaria utilidad para las comunidades humanas, y se encuentran siendo
explotadas en amplios rangos de escalas econdémicas a nivel mundial (Finn y

Morales., 2006).

A continuacién se realiza una descripcidon de las especies que son consideradas

dentro del presente trabajo de investigacion.

1.1.1 Aspectos botanicos de las especies de la familia Arecaceae

» Mauritia flexuosa

Familia: Arecaceae

Nombre cientifico: Mauritia flexuosa
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a) Fruto b) Hoja

Fotografia 1. Especie Mauritia flexuosa

Fuente: La autora
Descripcion:
Esta distribuida en todo el norte de América del Sur, al este de los Andes, donde
frecuentemente forma grandes poblaciones en suelos pantanosos y acidos. Esta
palma proporciona muchos productos incluyendo frutos comestibles vy
oleaginosos, fibras de sus hojas, almidon y sabia de su tronco. Sus frutos estan
recubiertos de escamas, no tienen espinas. Poseen flores pistiladas sostenidas
individualmente o en pequefiisimas ramas, son estaminadas y estan en pares. En
Ecuador es conocida como Achu, Aguaschi, Canangucha, Kanango’cho, Morete,
Ne’e’ (Borgtoft, Balslev 1993).
Es una palma solitaria de gran altura, con un tronco que supera los 40 m de alto y
un didmetro de altura al pecho (dap) de 30 a 60 cm. Sus troncos son limpios y

cuando jovenes tienen nudos conspicuos (Borgtoft, Balslev 1993).

» Prestoea acuminata

Familia: Arecaceae

Nombre cientifico: Prestoea acuminata
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a) Fruto b) Arbol

Fotografia 2. Especie Prestoea acuminata
Fuente: La autora

Descripcion:

El género Prestoea se encuentra distribuido en un area que va desde Centro
América hasta Bolivia a lo largo de los Andes. Es un género monocotiledéneo,
ampliamente usado como fuente para palmito. En el Ecuador P. acuminata es
cosechada en poblaciones naturales de bosque montafioso entre 1.000-2.000 m en
grandes cantidades por industrias enlatadoras (Palm & Cycad Societies of

Australia, 2012).

Esta palma tiene hojas pinnadas a 8 m de altura, puede crecer solitario o
retoios. Tiene un tronco verde, anillos blancos de hasta 25 cm de didmetro. Las
hojas de color verde oscuro son de tamafio medio, 2,0-2,5 m de largo (Palm &

Cycad Societies of Australia, 2012).

> Veitchia merrilli

Familia: Arecaceae

Nombre cientifico: Veitchia merrilli
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b) Arbol

Fotografia 3. Especie Veitchia merrilli
Fuente: La autora

Descripcion:

Especie inducida, nativa de Filipinas, ésta es una pequefia y bonita palmera muy
cultivada en los jardines tropicales. Alcanza 6 m de alto al madurar y tiene un
tronco esbelto marcado con anillos. Sus hojas son plumosas, de color verde vivo,
brotan de una roseta apical corta y forman una copa compacta. Posee brillantes
frutos rojos, de 35 mm de largo, que cuelgan en racimos bajos en otofio e invierno.
Esta especie suele verse plantada al abrigo de edificaciones para que el viento no

dafie sus delicadas frondes (Burnie et. al, 2006).

> Wettinia maynensis

Familia: Arecaceae

Nombre cientifico: Wettinia maynensis
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a) Fruto b) Arbol c) Hoja

Fotografia 4. Especie Weittinia maynensis
Fuente: La autora

Descripcion:

Son plantas solitarias, que crecen en las laderas orientales de los Andes y
adyacentes a tierras bajas, premontafio y bosque meséfilo de la montafia del
Amazonas (Colombia, Ecuador y Pert), a 200-1600 m de altitud. Alcanza los 6-14
m de alto, y 8-15 cm de diametro, posee de 3-9 inflorescencias en cada nodo; sus
frutos tienen forma prismatica dipiramidal, redondeada en elapice, con una
medida de 1,8-2,5 cm de largo y 1,5-2 cm de didmetro, cubierta de pelos blancos,
con un endospermo homogéneo. Los tallos son utilizados como postes en la

construccion (Henderson, et. al, 1995).

1.2 Vitamina E, Tocoferoles y Tocotrienoles

Los aceites vegetales son compuestos organicos obtenidos a partir de semillas u
otras partes de las plantas en cuyos tejidos se acumula como fuente de energia. El
aceite vegetal se puede obtener mecanica (prensado) o quimicamente (disolvente
hexano), y generalmente se usa alguna combinacién de ambas técnicas (Murray, et

al. 2010).

Vitamina E, es un término genético que incluye todas las entidades que exhiben
una actividad natural biolégica de D-a tocoferol En la naturaleza se
encuentran ocho sustancias en la vitamina E, pero que difieren en el sitio de
metilaciéon y en el sitio de saturaciéon de la cadena, y que tienen actividad como

componentes de la vitamina E: a-, -, y- y 6-tocoferol (Fig.1) y, a-, B-, y-y 6-
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tocotrienol (Fig. 2). Los tocoferoles contienen una saturacién en el sitio fitilo de la
cadena. Y los o, B, Y y 6-tocotrienol tienen tres dobles enlaces en la cadena (Preedy,

Watson, 2007).

Su estructura consta de dos partes primarias, un anillo complejo cromano, con un
hidroxilo (6- hidroxicromano) y una larga cadena lateral de 16 carbonos
constituidas por la unioén de tres unidades de isopreno saturado (Preedy, Watson,

2007).

Los tocoferoles son los componentes mas abundantes de los aceites vegetales y
naturales, el a -tocoferol es el tocoferol principal, y los §, y, B son compuestos que
se encuentran presentes en cantidades menores, mientras que los tocotrienoles
son los componentes mas activos, el isomero mas abundante es el y-tocotrienol

(Preedy, Watson, 2007).

CH,

CH
3 a-tocoferol

3 y-tocoferol

B-tocoferol

CH S-tocoferol

3

Fig 1. Estructuras moleculares de los Tocoferoles
Fuente: Watson, Preedy, 2009.

CH,

Y-tocotrienol

CHy B- tocotrienol CH,

d-tocotrienol

Fig 2. Estructuras moleculares de los Tocotrienoles
Fuente: Watson, Preedy, 2009.
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En las figuras 3 y 4 se muestran los mecanismos de formacién de los tocoferoles y
tocotrienoles, respectivamente.

=3
# CH; CHz
oM 4 ,,,,,;{"ﬁ MH
CHzcmH
Homogentisac Ackd Phiytyl-Diphosphate:
Palyprenyitransterase
| COz + PR
Y
CHy CHy
HC
L H
MPEC
o Methyltransterase Wy
Ciy
2-Methyl-6-phvtyibenzogural (MPEC) 2. 3-Gimethyl-5-phytylbenzoquinal
Tacaphedal
Tn-mg:c:rl:-l el
B-Tocophessl v Tocopherol
T Mnth | =T Methyl-
f'ns""':" " ! iranslerase
Hr Tase |
T
A-Tocopherol a-Tocophersl

Fig 3. Mecanismo de formacidén de tocoferoles
Fuente: Eitenmiller, Lee, 2004
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HO
CHg CHs CHa
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Ppc/v/k/w\)\ma

CHaCO0H
Homuogentisic Acid Geranylgeranyl-Diphosphate

Geranylgeranyl

transferase )
COy + PR

CH3 CHj CHa

HO
CHa

(o] ]
Haé 2-Methyl-G-geranylgeranyibenzoguinal (MPBQ)
MPBGQ Tocophero
Methyltiransferase cyclase
CHa CHa CHs 5T3
HO =T Mathyl
transferase
HaC OH B-T3
HyC 2,3-dimethyi-6-geranylbenzoguinol
Tocopherol
cyclase
Y
y—T3
¥—T Mathyi
fransferase
Y
a—13

Fig 4. Mecanismo de formacién de tocotrienoles
Fuente: Eitenmiller, Lee, 2004

Estos compuestos no son sintetizados por el organismo humano por lo que deben
ser suministrados en la dieta diaria. La vitamina E tiene diversas funciones

metabdlicas.
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Entre ellas tal vez el mas importante y mejor estudiado es el papel protector de las
membranas bioldgicas, ya sea evitando la oxidacion de sus componentes celulares
esenciales o evitando la formacién de productos téxicos de oxidacién como los
peroxidos de acidos grasos no saturados, actuando asi como estabilizador de la

estructura lipidica de los tejidos (Bravo et. al, 1976).

1.3 Técnicas empleadas para la determinacion de tocoferoles y

tocotrienoles
v’ Saponificacion

Los aceites son componentes de origen vegetal, que estan constituidos de ésteres
de propanotriol, glicerol o glicerina y acidos grasos, a los que se les conoce como
triglicéridos. Cada aceite natural contiene diversos triglicéridos y eventualmente
alguin otro lipido, aunque corrientemente en baja proporcién. Los triglicéridos en
estado liquido a la temperatura ambiental se denominan aceites. Cuando a las
mismas condiciones el estado fisico es s6lido se conocen como grasas, mantecas o
sebos. Todas las sustancias grasas sean de origen vegetal o animal, estan
constituidas en un elevado porcentaje, por acidos grasos, combinados con glicerina
(glicéridos). Los acidos grasos constituyen el 94% a 96% del peso total de las
moléculas que conforman el aceite. Los aceites obtenidos de las frutas frescas o de
las cascaras de frutas, tales como el aceite de palma, aceite de oliva, contienen
como principales componentes acidos, el palmitico, oleico y el linoleico . Las
células grasas, contienen también otros lipidos en pequeinas cantidades, llamados
insaponificables, es decir que no pueden ser hidrolizados en acidos grasos (Trejo,

Maury, 2002).

Una de las reacciones quimicas mas importantes de los ésteres es la saponificacidn,
que consiste en la combinacién de un éster con una base inorganica para dar una

sal organica y un alcohol (Chang, College, 2005).

La determinacion de la materia insaponificable sirve para determinar la pureza de

un aceite y para su valoracién. Incluye los componentes insapoficables extraibles

10
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con determinados solventes lipofilicos, tales como esteroles, hidrocarburos,

alcoholes; etc (Herrera, 2007).

Se denomina fraccidn insaponificable a la suma de aquellos componentes de un
aceite que se pesan como residuo volatil después de la saponificacion a partir de
una disolucion acuosa alcalina tras la extraccidn con éter etilico o éter de petréleo

(Herrera, 2007).

Las grasas se saponifican con hidréxido de potasio metandlico y los

insaponificables se extraen con éter (Herrera, 2007).
v Derivatizacion

La derivatizacién es un proceso de alteraciéon quimica de un compuesto, mediante
la modificacién de la funcionalidad de una molécula para aumentar o disminuir la
volatilidad, los reactivos derivatizantes permiten a los cromatdgrafos analizar
compuestos que de otro modo no son facilmente detectables. La derivatizacién
también reduce la adsorcién en el analito en el sistema de CG, mejora la respuesta

del detector en la separacion y simetria del pico (Sigma-Aldrich ,1997).

Los derivatizantes se utilizan por las razones siguientes:

e Para mejorar la resolucion y reducir la simetria de compuestos polares
(-OH,-COOH, = NH,-NH2,-SH, y otros grupos funcionales).
e Para analizar compuestos relativamente no volatiles.

e Para mejorar la eficiencia analitica y aumenta la deteccion.

Para mejorar la estabilidad de los compuestos (Sigma-Aldrich ,1997).

La eleccién de un reactivo de derivatizante se basa en el grupo funcional que
requiere ser derivatizado, la presencia de otro grupo funcional en la molécula, y la
razon para realizar la derivatizacidn. La estructura quimica y propiedades de la

molécula influir en la eleccion del reactivo (Sigma-Aldrich ,1997).

La eleccion de un reactivo de derivatizacion, debe ser guiada por los siguientes

criterios:

11



Universidad Técnica Particular de Loja

e Produzca una reaccion de derivatizacion que es completa en un 95-100%.

e No cause ningin reordenamiento o alteracidn estructural durante la
formacion del derivado.

e No contribuya a la pérdida de la muestra durante la reaccion.

e Produzca un derivado que no interactde con la columna (CG).

e Produzca un derivado que es estable con respecto al tiempo (Sigma-Aldrich,

1997).

Se pueden usar derivatizantes como: Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide,
que es el reactivo usado en esta investigaciéon y fue seleccionado en la etapa
preliminar de éste proyecto que consistié en la validacién del método de inyeccién
en el CG-EM. El derivatizante sustituye el H del grupo OH de la molécula ubicado en

el grupo fenilo.

v' Cromatografia de Gases

“Es un método usado para separar componentes organicos e inorganicos de un
analito, los cuales son distribuidos entre dos fases, de las cuales una es estacionaria
y la otra es movil. En Cromatografia de Gases se hace pasar el analito en forma
gaseosa a través de la columna, arrastrado por una fase movil gaseosa, llamada gas
portador. La muestra de un liquido volatil o de un gas se inyecta, a través de un
septo, en el que se evapora rapidamente. El vapor es arrastrado a través de la
columna por el gas portador, que puede ser He, N2 o H, y los analitos después de
separados llegan al detector, cuya respuesta aparece en la pantalla de un
ordenador. La columna debe estar suficientemente caliente a fin de que los analitos
alcancen una presion de vapor suficiente para que se eluyan en un tiempo
razonable. El detector se mantiene a una temperatura mas alta que la columna, de
forma que los analitos se encuentran en forma gaseosa” (Harris, 2001) En la Fig. 5

se muestra un esquema representativo de las partes de un Cromatografo de Gases.

12
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Fig 5. Esquema de partes de un Cromatégrafo de Gases
Fuente: Harris, 2001

v Espectrometria de Masas

La Espectrometria de Masas es una técnica analitica que separa los iones que se

desplazan rapidamente segin su relacion masa/carga (Skoog et al,, 2001).

El proceso de ionizacién suministra suficiente energia para que las moléculas se
rompan en diversos fragmentos. Un espectro de masas es un grafico que muestra
la abundancia relativa de cada fragmento que choca con el detector de un
Espectrometro de Masas. En la Fig. 6 se muestra un Espectrometro de Masas con

todos sus partes debidamente identificadas.

Separador
cuadrupolo
de masas

Filamento caliente
fuente de electrones

Detector
de iones

Rejilla (0 V) —_

lon resonante

Salidade —~
la columna

del cromatégrafo .
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y voltaje alterno
: " de radiofrecuencia
Anodo (+ 70V) Elir

de ionizacion

Fig 6. Esquema de un Espectrometro de Masas con cuadropolo
Fuente: Harris, 2001
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2. OBJETIVOS DE LA TESIS

General:

e Determinar la presencia de tocoferoles y tocotrienoles en cuatro especies

de Arecaceae del Sur de Ecuador mediante CG/EM.

Especificos:

e Recolectar 4 especies de Arecaceae en las provincias de Loja y Zamora
Chinchipe y elaborar muestras de herbario.

e Identificar cada una de las especies, extraer los aceites vegetales y
determinar los respectivos rendimientos.

e Realizar una base de datos que contenga la informacién Botdnica y
Etnobotanica.

e Determinar las propiedades fisicas de los aceites extraidos.

e Identificar la composicion quimica mediante Cromatografia de Gases,

acoplado a Espectrometria de Masas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Recoleccion de materia vegetal y base de datos para almacenamiento

de informacion Botanica y Etnobotanica.

Se recolectaron 4 especies de Arecaceae, las muestras fueron tomadas de un sélo

arbol y se realizé una salida de campo por cada especie.

Los nombres de cada planta fueron identificados posteriormente en el Herbario

Reinaldo Espinosa. La informacién de recolecciéon se muestran a continuacion:

e La especie Mauritia flexuosa fue recolectada en el cantén Zamora de la
provincia de Zamora Chinchipe, en las coordenadas: 9572041N; 735734E,
el dia 12 de junio del 2010. Se deposité en el Herbario del Departamento de
Quimica con el codigo PPN-aa-008 (Fig. 7).

e La especie Prestoea acuminata fue recolectada en el cantén Paltas de la
provincia de Loja, en las coordenadas: 640629N; 9565134E, el dia 23 de
julio del 2010. Se depositadé una muestra de herbario en el Departamento

de Quimica con el codigo PPN-aa-003 (Fig. 8).

e La especie Veitchia merrilli fue recolectada en el cantén Catamayo de la
provincia de Loja, en las coordenadas: 9557689N: 683185E, el dia 17 de
enero del 2010. Se deposit6 una muestra en el Herbario del Departamento

de Quimica y fue etiquetada con el cdigo PPN-aa-002 (Fig. 9).

e La especie Wettinia maynensis fue recolectada en el cantéon Zamora de la
provincia de Zamora Chinchipe, en las coordenadas: 9552167N; 733148E,
el dia 17 de julio del 2010. Se deposité una muestra en el Herbario del
Departamento de Quimica y fue etiquetada con el cédigo PPN-aa-009 (Fig.
10).

15
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Fig 7 . Lugar de recoleccion de la especie Mauritia flexuosa .
Fuente: La autora.
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Los frutos de palmera fueron separados de partes vegetales innecesarias y

almacenados a una temperatura de -4 °C, hasta su uso posterior.

La informacién Etnobotinica fue obtenida mediante entrevista directa con

personas nativas de los diferentes lugares donde fueron recolectadas las muestras.

Toda la informacién Botanica y Etnobotanica se almacen6 en una base de datos
elaborada en el programa Microsoft Access, versién Office Profesional Plus, afio

2010, para lo cual la Universidad cuenta con una licencia de tipo educativa.

3.2 Procedimientos experimentales generales

La extracciéon de los aceites vegetales de las diferentes especies que se
recolectaron, fue realizada mediante equipo Soxhlet, los tiempos de extraccion y

cantidad de solvente se determinaron previamente.

La identificacion de los tocoferoles y tocotrienoles se realiz6 mediante
Cromatografia de Gases (CG), el equipo usado fue de marca Agilent Technologies
6890N-Network CG System, serial US10347010, acoplado a Espectrometria de
Masas (EM) MICROMASS, Quattro Ultima, serial VB226 de 50/60 Hz, operado bajo
condiciones de impacto de electrones (IE) a 70eV. El método utilizado se detalla en

el anexo .

3.3 Obtencion del aceite y determinacion de rendimientos

El fruto de la palmera cuenta con dos partes utiles para la extraccién de aceite que
son: mesocarpio y endocarpio, que deben ser destiladas por separado (éstos una
vez separados deben ser cortados en pedazos muy pequefios de tal manera que
mejore el contacto entre la superficie de la muestra y el solvente. Para realizar los

cortes respectivos se puede utilizar podadoras manuales).

Por cada 40 g de muestra, se afiaden 200 ml de solvente (hexano). Estos se

colocaron en un equipo Soxhlet (Fotografia 5).

18
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Fotografia 5. Equipo de extraccién Soxhlet
Fuente: La autora

Se dej6 destilar por 2 horas a una temperatura de 70 °C (se controld el tiempo
desde que empieza a ebullir el hexano). Luego de transcurrido este tiempo se
enfrié a temperatura ambiente y se concentrd en un rotavapor a 25 °C (Fotografia

6).

Una vez que se haya constatado que ya no existe presencia de hexano en la
muestra, se midié la cantidad de aceite obtenido en una probeta, o en los casos en
que obtuvo aceite sélido se pesé en una balanza analitica. Se colocé los aceites en
frascos color ambar (Fotografia 7), se etiquetaron y guardaron en refrigeracion a

una temperatura de -4 °C (Amaral, 2005).
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Fotografia 6. Rotavapor Fotografia 7. Envase y etiquetado de los aceites
Fuente: La autora Fuente: La autora
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Se realizaron 3 extracciones con cada muestra con el fin de obtener la cantidad

suficiente de aceite para los analisis posteriores.

Como método comparativo en la extraccion de aceites, se obtuvo aceites vegetales

por el método de maceracién para lo cual se procedié de la siguiente manera:

Se tritur6 la materia vegetal por separado (mesocarpio y endocarpio), se pesaron
100 g de muestra y se afiadié 400 ml de solvente (hexano). Se colocé en agitacion
dinamica por 24 horas a 3000 rpm y a temperatura ambiente, se repite esta accién

3 veces con la misma muestra (Fotografia 8).

Fotografia 8. Extraccion de aceites por maceracién dinamica
Fuente: La autora

Los rendimientos se obtuvieron en la herramienta virtual Microsoft Excel, version
Office Profesional Plus, afio 2010, para lo cual la Universidad cuenta con una
licencia de tipo educativa. En donde se introdujeron todos los datos obtenidos de

las diferentes destilaciones usando la siguiente férmula:

Cantidad obtenida de aceite

Rendimiento = 100

; — . X
Cantidad de muestra inicial

3.4 Determinacion de propiedades fisicas

Se determinaron tres propiedades fisicas:
e Densidad:

La densidad se define como la masa por unidad de volumen, que es igual al

cociente entre la masa de un cuerpo (kg) y su volumen (m3), sus unidades
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dimensionales son kg/m3 en el Sistema Internacional de Unidades, SI. (Gonzdlez,

2006).

La densidad fue determinada mediante la norma ANFOR NF T75-111 (ver anexo
I1), para lo cual se us6 un termoémetro, bafio maria, picnémetro y balanza analitica

(Fotografia 9).

Se realizaron tres repeticiones por cada muestra.

Fotografia 9.: Balanza- picnémetro
Fuente: La autora

e Indice de refraccion

Esta propiedad fue medida usando un refractémetro marca ABBE (Fotografia 10.),
que se encuentra en el Laboratorio de Alimentos-UTPL. Fue determinado mediante

la norma ANFOR NF 75-112, (ver anexo III).

Fotografia 10. Refractémetro
Fuente: La autora
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e Color y apariencia

La valoracién se llevo a cabo usando el sentido de la vista, en éste apartado sélo se
considero los aceites en estado liquido debido a que en éstas muestras fue posible
observar su consistencia, color, apariencia y caracteristicas que nos permiten

valorar la calidad del aceite utilizado.

3.5 Determinacion de tocoferoles y tocotrienoles

A continuacién se detallan cada uno de los pasos que se realizaron durante la
saponificacidn, derivatizacion e inyeccion de las muestras, hasta lograr finalmente

la identificaciéon de los compuestos de interés.
e Saponificacion de los aceites vegetales

Para la determinaciéon de tocoferoles y tocotrienoles en aceites vegetales fue
necesario realizar la saponificaciéon de las muestras (Instituto de la Grasa, 2000;

Pocklington, Dieffenbacher 1988; Peterson M. et. al, 2006) (ver anexo IV).

Para saponificar las muestras es necesario crear una atmdsfera inerte, debido a
que los tocoles son muy sensibles al oxigeno.

La atmosfera inerte se cre6 usando un globo de latex que fue llenado con nitrégeno
y se colocé en la parte superior del balén de tres bocas que es considerado como
reactor. Todo esto debio estar debidamente sellado teniendo una tnica salida para

el aire que era desplazado por el nitrogeno dentro del reactor (Fotografia 11).

22



Universidad Técnica Particular de Loja

Atmosfera de N

Reactor

Agitador

Fotografia 11. Saponificacién de un aceite usando una atmoésfera inerte
Fuente: La autora

Para verificar si la reacciéon de saponificacion se llevd a cabo se realiz6 una
Cromatografia de Capa Fina (TLC), usando como solventes una mezcla de hexano-

acetato de etilo en proporciones 6:4 (Fotografia 12).

Para llegar a estas proporciones se partié de una relacion hexano-acetato de etilo
1:1, estos valores fueron variando hasta que se obtuvo un Rf de 75 que es el mas
6ptimo para este tipo de compuestos. Los solventes fueron seleccionados debido a
su afinidad con los compuestos de interés. Se realizaron TLC necesarias hasta

obtener los resultados deseados (Valcalcer, Gomez, 1988).

Placa TLC Solvente

Fotografia 12. Cromatografia de Capa Fina
Fuente: La autora
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e Derivatizacion de las muestras saponificadas

Se pes6 0,001 g de aceite de palma saponificado que fue colocado en un vial con
inserto (Fotografia 13) y se agreg6 100 pl de derivatizante (N-methyl-N-TMS-

trifluoroacetamide) (Fotografia 14).

Fotografia 13. Viales Fotografia 14. Derivatizante
Fuente: La autora Fuente: La autora

Se coloc6 en un bafio seco marca Labnet (Fotografia 15), previamente calentado a
60 °C por un lapso de tiempo de 15 min. Se dej6 enfriar en un desecador durante

15 min antes de ser inyectada en el CG/EM (Toyo’aka, 1999).

Fotografia 15. Bafio seco
Fuente: La autora
¢ Inyeccion de las muestras

Finalmente se inyect6 diferentes muestras en el CG/EM (Fotografia 16), usando el
método que se detalla en el anexo 1.
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Fotografia 16. Cromatégrafo de Gases acoplado a un Espectrofotémetro de Masas
Fuente: La autora

Se inyectaron estandares de tocoferoles y tocotrienoles en CG/EM, que fueron
derivatizados previamente y posteriormente nos sirvieron comparar los iones de
referencia aqui obtenidos con los de las muestras.
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Esquema general de procedimiento

En el siguiente esquema se mencionan cada una de las actividades realizadas en

esta investigacion hasta llegar a la determinacién de tocoles mediante CG/EM.

Recoleccidn de materia vegetal

l

Obtencién de aceites

|
! !

Método Soxhlet Maceracidon
Determinacidn de Determinacién de
rendimientos rendimientos

!

Determinacion de
propiedades fisicas

l

Saponificacion

!

Derivatizacion

l

Inyeccién CG/EM

Fuente: La autora
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Informacion Etnobotanica.

A continuacion se describe la informacion Etnobotanica recolectada:

e La especie Mauritia flexuosa, se conoce con el nombre comin de Acho. Es
usada como alimento, su fruto es consumido en jugo o cocido.

e La especie Prestoea acuminata, se conoce con el nombre comin de Palma.
Es usada como alimento.

e La especie Veitchia merrilli, es conocida con el nombre comin de Palmera.
Tiene uso ornamental.

e La especie Wettinia maynensis, se conoce con el nombre comun de Coco. Es

usada para alimentar animales y para la construccion.

4.2 Almacenamiento de informacion Botanica y Etnobotanica

La informacién Etnobotanica fue proporcionada por las personas que habitan en
los lugares donde se recolect6 las muestras, y ésta fue almacenada en una base de
datos que se elabor6 en Microsoft Access, que adicionalmente contiene la
informaciéon Botdnica de cada especie y puede ser usada para almacenar
informaciéon de investigaciones futuras. Esta base de datos reposa en un CD en el
Laboratorio de Analisis Quimico Instrumental del Departamento de Quimica. En la

Fotografia 17 se muestra una imagen del formato usado.
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ﬁf ARECACEAE

ld:

Nombre comiin:
Familia:

Género:

Especie:

Sinonimo:

Lugar de recolecion:

Coordenadas:

Descripcion:

codigo de herbario:

Acho,Morete
Arecaceae
Mauritia
flexuosa

Mauritia vinifera, Mauritia
minor
Zamora, La Canzama

735734 E
9572041 N
889 m altura

Tronco de 6 m de altura, 40
cm de didmetro. Corona de
muchos de hojas gigantes.
Las inflorescencias originan
entre las hojas inferiores,

can una rama _harizantal

Alimento (fruto cocido o en

inanl

PPN-aa-008

5
Imagen:

Rendimiento mesocarpio %:

Rendimiento coco %:

1.916

0.7

Fotografia 17. Imagen de base de datos.

Fuente: La autora

4.3 Rendimientos y propiedades fisicas

a) Extraccion de aceite vegetal mediante equipo Soxhlet

Las propiedades fisicas de dos especies en estudio se muestran en el cuadro 1.

| Nombre de la especie | Parte utilizada |

Bensidad | indice de refraccién | Color sujetivo | Apariencia
Mauritia flrexuosa mesocarpio 0,8883 1,4674 amarillo-translucido liquido-viscoso
Vetchia merrilli mesocarpio 0,9095 1,45726 anaranjado-transltcido liquido-viscoso

Cuadro 1. Propiedades fisicas de dos especies de Arecaceae consideradas en este estudio.

Fuente:

La autora

El aceite vegetal extraido del endocarpio de las especies Veitchia merrilli y Mauritia

flexuosa no fue tomado en cuenta para los ensayos posteriores debido a su bajo
rendimiento, de ésta especie so6lo se consider6 el mesocarpio.

Las especies Wettinia maynensis y Prestoea acuminata fueron descartadas porque
presentaron un rendimiento minimo al momento de extraer los aceites. Ademas, se

presento la dificultad de realizar nuevas recolecciones para obtener mas muestra
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porque el tiempo de cosecha de las especies habia terminado teniendo que esperar

un afo para nuevamente recolectar los diferentes especimenes.

En el grafico 1 se muestra una comparacion de los rendimientos obtenidos de los
aceites y de cada una de sus partes en porcentaje. En el cual podemos evidenciar
que la especie Veitchia merrilli y Mauritia flexuosa tienen un mayor porcentaje en

rendimiento en comparacion a las otras especies.

Datos de rendimiento
3,5

2,5

%

1,5 = Mesocarpio

Endocarpio
0,5

0 [ |
Veitchia  Mauritia Wettinia Prestoea
merrilli flexuosa maynensis acuminata

Especie

Grafico 1. Comparacién de rendimientos de las cuatro especies en estudio por método Soxhlet
Fuente: La autora.

b) Extraccion de aceite vegetal por el método de maceracion

Los resultados obtenidos de la extraccion de aceite del mesocarpio y endocarpio se
muestran en el grafico 2. Se realiz0 una comparacion entre los resultados
obtenidos de la extraccion de aceite de los frutos de las cuatro especies que se
consideraron en este estudio por el método de maceracion. En el cual, podemos
observar que la especie Mauritia flexuosa presenta el mayor rendimiento en el
endocarpio, mientras que la especie Veitchia merrilli presenta mayor porcentaje

de extraccion en el mesocarpio.
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Datos de rendimiento

0,8
0,7
0,6
0,5
X 0,4
0,3 |
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0,1 7 I I [ Endocarpio
0
Veitchia Mauritia Wettinia Prestoea
merrilli flexuosa maynensis acuminata
Especie

Grafico 2. Comparacion de datos de rendimiento de cuatro especies de Arecaceae por método de maceracion.
Fuente: La autora.

Se compard los resultados obtenidos en las dos diferentes extracciones con otras
investigaciones realizadas, tal es el caso del estudio que tiene por tema “Extraccién
y caracterizacion del aceite de Poraquieba sericea Tulasne” en el cual se muestra
que el rendimiento obtenido del mesocarpio+encocarpio es del 11,726 %, siendo

éste superior al obtenido en el presente estudio (Trevejo, Maury, 2002).

En la investigacion “Fatty acid profiles and tocopherol contents of Burini (Mauritia
flexuosa), Patawa (Oenocarpus batava), Tacuma (Astrocaryum vulgare), Mari
(Paraqueiba paraensis) and Inaja (Maximiliana maripa) Fruits”. Se muestra que el
rendimiento obtenido para la especie Mauritia flexuosa es de 38,42% de igual
manera que en el caso anterior, el rendimiento obtenido es superior al de nuestro

estudio (Cruz Rodrigues. et. al, 2010).

4.4 Determinacion de tocoferoles y tocotrienoles

e Al realizar placas TLC con muestras saponificadas se determiné que la
reaccion se llevo a cabo. Al lado izquierdo de la placa se colocé el aceite
puro mientras que al lado derecho se encontrd el aceite saponificado
(Fotografia 18). Es muy evidente el cambio en la coloracién al realizarse la
corrida de las dos muestras, por cuanto la reacciéon de saponificacion se

realizd exitosamente.
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Aceite puro

Aceite saponificado

Fotografia 18. Placa TLC realizada para determinar una reaccién de un aceite antes y después de ser saponificado.

Fuente: La autora

e Luego de la derivatizacién de las muestras los pesos moleculares de los

compuestos varian, en el cuadro 2 se detallan los pesos moleculares de los

tocoles antes y después de este proceso.

Peso Peso molecular +
Compuesto molecular derivatizante
((CH3)3Si0)

a- tocotrienol 424.66 496
B-tocotrienol 410,63 482,4
y-tocotrienol 410,63 482,4
6-tocotrienol 396,61 468,3

o- tocoferol 430,71 502,4

B-tocoferol 416,68 488,4

y-tocoferol 416,68 488,4

6-tocoferol 402,65 4744

Cuadro 2. Pesos moleculares de los tocoles
Fuente: Nufiez, 2007.

e En el cuadro 3 se muestran los principales iones de referencia que son

caracteristicos de cada uno de los compuestos y nos ayudaron a

identificarlos.
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Compuesto

Iones de Referencia

(m/z)

o- tocoferol

503,2;504,0;237,7; 236,8

B-tocoferol

489,3;490,1; 222,7; 223,7

y-tocoferol

489,3;490,1; 222,7 ; 223,7

6-tocoferol

475,1;475,9;208,6 ; 209,5

o- tocotrienol

497,2 ;498,0 ; 237,8; 237,0

B-tocotrienol

481 ;484,0; 223,5; 222,6

y-tocotrienol

481 ;484,0; 223,5; 222,6

6-tocotrienol

489,3 ;490,1;223,7 ; 491,0

Cuadro 3. Iones de Referencia de los tocoles
Fuente: Nuiiez, 2007.

e Mediante CG/EM usando el método descrito en el anexo 1, en la especie
Veitchia merrilli se logré identificar el a-tocoferol, al que le corresponde un

tiempo de retencion de 12,19 min (Fig. 11).
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Fig 11. Cromatograma de la especie Veitchia merrilli
Fuente: La autora

En el espectro de masa se observo el ién molecular m/z 502 (Fig. 12), con fragmentos

m/z 237,277.
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Fig 12. Espectro de masa de a-tocoferol en la especie Veitchia merrilli
Fuente: La autora

En la figura se muestra: a) Espectro de masa del estandar. b) Espectro de masa

obtenido de (Mirmira, Edward, 1972). c) Espectro de masa de la muestra.
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Se puede constatar que los tres espectros presentan la misma fragmentacién

molecular, es decir, se logr6 determinar la presencia de a- tocoferol en este aceite,

ya que cada compuesto tiene su propia fragmentacién molecular como se puede

comparar en (Mirmira, Edward, 1972) y (Nufiez, 2007).

En la figura 13 se muestran las fragmentaciones que ocurren en la molécula y

mediante los cuales se obtienen los iones de referencia caracteristicos para este

compuesto, (502 -(225))=277; (502-(225+40))=237.

005

Fig 13. Fragmentos de la molécula a- tocoferol
Fuente: Mirmira, Edward, 1972.

e En la especie Mauritia flexuosa se logro identificar el $ o y-tocoferol y el a-
tocoferol, a éstos les corresponde un tiempo de retenciéon de 12,12 y 10,04

min, respectivamente (Fig. 14).
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Fig 14. Cromatograma de la especie Mauritia flexuosa

Fuente: La autora
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En el espectro de masa se observéd el i6n molecular m/z 488 (Fig. 15), con

fragmentos m/z 223, 263.
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En la figura se muestra: a) Espectro de masa del estandar. b) Espectro de masa

obtenido en (Mirmira, Edward, 1972). c) Espectro de masa de la muestra.

Donde se puede evidenciar que los tres espectros presentan la misma
fragmentacion molecular, es decir, se determind la presencia de 3 o y-tocoferol en
esta muestra. Estos dos compuestos presentan la misma fragmentacién molecular,
lo que hace dificil su identificacion mediante CG/EM, ya que este instrumento de
identificacidon nos brinda espectros de masa similares para ambos compuestos, sin
embargo se logré constatar los iones de referencia con los obtenidos en (Mirmira,
Edward, 1972) y (Nufiez, 2007). Cabe mencionar que estos dos compuestos
difieren molecularmente en la ubicacién de un grupo metilo por lo cual sus iones

de referencia son identicos.

En la figura 16 se muestran las fragmentaciones que ocurren en la molécula y
mediante los cuales se obtienen los iones de referencia caracteristicos para este

compuesto, (488-(225))=263; (488 -(225+40))=223.

(CHy),-si-O

(CH3),-si-O

Fig 16. Fragmentos de las moléculas 8 o y-tocoferol
Fuente: Mirmira, Edward, 1972

En el espectro de masa se observo el idn molecular m/z 502 (Fig. 17), con

fragmentos m/z 237, 277.
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Fig. 17 Espectro de masa de a- tocoferol en la especie Mauritia flexuosa
Fuente: La autora




Universidad Técnica Particular de Loja

En la figura se muestra: a) Espectro de masa del estandar. b) Espectro de masa

obtenido de (Mirmira, Edward, 1972). c) Espectro de masa de la muestra.

Se pudo verificar que los tres espectros presentan la misma fragmentacién
molecular, es decir, se logr6 determinar la presencia de a- tocoferol en este aceite,
ya que cada compuesto tiene su propia fragmentacién molecular como se puede

comparar en (Mirmira, Edward, 1972) y (Nufiez, 2007).

En la figura 18 se muestran las fragmentaciones que ocurren en la molécula y
mediante los cuales se obtienen los iones de referencia caracteristicos para este

compuesto, (502 -(225))=277; (502-(225+40))=237.

Fig. 18 Fragmentos de la molécula a- Tocoferol
Fuente: Mirmira, Edward, 1972.

En la investigacion “Identification and Estimation of Tocopherols and Tocotrienols
in Vegetable Oils Using Gas Cromatography-Mass Spectrometry” los autores nos

presentas los siguientes resultados:

Los espectros de masas de estos compuestos estrechamente relacionados
muestran patrones similares de fragmentacion, so6lo difieren en sus pesos
moleculares. No se observo diferencia entre los isémeros de posicion 3 y y por
espectrometria de masas, sin embargo, pueden distinguirse por su espectro
infrarrojo, ya que tienen caracteristica absorciones entre 7,5 y 9,8 pu (Mirmira,

Edward, 1972).
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Los resultados obtenidos en esta investigacion fueron comparados con (Mirmira,
Edward, 1972), donde se estudia la presencia de tocoles en aceites vegetales y se
puede evidenciar muy claramente que obtienen los mismos iones moleculares que

en el presente estudio.
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5. CONCLUSIONES

Se recolectaron 4 especies de palmeras en las provincias de Loja y Zamora
Chinchipe, éstas especies son: Weittinia maynensis, Prestoea acuminata,
Veitchia merrilli, Mauritia flexuosa. De las cuatro especies de palmeras
recolectadas, se seleccionaron 2 (Veitchia merrilli, Mauritia flexuosa) con las
cuales se procedi6 a la determinacion de tocoles, debido a que su
rendimiento en la extraccién de aceite nos permitio realizar la técnica de

saponificacion con la cual se elimind los acidos grasos.

La identificacion de cada una de las especies se realiz6 en el Herbario
Reinaldo Espinosa, en donde nos proporcionaron las muestras de herbario
ahi existentes para comparar nuestras palmeras, y de ésta manera

caracterizar las especies recolectadas.

Los rendimientos obtenidos en la extraccion de aceite por el método
Soxhlet para las 4 especies son los siguientes: Veitchia merrilli en el
mesocarpio 3,42%, endocarpio 0,44%; Mauritia fleuxosa en el mesocarpio
2,83%, endocarpio 1,01%; Weittinia maynensis en el mesocarpio 0,22%,
endocarpio 0,39%; Prestoea acuminata en el mesocarpio 0,05%, endocarpio

0,39%.

Se determin¢ las propiedades fisicas cuyos resultados obtenidos fueron: en
la especie Veitchia merrilli el indice de refraccién es 1,471, densidad relativa
0,9308, de color amarillo, liquido-viscoso. La especie Mauritia flexuosa tiene
un indice de refraccion de 1,4676, densidad relativa de 0,8882, su color es
anaranjado, liquido-viscoso. Cabe mencionar que para la determinaciéon de
las propiedades fisicas se us6 tnicamente los aceites vegetales que tenian

mayores rendimientos en la extraccion.
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Se seleccion6 el método de extraccion Soxhlet para realizar la
caracterizacién quimica de los aceites, porque us6 menor cantidad de
solvente y se empled un tiempo destilacién de 2 horas. En la especie
Veitchia merrilli se determind la presencia de alfa tocoferol y en la especie
Mauritia flexuosa se determind la presencia de ( o y tocoferol y alfa

tocoferol.
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6. RECOMENDACIONES

® Los tocoles son muy sensibles al calor, por lo cual es importante al
momento de usar el rotavapor en la etapa de saponificacion no sobrepasar

los 40 °C.

® El derivatizante se oxida rapidamente por lo que es necesario usarlo al

instante, y no usar derivatizantes guardados.

e Si se desea determinar la presencia de 8 o y-tocoferol en cualquier especie

usar otra técnica analitica como por ejemplo HPLC o RMN.
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8. ANEXOS



ANEXO 1

CONDICIONES DE OPERACION DE CG/EM

INSTRUMENT CONTROL PARAMETERS: 5973N

C:\MSDCHEM\1\METHODS\METHYL_STEARATE_SCAN_NEW.M

Control Information

Sample Inlet: GC
Injection Source:

GC ALS
Mass Spectrometer Enabled

6890 GC METHOD

OVEN

Initia Itemp: 220 'C (On)
Initial time: 2.00 min
Ramps:

# Rate Final temp
110.00 285
2 0.0

Posttemp: 0'C
Post time: 0.00 min
Run time: 13.50 min

FRONT INLET (UNKNOWN)
Mode: Splitless

Initial temp: 275 'C (On)
Pressure: 28.05 psi (On)
Purge flow: 50.0mL/min
Purge time: 1.00 min
Total flow: 54.4mL/min
Gas saver: On

Saver flow: 50.0mL/min
Saver time: 2.00 min
Gas type: Helium

COLUMN 1

(notinstalled) Capillary Column

Maximum temp: 300 'C
Equilibration time: 0.50 min

Final time
5.00

(Off)

BACK INLET (SPLIT/SPLITLESS)

COLUMN 2

Model Number: Agilent 122-5532
DB-5ms, 0.25mm * 30m * 0.25um

Max temperature: 350 'C
Nominal length: 30.0 m

Nominal diameter: 250.00um

Nominal film thickness: 0.25um

Mode: constant flow
Initial flow: 1.8mL/min

Nominal init pressure: 28.05 psi



Avergevelo city: 52 cm/sec
Inlet: Back Inlet

Outlet: MSD

Out let pressure: vacuum

FRONT DETECTOR ()

SIGNAL 1
Datarate: 20 Hz
Type: front detector
Save Data: On Save Data: On
Zero: 0.0 (Off)
Range: ORange: 0
Fast Peaks: Off Fast Peaks: Off
Attenuation: OAttenuation: 0

COLUMN COMP 1
(No Detectors Installed)

THERMAL AUX 1

Use: MSD Transfer Line Heater
Description: Interface mass
Initial temp: 250 'C (On)

Initial time: 0.00 min

# Rate Final temp Final time
1 0.0(Off)
POST RUN
Post Time: 0.00 min

TIME TABLE

Time  Specifier Parameter & Setpoint

Back Injector:
SampleWashes3
Sample Pumps 6
Injection Volume 1.0 microliters
Syringe Size 10.0 microliters
Post Inj Solvent A Washes 3
Post Inj Solvent B Washes 0
ViscosityDelay0 seconds
Plunger Speed Fast
PrelnjectionDwell0.00 minutes
PostInjectionDwell0.00 minutes

Column 1 Inventory Number: HP-FFAP
Column 2 Inventory Number: A015

BACK DETECTOR ()
SIGNAL 2

Data rate: 20 Hz
Type: front detector

Zero: 0.0 (Off)

COLUMN COMP 2
(No Detectors Installed)

GC Injector

MS ACQUISITION PARAMETERS

General Information



Tune File: atune. u
Acquistion Mode: Scan

MS Information

Solvent Delay: 3.00 min

EM Absolute: False

EM Off set: 0

Resulting EM Voltage: 1764.7

[Scan Parameters]

Low Mass: 60.0

High Mass: 580.0

Threshold: 0

Sample#:2  A/D Samples 4

[MSZones]

MS Quad:150 C maximum 200 C
MS Source: 230 C maximum 250 C

END OF MS ACQUISITION PARAMETERS
TUNE PARAMETERS

EMISSION: 34.610
ENERGY : 69.922
REPELLER: 29.620
IONFOCUS: 90.157
ENTRANCE_LE :14.000
EMVOLTS: 1764.706
AMUGAIN: 1965.000
AMUOFFSET: 124.000
FILAMENT:  1.000
DCPOLARITY :1.000
ENTLENSOFFS : 19.075
MASSGAIN:  -1.022
MASSOFFSET: -10.131



ANEXO II

Norma ANFOR para la determinacion de la densidad relativa a 20 °C
Principio:

La densidad relativa a 20 °C de un aceite vegetal se define como la masa de un
terminado volumen de aceite vegetal a 20 °C sobre la masa de un volumen igual de

agua destilada a 20 °C.
Nota:

e Si es necesario operar a una temperatura diferente debido a la naturaleza
del aceite esencial para indicar la norma referente al aceite vegetal. La
correccion para 20 °C es de 0,0007 a 0,0008 por grado centigrado.

e La masa volumétrica a 20 °C de un aceite vegetal se reporta como la masa

de un cierto volumen del aceite vegetal a 20 °C.
Aparatos:

e Picnoémetro de vidrio

e Baifio termoestatico, mantenido a 20 °C + 0.2 °C.

e Termdmetro de precision graduado de 10 a 30 °C, con una variacién de 0,2
a0,1°C.

e Balanza analitica.
Procedimiento:

e Preparacion del picnémetro: Limpiar rigurosamente y luego enjuagar el
picnémetro, lavar con etanol y luego con acetona, pasar por una corriente
de aire seco. Si es necesario secar el exterior del picnémetro. Cuando se
equilibre la temperatura en el cuarto de balanza pesar el picnémetro, con
un tapén en su sitio con 1mg de precision.

e Peso del agua destilada: Llenar el picnémetro con agua recién destilada a
20° C. Coloque el picnémetro en el bafio termostatico. Durante 30 min

ajustar el nivel del agua hasta la marca, poner el tapdn del picnémetro en su



sitio, secar el exterior del picnémetro. Cuando se equilibre la temperatura
con el cuarto de balanzas pesar el picnémetro lleno con el tapén en su sitio
con 1 mg de precisién lleno igual que en el caso anterior.

e Peso del aceite vegetal: Vaciar el picnometro, enjuagar y secar como en el
inicio. Efectuar las mismas operaciones pero en lugar de agua hacerlo con

aceite vegetal.
Expresion de resultados:

La densidad relativa se la expresa con la siguiente férmula

dZO_mZ—mO
20 m1-—mo

d53= densidad relativa a 20 °C, referido al agua a 20 °C
mO= es la masa en gramos del picnémetro vacio.
m1= es la masa en gramos del picnémetro con agua.

m2= es la masa en gramos del picnémetro con el aceite vegetal.

Se expresara los resultados con cuatro decimales.



ANEXO III

Norma ANFOR para la determinacion del indice de refraccion
Principio:

El indice de refraccion de un aceite vegetal es el producto entre el seno del angulo
de incidencia y el seno del angulo de refracciéon de un rayo luminoso de longitud de
onda determinada, que pasa desde el aire a través del aceite vegetal, manteniendo

la temperatura constante.

La longitud de onda especifica es 589,3 + 0,3 nm, correspondiente a la radiacién D1

y D2 del espectro de sodio.

La temperatura de referencia es de 20 °C, salvo para los aceites vegetales q no son
liquidos a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25 a

30°C segun el punto de fusion del aceite vegetal considerado.
Aparatos:

e Refractometro: Se utiliz6 un refractémetro clasico que permita la lectura
de los indices de refraccion entre: 1.300 y 1.700 o con una precision de *
0,0002:

Ajuste el aparato de manera que a una temperatura de 20 °C, se tengan los
siguientes indices de refraccion segun:

1.3330 para agua destilada.

1.4906 para el p-cimeno.

1.5685 para el benzoato de bencilo.

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

Los productos patréon deben ser puros, de calidad para refractometria, deben
también ajustarse con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las

indicaciones de fabricacién del equipo.

Resultados:



e Determinacion: Pasar una corriente de agua en el refractémetro, a fin de
mantener el aparato a la temperatura de referencia de 20 °C salvo para los
aceites vegetales que no son liquidos a esa temperatura. En este caso deben
adoptarse las temperaturas de 20 y 30 °C, segin el punto de fusion del
aceite vegetal considerado. Esta temperatura no debe diferir de la
temperatura de referencia mas de * 0,2 °C y debe mantenerse a * 0,2 °C.
Antes de poner la muestra en el instrumento, llevarla a una temperatura
igual a la que se realizara la medida.

Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.
Expresion de resultados

e Calculos: En indice de refraccion a la temperatura de referencia esta dado

por la férmula:
ntp= ntp +0.0004(t'-t)
Donde:

n'p = valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, o aquella a la que se haya

efectuado la determinacion.
0.0004 = factor de correccion.
t'= temperatura a la que se efectu6 la medicion.

t = temperatura a 20°C.



ANEXO IV
TECNICA DE SAPONIFICACION (Pocklington, Dieffenbacher, 1988)

Pesar exactamente 2 g de aceite extraido en un matraz de 100 ml, disolver
la muestra en 8 ml de etanol al 96%, agitando constantemente.

. Afiadir 100 ml de pirogalol agitando constantemente.

Purgar el matraz con N3, afadir 4 ml de solucién de hidréxido de potasio al
60% (m/m) y tapar con un tapo6n de vidrio (toda la reaccién debe hacerse
en ausencia de luz por lo que todo el material usado fue cubierto con papel
aluminio).

. Colocar el matraz en bafio maria a 26 °C y agitar vigorosamente por 10
min.

. Anadir 50 ml de agua desionizada y transferir el contenido del matraz a un
embudo de decantacion de 250 ml. Lavar el matraz con 50 ml de dietiléter
que contiene 0,1 % (m/m) de pirogalol y transferir el lavado al embudo.
En el embudo, dejar que las dos fases se separen y extraer la capa acuosa
inferior.

Extraer nuevamente la capa acuosa inferior 4 veces con alicuotas de 30 ml
de dietil éter y combinar los extractos de éter.

Lavar los extractos combinados de dietiléter con 50 ml de agua y luego con
30 ml de HCl 0,01 moles por litro y afadir 2 g de sulfato de sodio anhidro,
mezclando suavemente para absorber el H20.

. Filtrar con papel filtro los extractos de éter y recoger el filtro en un balon

ambar.

10. Llevar al rotavapor a una presion reducida y a una temperatura no mayor

a40°C.

11. Lavar las paredes del matraz con hexano.

12. Si permanece un residuo liquido en el matraz afiada etanol y evapore a

sequedad y transfiera en el contenido a un matraz de 50 ml.



