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PRESENTACION

El presente trabajo tiene por finalidad dar a conocer las condiciones de operacion
de los procesos de destilacién discontinua a vacio y cromatografia preparativa en
columna que permita una adecuada separacién de los &acidos grasos libres,
tocoferoles y carotenoides contenidos en el aceite de Aguaje (Mauritia flexuosa).

El trabajo de investigacion consta de tres capitulos donde nos dara a conocer el

contenido del presente trabajo de investigacion.

CAPITULO I: Marco teérico, que consigna los antecedentes, la revision Bibliografica
de sustento y la investigacién bibliografica.

CAPITULO IIl: MATERIALES Y METODGOS, consigna las generalidades, materiales,
Material Biol6gico, Materiales de Acondicionamiento del Fruto, Materiales de
Laboratorio, Equipos y Reactivos. Los Métodos, las técnicas los instrumentos

empleados para el presente trabajo de Investigacion.

CAPITULO lll: RESULTADOS Y DISCUSIONES, consignan los cuadros y graficos
basados en los resultados que se han obtenido de la aplicacion de los instrumentos

de investigacién asi como la interpretacion de los resuitados.
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RESUMEN

La creciente demanda de productos naturales con propiedades superiores en la
formulacién de productos alimentarios, farmacéuticos y cosméticos, motiva el
desarrollo de procesos para fraccionamiento de metabolitos secundarios; en esta
perspectiva, la separacién de acidos grasos, carotenoides y tocoferoles contenidos
en el aceite crudo de la pulpa de Aguaje (Mauritia flexuosa) por destilacion
discontinua en vacio seguido de cromatografia preparativa se torna de interés para
la agroindustria, mas aln el establecimiento de las condiciones adecuadas de
operacioén con tal de obtener mayores concentraciones de B-caroteno, a-tocoferol
y el acido palmitico, cuyo conocimiento tedrico—practico es limitado. En este
contexto, experimentalmente se ha determinado las condiciones de operacién de
los procesos de destilacion discontinua a vacio (2-7 mBar), previa esterificacion,
obteniéndose destilados de acidos grasos libres y productos fondos constituidos de
tocoferoles y carotenoides; estas Ultimas, sometidas a una posterior separacion por
cromatografia preparativa en columna (Temperatura de 20 y 40°C), utilizando como
fase estacionaria Silica-Gel 60 (0.063 — 0.200mm) y fase movil mezclas de
solventes organicos Hexano y éter etilico (80:20 v/v). Se utilizé el método disefio
de superficie de respuesta — disefio compuesto central (DCC), bajo el cual se
realizé las pruebas experimentales y los resultados analizados a través del ANOVA
con una confiabilidad del 95 %, asi mismo se establecié los estadisticos como el

coeficiente de determinacion R}, .

Se analizaron las muestras de aceite antes del proceso de separacién, utilizando el
analisis proximal, luego el aceite crudo fue esterificado con la finalidad de retirar las
gomas y otros componentes que reducen el rendimiento en la destilacién,
procediéndose a la etapa de destilaciébn en vacio de muestras con cantidades
definidas de 100 mL., estableciéndose que el mejor resultado se logra a una presién
de operacion 2 mBar y tiempo de 40 min. Los volimenes de destilado y producto
de fondo obtenidos fueron de 32 y 68 mL respectivamente. La composicion de los
acidos grasos se determinaron por GC-MS para el destilado y productos fondos
obteniéndose como resultado mayor concentracién de acido palmitico (C16:0)
32.745 % en el destilado. El producto fondo fue llevado a cromatografia preparativa

en columna (temperatura 20 y 40°C) para la separacion de a-tocoferol y -caroteno,
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obteniendo 15 fracciones para cada temperatura, estos fueron analizados por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-DAD), teniendo como resultado
mayor concentraciéon a-tocoferol (126.32 ug) en la fraccion 12 a temperatura de
20°C y mayor concentracion de B-caroteno (20.123 pg.) En la fraccion 2-B a
temperatura de 40°C. Del analisis proximal de muestra cruda se observa un
contenido de humedad de 0.10%, densidad 0.909g/mL, indice de refraccién a 25°C
fue de 1.4775, puntos de ebullicién, congelacion y humo de 355°C, —4.1°C y
381.5°C respectivamente, indice de yodo 67.975 g/100 g aceite, indice de
saponificacion de 196.2%, indice de peréxido de 1.07 mEqO2/Kg, acidez 0.115%
(en funcién al acido oleico) y materia insaponificable de 1.055%.

PALABRA CLAVE: Aguaje, Acidos grasos, Caroteno, Tocoferol, Destilacion a vacio,
Cromatografia.
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ABSTRACT

The demand growing for natural products with superior properties in the formulation
of food, pharmaceutical and cosmetic products, motivates the development of
processes for fractionation of secondary metabolites; In this perspective, the
separation of fatty acids, carotenoids and tocopherols content in the crude oil from
the pulp of Aguaje (Mauritia flexuosa) by discontinuous vacuum distillation followed
by preparative chromatography becomes of interest to agribusiness, further, the
establishment of appropriate operating conditions as to obtain higher concentrations
of B-carotene, o-tocopherol and palmitic acid, which theoretical and practical
knowledge is limited. In this context, it has been experimentally determined
operating conditions of the processes of discontinuous distillation under vacuum (2-
7 mBar), previous esterification, yielding free fatty acid distillate and bottoms
products consisting of tocopherols and carotenoids; the latter, subject to further
separation by preparative column chromatography (temperature 20 to 40°C), using
as stationary phase Silica gel 60 (0.063 - 0.200mm) and mobile phase mixtures of
organic solvents hexane and ethyl ether (80:20 v/v). Central composite design
(DCC), under which the experimental tests and the results analyzed by ANOVA with
a reliability of 95% were realized, likewise statisticians as the coefficient was
established - the design method of response surface was used determinationr}, .

Oil samples were analyzed before the separation process, using the proximate
analysis, then the crude oil was esterified in order to remove the gums and other
components that reduce the yield of the distillation, proceeding to stage vacuum
distillation of samples with defined amounts of 100 mL was established that the best
result at a pressure of 2 mbar and operation time of 40 min is achieved. The volumes
of distillate and bottom product obtained were 32 and 68 mL, respectively. The fatty
acid composition was determined by GC-MS for the distillate and bottoms products
obtained as a result greater concentration of palmitic acid (C16:0) 32.745% in the
distillate. The bottom product was carried preparative column chromatography
(temperature 20 to 40°C) for separating a-tocopherol and p-carotene, obtaining 15
fractions for each temperature; these were analyzed by high performance liquid
chromatography (HPLC-DAD), resulting in higher concentration a-tocopherol
(126.32 g) in fraction 12 to 20°C and higher concentration of B-carotene (20,123 g.)



In the 2-B to 40°C. The proximal crude sample analysis moisture content of 0.10%,
density 0.909g / ml, refractive index at 25°C was 1.4775, boiling point, freezing and
smoke observed 355°C, -4.1°C and 381.5°C respectively, 67.975g iodine/100g oil,
saponification value of 196.2%, peroxide value of 1.07 meqO2/Kg, 0.115% acidity
(based on oleic acid) and 1,055% unsaponifiable matter.

KEYWORD: Aguaje, fatty acids, Carotene, Tocopherol, vacuum distiliation,

chromatography.



INTRODUCCION

El Aguaje de es una paimera nativa de la regién amazénica que se encuentra en
los departamentos de Loreto, Madre de Dios, Ucayali, San Martin, Huanuco y Junin.
De acuerdo a la informacién disponible, los frutos de aguaje representan una
alternativa viable como potencial materia prima de aceites vegetales de alto valor
nutricional, asi como acidos grasos, alto contenido de pro vitamina A (B-Caroteno),

vitamina E (a-Tocoferol) y vitamina B y C. (Navarro, 2006).

La creciente demanda de aceites vegetales en la formulacion de productos
alimentarios, farmacéuticos y cosméticos ha motivado en el pais y otros lugares del
mundo la necesidad de importar materias primas oleaginosas para satisfacer las
demandas del mercado, debido a que las grasas y aceites juegan un rol importante
en la nutricién humana por una variedad de razones. Sin embargo la demanda de
aceites vegetales ha aumentado. Asi como el interés mundial en la mejora de los
procesos de extraccidén, busqueda de nuevas fuentes de aceites, asi también en la

separacién de sus componentes (Li, S., 2009).

Uno de los métodos cominmente utilizados para el fraccionamiento de aceites
vegetales es la destilacion, sea esta por destilacion molecular, destilaciéon
fraccionada, destilacién a vacio, etc. Estos métodos de separacion tienen principios
fundamentales en comdun, utilizan propiedades fisicas de diferentes puntos de
ebullicibn de las mezclas muiticomponentes, para su evaporaciéon y posterior
condensacién. Los enfoques de andlisis y protocolos de operacién de los procesos

de destilacion son diversos, debido sobre todo a la naturaleza fisico-quimica de las
sustancias involucradas. Mayumi Ito Vanesa, (2007).

Se tiene pocos estudios relacionados al proceso de fraccionamiento de los
metabolitos presentes en el aceite de aguaje del morfotipo shambo por consiguiente
es un reto realizar estudios adicionales como la extraccioén y fraccionamiento de los
metabolitos del aceite de aguaje que sirva de insumo para productos especifico de
alto valor agregado.

Este trabajo tuvo como objetivo general determinar las condiciones de operacién
de los procesos de destilaciéon discontinua a vacio y cromatografia preparativa en
columna que permita una adecuada separacién de acidos grasos libres, tocoferoles




y carotenoides en el aceite de la pulpa de aguaje (Mauritia flexuosa) del hwn‘otipo
shambo.

Los objetivos especificos establecidos en el trabajo de tesis fueron, Obtener aceite
de la pulpa de Aguaje (Mauritia flexuosa) mediante prensado discontinuo en frio.
Determinar las propiedades fisicas y el contenido de &cidos grasos libres (AGL), o~
tocoferol y B-caroteno del aceite de aguaje (Mauritia flexuosa). Establecer las
condiciones de operacién del proceso de destilacién discontinua a presién reducida
con tal de obtener fracciones en el destilado con alto contenido AGL y producto de
fondos con contenido de a-tocoferol y B-caroteno. Determinar las condiciones de
operacion del proceso de separaciébn por cromatografia liquida preparativa en
columna a presién atmosférica con tal de obtener fracciones con aito contenido de
a-tocoferol y f-caroteno respectivamente. Establecer mediante analisis por
cromatografia de gases (GC-MS) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-
DAD), el grado de fraccionamiento y purificacién de los acidos grasos libres en el
proceso de destilacion, a-tocoferol y p-caroteno en la separacién por cromatografia

de columna.

Suponemos la hipétesis general, La presién de vacio, la temperatura del hervidor y
tiempo de operacion en el proceso de destilacion son los parametros que influyen
directamente en el grado de separacién de acidos grasos libres en el destilado y la
concentracion de a-tocoferoles y 3-carotenoides en el producto de fondos, asi como
naturaleza de la mezcla de solventes y temperatura de operacioén en la columna
cromatografica, son los parametros que influyen en el grado de separacion de a-
tocoferoles y B-caroteno contenidos en el producto de fondos de la destilaciéon del

aceite de Aguaje (Mauritia flexuosa).

Este trabajo considero las variables independientes como las condiciones de
operacién de la destilacién discontinua a vacio, presién 2 - 7 mBar, temperatura del
hervidor 172 — 290 °C y tiempo de destilado 40 — 60 min y las condiciones de
operacién del proceso de cromatografia preparativa en columna naturaleza de la
fase movil (mezcla solventes como hexano - éter etilico) y temperatura de operacion
(20 - 40) °C, manteniéndose como variable interviniente la naturaleza de la fase
estacionaria Silica gel 60 (0.063 — 0.200) mm.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Da cruz Rodriguez., et al, (2010). Realizaron estudios del “Perfil de acidos
grasos y tocoferoles contenidos en las frutas como aguaje (Mauritia flexuosa),
Patawa (Oenocarpus bataua), Tucuma (Astrocaryum vulgare), Mari
(Poraqueiba paraensis) and Inaja (Maximiliana maripa)’. Demostraron que las
frutas amazoénicas son ricas en grasas, con un perfil de acidos grasos que
pueden ser beneficiosos en relacion con el riesgo de enfermedades
coronarias. Las frutas amazdnicas también contienen otros constituyentes
potenciales cardioprotectores como tocoferoles, estos determinados por
HPLC y el perfil de 4cidos grasos por GC—MS, con este fin utilizaron muestras
de pulpas de las frutas. Determinando que el contenido total de aceite varié
de 31.0-41.8%. El principal acido graso en todas las frutas fue el acido oléico
(C18:1), a pesar de importantes niveles de acido palmitico (C16:0). El acido
linoléico (C18:2) fue el principal de acidos grasos poliinsaturados observado.
La pulpa de M. flexuosay P. paraensis tienen un alto contenido en a—tocoferol
con 297 y 155 mg/g de materia seca, demostrando que las cinco frutas
amazdnicas son buenas fuentes de acidos grasos insaturados y tocoferoles.

Batistella C.B. y Wolf Maciel M.R. (2008). Estudiaron la “Concentracién de
carotenoides en el aceite de paima por destilacién molecular” involucrando los
procesos de neutralizacion y transesterificacion de aceite para la destilacion
molecular, a una presion de 9.10 torr y un flujo de alimentacion de 1125g/h.
trabajo con rangos de temperaturas de 150°C, 160°C y 170°C en el proceso
de destilaciéon molecular, donde a 170°C obtuvo una mayor concentracion de
carotenoides (19500 ppm).

Mayumi Ito Vanesa, (2007). Estudio la “Concentracién de tocoferoles e
fitoesteroles a partir del destilado desodorizado de 6leos vegetales a través
del proceso de destilacibn molecular’. Para el proceso de destilacion
molecular utilizando la metodologia de planeamiento de experimentos,
teniendo como variables de estudio la temperatura del evaporador y el flujo



de alimentacién. Fue observado que ocurre una mayor desacidificacion de
AGL a altas temperaturas del evaporador y bajas flujos de alimentacion. En
relacion a los tocoferoles se obtuvo un comportamiento opuesto. La
investigacion tuvo como finalidad de obtener concentraciones para ser
aplicadas en la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica. Fueron
realizados diversos experimentos variando la razén de alimentacién entre 5 y
15 g/min y temperatura del evaporador entre 140°C y 240°C. La temperatura
de la alimentacién fue a 50°C, la temperatura del condensador fue mantenida
en 45°C. La presién en el destilador molecular fue mantenida entre 100 — 190
mtorr.

Pramparo M., et al.,, (2005). Estudio la “Purificacion de acidos grasos,
tocoferoles y esteroles a partir del destilado de desodorizacién”. La tecnologia
utilizada para la purificacién incluyo esterificaciéon, destilacion molecular de
dos etapas y cristalizacién. Se realizaron pruebas de separacién por
destilacion molecular con y sin esterificacion previa de los acidos grasos
libres. En todos los ensayos de esterificacion condujo a una mayor eficiencia
de separacion de la primera etapa de destilacion molecular, la segunda etapa
de destilacién molecular permiti6 aumentar la concentracién de tocoferoles y
esteroles. La cristalizaciéon de la corriente final de destilado (segunda etapa
de destilacion molecular) permitié separa mas del 40% de los esteroles, en un
producto altamente concentrado en los mismos (mas de 92% en peso). La
concentracién final en tocoferoles de dos muestras de destilado de
desodorizacién de aceite de girasol ensayadas fue de 33,94 y 20,60 %
respectivamente y una muestra de destilado de desodorizacién de aceite de
soya condujo a un valor de 56,49%.

Santos L. M. P., (2005). Realizo estudios sobre la “Actividad de la vitamina A
del aguaje (Mauritia vinifera)’. Los resultados exhiben un rendimiento alto de
aceite de la pulpa, de 9-19%. A pesar de una cifra, contiene una considerable
cantidad de acidos grasos insaturados (aproximadamente el 75% de acido
oleico), el aceite de aguaje muestra una gran estabilidad a la oxidacién, debido
a la presencia de fotoquimicos, particularmente tocoferoles y fitoesteroles, es

valioso para uso cosmeético y farmacéutico.



1.2.

Chu B.S, et al., (2003). Estudiaron la “Separaciéon de tocoferoles y
tocotrienoles de la paima y destilacion de acidos grasos usando hidrolisis —
neutralizacién — método de adsorcién cromatografica”. La vitamina E de la
palma a partir del destilado de los acidos grasos mediante la eliminacion de
los acidos grasos y acilgliceroles. Los acidos grasos liberados se retiraron por
neutralizacion previa hidrolisis donde se concentré la vitamina E a partir de la
cantidad inicial de 0.37 a 4.32% la hidrolisis fue un paso importante ya que sin
ella la neutralizaciéon solo podia concentrarse vitamina E al 1.80%. El aceite
palma extraido se hidroliza y neutraliza para posteriormente sometido a una
fase normal cromatografica de adsorcion. La columna se eluyo primero con
hexano seguido por isopropanol. Se retiré una gran cantidad de acilgliceroles
durante la primera elucién, mientras que la vitamina E se desorbe por
isopropanol con una recuperacioén de > 90%. La concentracién de vitamina E
después de la hidrolisis, neutralizacion y adsorcién cromatografica fue de
15.2%. Método descrito en este estudio ofrece una alternativa para los
meétodos de separacion existentes. Se puede aplicar como una serie de pasos
en la produccién de alta pureza de vitamina E.

Generalidades del Aguaje (Mauritia flexuosa)
El Aguaje es una de las palmeras mas
abundantes en Sudamérica, se
distribuye en el occidente por
Colombia, Ecuador, Pert y Bolivia y
hacia el oriente a través de las cuencas
del Amazonas y del Orinoco por
Venezuela, las Guyanas, Trinidad y los
estados brasilefios de Bahia, Goias,
Mato Grosso, Minas Gerais y Sao
Paulo. En la selva Peruana, se cultiva

y explotan poblaciones naturales en los ‘
Departamentos de Loreto, Ucayali, 4& AT O
Huanuco, Madre de Dios y San Martin.  Figura 01. Planta de aguaje
(IIAP 2006). Fuente: lIAP, (2006).



- 1.2.1. Taxonomia
Cuadro 01: Descripcién Taxonémica de Aguaje (Mauritia flexuosa)

Divisién: Faner6gamas

Clase: Monocotiledonia
Subclase: Liliopsida
Orden: Arecales
Familia: Arecaceae
Sub-familia: Calamaoideae
Tribu: Lepidocaryeae
Género: Mauritia
Especie: Flexuosa
Nombre cientifico: Mauritia flexuosa

Fuente: Navarro B. (2006).
Nombre comtin: Aguaje (Per), Buriti, Mriti (Brasil), Moriti (Colombia)

1.2.2. Caracteristicas Generales
» Variedades o cultivares: Existen variedades fenotipicamente diferentes,
tanto en fruta como en planta. Se puede diferenciar tres variedades de
fruta por su color: el Amarillo o Posheco, cuando todo el mesocarpio es
amarillo, el Colorado cuando la parte externa del mesocarpio es de color
rojo y el resto es amarillo, el Shambo cuando todo el mesocarpio es de
color rojo y el Shambo Azul, que en realidad solo son frutos pintones del

Shambo. (Castillo D., 2006).

-

Al B ' C
Figura 02. Color de pulpa del fruto maduro de aguaje de los morfotipos

amarillo (A), color (B) y shambo (C).
Fuente: Castiilo, (2006).



El rendimiento por hectarea: En promedio en Madre de Dios el
rendimiento por palmera es de 225 kg. Estas palmeras se las encuentra
en los llamados aguajales que cubren un area de 163,240 ha. Segun la
informacién de inventario exploratorio y censos realizados por Pro-
Naturaleza, se ha estimado que los rendimientos en produccion regional
en aguajales es de 5.3 TM/ha, la cual esta por debajo de los rendimientos
de lquitos y Ucayali. Debido a que la zona ambito del proyecto tiene
pocos aguajales, y utilizando los resultados de los inventarios es de 225
kg de fruto por palmera y 102 Kg/ha. (Panduro M., 2010).

Color y tamafrio del fruto: Es una drupa suave de color rojo vino o rojo
oscuro, el epicarpio y la pulpa son de color amarillo. Esta ultima
representa sélo el 12 0 13% del peso seco del fruto. Didmetro (4 cma 5
cm), Peso (40 g a 45 g por fruto) y Altura de la palmera (9 m a 35 m).
(Castillo D., 2006).

Epocas: El florecimiento se da en los meses de febrero, marzo o de
agosto a diciembre (dependen del sitio de produccién). La época de
fructificacién se inicia ocho afios después de la plantacién, cuando
alcanzan una altura de 6 m a 7 m aproximadamente. El fructificacién
aparentemente ocurre todo el afio, con mayores concentraciones entre
los meses de febrero y agosto, y relativa escasez entre los meses de
septiembre y noviembre. El momento éptimo de cosecha del racimo es
cuando los frutos adquieren una coloraciéon marrén mas intensa y se
desgajan facilmente. (Trevejo C. E. 2003).

Cosecha de aguaje: La produccién del aguajal es estacional y cubre casi
todo el afo. La época de cosecha depende de la ubicacién del mismo
sin embargo, se considera que los periodos estimados de cosecha son
de octubre a marzo. (Panduro M., 2010).

Densidad: En Madre de Dios las densidades por hectarea varian siendo
un promedio de 5M. Las proporciones segun datos de censo de Pro-
Naturaleza se estiman en 44% hembras, 32% juveniles y 24% machos.
(Panduro M., 2010).




1.2.3. El Aguaje y sus usos

Esta palmera tiene mdltiples usos, que cubren necesidades desde Ia

alimentacion humana hasta la industria.

>

La pulpa de su fruto es uno de los alimentos mas nutritivos del trépico
(su contenido de vitamina A es 5 veces mayor que el de la zanahoria),
adémés con la masa que se obtiene de la pulpa se puede obtener
diferentes productos como harina, helados, refrescos (Aguajina), etc.
Uno de los usos probables de industrializacién especificamente es la
harina de pulpa de Aguaje ya que es un producto que preserva las
caracteristicas nutricionales y puede ser utilizada como sustituto de otras
harinas, como saborizante e ingrediente de alimentos instantaneos. Asi
también para la extraccién del aceite para uso cosmético. (Navarro
2006). |

Las semillas inmaduras son comestibles. De los peciolos se fabrican
esteras. Asimismo, dentro de la médula del tallo se desarrollan los
"suris". Los suris se comen fritos o guisados y es una fuente alta de
proteinas y muy agradable al paladar. La semilla se utiliza en una serie
de artesanias como pipas, botones, figuras, dados, perinolas, trompos,
etc. (Avalos 2006).

La savia del trbnco es utilizada como vino por los indigenas. La recogen
haciendo huecos con un tronco cortado o en el tocén. Una sola palma
puede producir de 8 a 10 litros en un dia, y contiene principalmente agua
y sucrosa. (Castillo 2006).

La raiz se utiliza para el crecimiento del pelo. Para ello, esta se prepara
en infusion y se aplica sobre la cabeza. (Castillo 20086).

Los botones jévenes de las inflorescencias pueden ser cortados y
exudados para obtener savia, cuyo contenido de azlGcar es mas o0 menos
de 50%. La savia puede ser bebida directamente, fermentada para
producir vino de palma o reducida por coccién a az(car. (Avalos 20086).



» Las hojas, se obtienen fibras para uso doméstico y para la elaboraciéon
de objetos de artesania; también se utilizan para el techado de viviendas
rasticas, y del peciolo se obtiene la pulpa para elaborar papel (Navarro
2006).

» En el Brasil se comercializan varios productos de aceite de aguaje, todos
para la piel y se produce hidratante de aguaje en gran escala, con gran
aceptacion en ese mercado. También se estan produciendo aceite de
aguaje en varias presentaciones que se promocionan para las siguientes
aplicaciones: Productos solares y anti-solares, productos infantiles para

escaldaduras, fortalecedores capilares, productos para cabellos tefidos
y daifados. (Rojas 2001).

N (

mw:ri 2y

Figura 03. Derivados del fruto y aceite de aguaje (Mauritia flexuosa)
Fuente: Navarro, (2006).

*tf,‘

1.2.4. Caracteristicas fisico — quimicos del fruto de aguaje (Mauritia flexuosa)
Cuadro 02. Analisis Porcentual del Aguaje (Mauritia flexuosa)

Fraccion 1. G.Ingunza (2009) | 2. Rojas Ruiz (2000)
Cascara (%) 19.7782 18.29
Pulpa (%) 19.7313 33.67
Endocarpio (%) 7.78 -
Semilla (%) 52.7105 48.08

Fuente: Gerardo Ingunza (2009) y Rojas (2000).
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Cuadro 03. Composicion Fisico — Quimico‘ de las Fracciones del Fruto —
Aguaje (Mauritia flexuosa)

Componentes Cascara Pulpa Semilla
Humedad (%) 5212 5212 | 4960
Proteinas (%) 710 ¢ 820 | 775
Grasa (%) . 796 = 3260 530
B-caroteno (mg /100) . 26533 | 42901 ; -
Ca(mg/100) ; . 883 [ .

Fe (mg/100) - . 58.86 ‘ .

Fuente: Rojas (2001).

1.2.5. Composicion Proximal del Aguaje (Mauritia flexuosa)

Cuadro 04. Composicién Proximal del Aguaje (Cascara + Pulpa)

' Aguaje ( cascara + pulpa)
Composicién proximal ,
Verde . Maduro
Humedad (%) 48.46 + 1.051 54.38 + 0.937
Fibra (%) ! 12.30+0.016 = 10.12+0.488
Grasa (%) 15560190 | 18.10£0.930
Ceniza (%) . 1.2610.013 ' 1.18+0.024
Proteina (%) 2.96 £ 0.085 2.32 +0.052
Carbohidratos (%) ¢ 1946128 | 13.90+0.973

Fuente: Gloria Pascual Chagman— UNALM (2009).

1.3. Aceites vegetales
Los aceites vegetales, ademas de consumidos directamente en la
alimentacién, constituyen una importante materia prima para la industria
quimica, farmacéutica y cosmética. Sin embargo, la demanda aceites
vegetales con fines energéticos ha aumentado el interés mundial en la mejora
de los procesos de extraccién. (Li, S. 2009).

En ese sentido, los paises que presentan una biodiversidad de recursos
genéticos inician programas de investigacién hacia el aprovechamiento de
fuentes nativas tales como los esfuerzos que realizan los investigadores en
Brasil con sus oleaginosas nativas. De acuerdo a la informacién disponible,
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los frutos de aguaje representan una alternativa viable como potencial materia

prima de aceites vegetales de alto valor nutricional. (G. Pascual Ch., 2009).

Muchos aceites vegetales contienen carotenoides, fitoesteroides, tocoferoles

y compuestos fendlicos, conocidos como la materia insaponificable. Las

propiedades antioxidantes y los beneficios para la salud derivados para la

utilizacién de la materia insaponificable y sus derivados en los alimentos y

suplementos para la salud han planteado una inmensa cantidad de interés en

la industria. (Gunstone, padley, 1997, Rodriguez Amaya, 2001; Gunstone

2002).

Cuadro 05. Rendimientos de Extraccién del Aceite de Aguaje

insumo Aguaje
Parte Util Pulpa
Proceso de Extraccién Prensado
Rendimiento Teérico (% Fruto) 3.0%
Rendimiento Extraccién de aceite (% Fruto) 0.84 %
Rendimiento Extraccién (Obtenido vs. teérico) ' 28.07 %
Acidez del aceite (g NaOH / litro aceite) 10
Rendimiento Biodiesel vs. Aceite 81.02 %

1.3.1. Caracteristicas Fisicos-Quimicos del Aguaje (Mauritia flexuosa)

Fuente: José Luis Calle Maravi (UNALM), Javier Coello Guevara (ITDG) y Paula Castro
Pareja (UNALM) Universidad Nacional Agraria La Molina (2004).

El aceite de Aguje presenta caracteristicas fisicas de densidad, color, fluidez,

olor y brillo propios del fruto de aguaje. Los acidos grasos presentes en el

aceite estan constituidos principalmente por el acido oleico y el palmitico. El

aceite virgen, extraido del mesocarpio de los frutos maduros del aguaje es

muy rico en acido oleico y es equivalente en términos de composicién a los

acidos grasos de los aceites de semilla oleaginosas tradicionales, por tanto

de 6ptima calidad alimenticia y de alto valor nutricional, los acidos latricos y

miristicos estan también presentes en el aguaje, sobre todo en el fruto verde:

resulta preciosos para la industria quimica y farmacéutica. Se puede separar

por destilacién fraccionada. (Da Silva F., 2006).



Cuadro 06. Composicion de Acidos Grasos del Aceite de Aguaje.

12

PORCENTAJE (%)
ACIDOS GRASOS
1 2 3 4
Acidos grasos saturado:
Acido Miristico 0.08 — 0.1 -
Acido Palmitico 16.78 16.3 17.34-19.2| 18.00
Acido Estearico 1.77 13 2.0 0.20
Acidos grasos insaturado:

Acido Palmitoleico 0.32 0.4 - 0.10
Acido Oleico | 74.06 79.2 73.3-78.73| 78.30
Acido Linoleico 1.04 1.4 2.4-393 2.70
Acido Linolénico 1.04 1.3 2.2 0.70

Fuente: Ceriani R'. (2009); Da Silva F2. (2008); Alburquerque, Marcos L3. et. Al (2005);

ONERN* (1977).

Cuadro 07: Caracteristicas Fisico - Quimicas del Aceite de Aguaje

1 2
Analisis i I
Crudo | Refinado | A€Slte Crudo
Humedad (%) 0.06+0.014 | 0.01£0.006 -
Indice de acidez (mg KOH/g.) 5.111+0.109 0.160.0 -
% Acidos grasos libres 2.60+0.055 0.0810.0 3.12 £ 0.01
indice de peréxido (meq.02/Kg.) | 4.8+0.341 0.9410.019 14.2 £ 0.1
indice de saponificacion (%) 191.834£0.152| 192.72+1.664 | 192.88 +19.53
Indice de yodo (wijs) 95.30+£1.499 | 93.25£1.300 | 74.64+£0.9
Mat. Insaponificable (%) 0.5+0.010 0.4510.07 0.510.0
L*=18.34 L*=29.85
Color (Coordenadas CIELAB) A*=5.23 A*=18.66 -
B*=2.17 B*=21.11
indice de refraccion (25 °C) 1.465 1.475 1.4610+ 0.0
Densidad (25 °C) g/mi 0.9121+0.0 | 0.9105+0.0 0.909+£0.0
Punto frio Afirmativo Afirmativo -
Punto Humo (°C) 124.66+1.527 | 187.66+3.785 -

Fuente: Ingunza, G'. (2009), Ceriani R2. (2009).
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1.4. Acidos Grasos

Los acidos grasos representan 90-96% del peso molecular de los triglicéridos.
Los acidos grasos existentes en la naturaleza sustancias puras o como parte
de moléculas mas complejas conocidas como lipidos. Los acidos grasos libres
se componen de un grupo carboxilo y una cadena de hidrocarburo(R), siendo
representado por R—-COOH. (Martin et al., 2006).

Los acidos grasos individuales se distinguen entre si por la naturaleza de la
cadena de hidrocarburo, es decir, numero de carbono y la presencia de
insaturaciones. Esta cadena puede variar en longitud desde 4 a 24 atomos de
carbono y pueden ser saturados, monoinsaturados (un doble enlace) o
poliinsaturadas (dos o mas dobles enlaces). Estos incluyen, por ejemplo,
acido estearico (acido graéo saturado de18 carbonos), acido oléico (acido
graso monoinsaturado de18 carbonos) y los acidos linolénico y linoléico
(ambos acidos que contiene18 carbonos dos y tres enlaces dobles,
respectivamente). Algunos de los acidos grasos insaturados producen efectos
especiales en el organismo vivo y son denominaos acidos grasos esenciales.
Estos acidos grasos no pueden ser sintetizados por el organismo humano y
de esta forma, deben ser obtenidos por la dieta. Existen dos tipos de acidos
grasos esenciales, la serie de los acidos grasos n-6, derivada del acidos cis-
linoléico (C 18:2), y la serie de los n-3, derivada del acido a-linolénico (C18:3).
Las estructuras quimicas de los acidos grasos n-6 y n-3 se presentan en la

Figura 04. (Martin et al., 2006).
: o)

CH /\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH

Acido cis-linoléico (n-6)
0

CHN\/\/\/\/\/\/\/U\OH
Acido a-linolénico (n-3)
Figura 04. Estructuras quimicas de los acidos grasos cis-linoleico y a-

linolenico
Fuente: Martin et al., (2006).

Segin, Rodriguez et al. (2010), el perfil de acidos grasos en frutos
amazénicas, determinados por cromatografia de gases con columna capilar.
Se presenta en la Tabla 10, donde los acidos grasos monoinsaturados en las



14

frutas amazédnicas fue el acido oleico (C18:1), el acido linoléico (C18:2) fue el
principal acido graso poliinsaturado presente, seguido por el acido linoléico
(C18:3). El aguaje (M. flexuosa) tiene alto contenido de acido oleico (75.5 %
de grasa total), en comparaciéon con otras frutas amazénicas, que tenian un
confenido de acido oleico de 45%.

Las propiedades fisico-quimicos del aceite de aguaje se caracterizarén por
medios de perdidas dieléctricas y calorimetria diferencial de barrido
measurements. El andlisis de su espectro de adsorcién infrarroja y la
asignacion de las bandas observadas entre 650 y 4000 cm™ han sido
recientemente reportadas. El espectro es muy similar a la de trioleina, un
triglicérido de acido oleico. Este resultado sugiere que el aceite de aguaje es
un candidato potencial para prevenir el colesterol LDL y su uso para mejorar
biodiesel.

Cuadro 08. Composicién de Acidos Grasos (% Total) de los Aceites de
Pulpas de Cinco Frutas Amazoénicas

Aguaje | Tucuma | Patawa | Inaja Mari

12:0 AN 0.1 ND ND 3.07 ND
HC CH,

140 | A~~~ 0.1 0.1 0.1 760 | ND
OH

15:0 | HE A A~ AAAAN ND ND 030 | ND | ND
OH

16:0 A~ 1875 | 2460 | 13.30 | 20.10 | 20.80
HyC oH

18:1 | " A AL AANA 025 | 010 | 070 | 0.0 | 0.30
OH :

17:0 | M A AAAAANA 005 | 010 | 010 | ND | 0.10
OH

18:0 | Ao~~~ | 135 | 300 | 410 | 350 | 640
HiC OH

181 | o v~~~ | 7550 | 6540 | 7670 | 5240 | 67.60

182 |, ANSANANAL | 215 2.60 390 | 890 | 340
b OH

18:3 | HC == = = 0.10 0.20 0.10 0.20 0.10

20:0 | A A~~~ AAAA~A | 165 | 410 | 060 | 320 | 1.10
HaC OH

220 |~ c/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/u\ou ND 0.10 ND ND ND

Fuente: Rodriguez et al. (2010).
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1.5. Carotenoides

Quimicamente los carotenoides son clasificados en dos clases: carotenoides
hidrocarbonados, colectivamente denominados de carotenos y los
carotenoides que poseen por lo menos una molécula de oxigeno en su
estructura, genéricamente conocidos como xantofilas (Meléndez Martinez,
Vicario y Heredia, 2004).

En la figura 05. Estan representadas las estructuras quimicas de un caroteno
(B-caroteno) y de una xantofila (zeaxantina). Algunos carotenoides son
capaces de ser convertidos en vitamina A y como tal desempefian un
importante papel nutricional. De los mas de 600 carotenoides conocidos cerca
de 50 son precursores de la vitamina A. El B-caroteno es una pro-vitamina A
mas importante, tanto en términos de actividad biolégica, como por su gran

incidencia (Rodriguez- Amaya, 2002).

D T VI S S
3~ caroteno
OH
T T S N N
HO
Zeaxantina

Figura 05. Estructura Quimica de un Caroteno (B-caroteno) y de una Xantofila

(zeaxantina).
Fuente: Packer L. et al. (2005).

La funcion de los carotenoides en los alimentos es la de colorante, siendo
responsables por el color amarilio 0 anaranjado de la mayoria de los aceites
vegetales. La habilidad de los carotenoides de absorber luz en la region visible
y consecuentemente representar color se debe al sistema de dos ligaciones
conjugadas que sirven como cromoforo. Por lo menos siete dobles enlaces
conjugada son necesarias para que un carotenoide presente coloraciéon. Los
principales carotenos encontrados en los aceites vegetales son el B-caroteno,
habituaimente mayoritario, a-caroteno, y-caroteno, licopeno y fitoeno. La
zeaxantina y la luteina son las xantofilas comtinmente presente en los lipidos

vegetales. (Rodriguez- Amaya, 2002).
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Importancia de los Carotenos en la Alimentacion Humana

Los pigmentos carotenoides juegan un papel importante en la prevenciéon de
enfermedades degenerativas como arterioesclerosis, cancer,
envejecimiento, cataratas, degeneracién ocular relacionada con la edad, etc.
El papel protector para las células humanas frente a la radiacién ultravioleta
de diversos antioxidantes como B-caroteno, a-tocoferol y acido ascérbico ha
sido evaluado, llegandose a la conclusién de que el primero es el mas
eficiente, probablemente debido a su localizacion en la membrana celular.
Luteina y zeaxantina, dos de los carotenoides mayoritarios en el suero
humano, se localizan en cantidades apreciables en la retina, protegiéndola
debido a sus propiedades antioxidantes (Carranco Jauregui et al. 2011).

Extraccion y aislamiento de carotenos

Los carotenoides debido a la alta conjugacién de enlaces dobles presentes
en sus moléculas se descomponen por efecto de la luz, la temperatura y el
aire. La luz favorece reacciones fotoquimicas que cambian la estructura
original del carotenoide (por ejemplo isomerismo cis y trans) es un factor a
considerar al momento de realizar su extraccién. El calor también favorece
reacciones térmicas de degradacién. El aire debido al oxigeno favorece la
oxigenacion de los enlaces dobles a funciones epdxido, hidroxilos y
peréxidos, entre otros. (Britton, G., 2004).

Por estas razones la extraccion de carotenoides se debe preferiblemente
realizar en condiciones de ausencia de luz, a temperatura ambiente y en
ausencia de oxigeno (por ejemplo con una atmésfera artificial de nitrégeno).
Ademas se debe realizar lo més rapido posible y a partir de tejidos frescos,
para evitar la degradacién por la accién conjunta de estos factores adversos.

Debido a que los carotenoides en su mayoria son solubles en solventes
apolares como éter etilico, benceno, cloroformo, acetona, acetato de etilo
entre otros y que se deben extraer de tejidos frescos, los cuales presentan
un alto contenido de agua la cual dificulta una extraccién eficiente, es
conveniente eliminar dicho agua. Un procedimiento recomendable es
deshidratar los tejidos con etanol o metanol a ebullicién seguido de filtracion.
El tejido deshidratado se puede entonces extraer con un solvente apolar.
Una alternativa a este proceso de deshidratacién es la liofilizacién, la cual
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resulta ventajosa porque se realiza a baja temperatura y al vacio, eliminando
la posibilidad de degradacién por altas temperaturas y presencia de aire. Si
en el extracto existen carotenoides esterificados, estos se pueden hidrolizar
disolviendo el extracto en un volumen pequefio de KOH 60% alcohdlico. Esta
mezcla se deja en la oscuridad durante la noche, con atmésfera de nitrégeno,
a temperatura ambiente y con agitacibn magnética, con lo cual los
carotenoides son liberados. Si se desea un proceso mas rapido, es
aconsejable la ebullicibn durante 5-10 minutos. (Martinez, A., 2003).

Las mezclas de carotenos, xantofilas y dihidroxiladas pueden separarse
agitando una solucién en éter de petréleo con un volumen de metanol al
90%. Las xantofilas dihidroxiladas quedan en la fase metandlica, las
monohidroxiladas y los carotenos quedan en la fase etérea. Repitiendo este
proceso con la fase etérea se separan en la fase metandlica las xantofilas
monohidroxiladas, y en la fase etérea quedan los carotenos. Las xantofilas
separadas en las fases metandlicas pueden recuperarse extrayéndolas con
éter etilico. (Burns, J., Fraser, P. D., Bramley, P. M., 2003).

Debido a que los extractos de carotenoides generalmente estan
impurificados por otras sustancias como los esteroles, estos se pueden
eliminar dejando el extracto concentrado en soluciéon de éter etilico, tapado
y a -10°C durante la noche. De esta manera los esteroles se precipitan y
pueden ser retirados por centrifugaciéon o filtracién. Una vez obtenido los
extractos de carotenoides, estos se pueden separar y analizar por
cromatografia en capa fina, o en columna. El método mas usado es Ila
cromatografia en capa fina con varias clases de fases estacionarias que
incluyen 6xido de magnesio activado, silica gel, hidroxido de calcio y fosfato

de magnesio entre otros.

Mas recientemente y gracias al avance de los métodos cromatograficos
instrumentales es posible el aislamiento rapido de carotenoides puros. En
este sentido, la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es muy
utilizada, debido a que se puede trabajar a bajas temperaturas, en ausencia
de luz y aire, es muy sensible por los grupos dienos conjugados abundantes
en las estructuras de los pigmentos carotenoides. Aunque se han utilizado
columnas de fase normal, son mas utilizadas las de fase reversa,
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especialmente las de octadecilsilano (columnas C18). (Burns, J., Fraser, P.

D., Bramley, P. M., 2003).

Cuadro 09. Contenidos de Carotenos Presentes en el Aceite de Aguaje.

Sustancia C?:;i:‘a)zd Sustancia c?:;ir:?d
trans-3-caroteno 672+ 10 a-caroteno 6117
13 - cis-f3- caroteno 359 £ 27 Mutachrome 45 £ 1
9-cis-3-caroteno 150 + 18 {-caroteno 393
Phytoflueno 150+ 8 B-zeacaroteno 381
Zeaxantina 98+4 y-caroteno 131
B-10-apo- caroteno 70+3 0- caroteno 1111

Fuente: Albuquerque et al (2005).

Cuadro 10. Comparacién de carotenoides — composicion en baja y alta fase

Carotenoides % En Baja Fase % En Alta Fase
- caroteno 1904.1 £ 10.2 1679+ 0.7
a-caroteno 237125 19.2+0.2
y-caroteno 994125 22102
Apocarotenoides 247+1.8 220+ 2.6
Otros 282.9+10.2 189+ 04
Total (ppm) 2549 1 30 22037
Fuente: Albuquerque, et al., (2005).
3—caroteno 13-cis-B-caroteno
0,060 451,5 4467
1782 0004 \aras
0,050
‘ 0.003:
00401
2 0030 2 o002
0,020 :
0,001
00101 3411
532,9
0,000} 0,000 4o

000 3000 40000 45000 SO0

nm

Figura 06. 3 - Caroteno y 13-cis-B-Caroteno, L. Onda a 450 nm, del Aguaje
Fuente: Dos Santos Lima, Luis (2009).
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1.6. Tocoferoles
La vitamina E es el término general para compuesto de grasas
hidroxicromanol soluble que exhibe actividad biolégica de tocoferol. El término
tocoferol viene del griego pherein (manifestar o poner a la luz) y tokos
(nacimiento), El sufijo ol se afiadié para indicar la naturaleza alcohdlica de la
sustancia El término general vitamina E se utiliza para designar a un grupo de
ocho especies naturales de tocoferoles y tocotrienoles («, 3,7, ). Junto con

las vitaminas A, D y K constituyen el grupo de las vitaminas liposolubles,
caracterizadas por ser derivados del nicleo isoprenoide, solubles en lipidos y
disolventes organicos. Son compuestos esenciales, puesto que el organismo
no puede sintetizarlas, por lo que su aporte se realiza a través de la dieta en
pequenas cantidades. Para una eficiente absorcién por el organismo
requieren de la presencia de acidos grasos, de la bilis, de enzimas lipoliticas

del pancreas y de la mucosa intestinal. (Mahan L. K., 2002).

1.6.1. Estructura Quimica
La vitamina E esta formada por un grupo de 8 vitameros. Su estructura
consta de 2 partes primarias: Un anillo complejo cromano y una larga cadena
lateral, Estos 8 vitAmeros se dividen en 2 grupos fundamentales: 4
tocoferoles y 4 tocotrienoles que se diferencian en la saturacion de la cadena
lateral; los tocoferoles tienen una cadena saturada y los tocotrienoles una
insaturada con 3 dobles enlaces en los carbonos 3, 7 y 11 (Figura a). Dentro
de cada grupo, los vitameros difieren en el nimero y posiciéon de los grupos

metilo en el anillo cromano, designandose comoa, #,y,46 , Fig. b).

Tocotrienoles o — tocoferol B - tocoferol
HO. \ HO, HO,
R
Tocoferoles y - tocoferol 6 — tocoferol
a) b)

Figura 07. a) Estructura quimica de los tocoferoles y tocotrienoles. b)
Estructura Quimica de los tocoferoles.
Fuente: A. Sayago. (2007).
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1.6.2. Actividad

Existen varias teorias acerca de la funcién de la vitamina E en el organismo,
siendo la mas aceptada la vitamina E que actia coordinada con otras
moléculas y enzimas para la defensa de las células (especialmente glébulos
rojos, células musculares y células nerviosas) frente a los efectos nocivos
producidos por los radicales libres, considerandose actualmente un
importante antioxidante que aporta sustanciales beneficios al organismo.
Esta actividad antioxidante radica en su capacidad de protecciéon de las
membranas celulares, accion que realiza impidiendo la oxidaciéon de las
mismas por los radicales libres. Dicha oxidacién llevaria a una degradacién
del organismo, especialmente a la aparicién de enfermedades cardiacas o
posibles canceres. Esta vitamina, junto con las vitamina Ay C, forma el grupo
de las vitaminas antioxidantes (Nufez P.R., 2007).

El mecanismo de accién antioxidante, Consiste en la interrupcion de las
etapas de propagacion y descomposicion del proceso de autoxidacion y en
la reaccién con el oxigeno en el proceso de fotoxidacion.

En la autoxidacion los tocoferoles interrumpen las reacciones en cadena
mediante la donacién de un hidrégeno al radical peréxilo originando un
radical ariloxilo y un hidroperéxido (Reaccién 1). Los radicales ariloxilo
resultantes se estabilizan por deslocalizacién electrénica de la estructura
fendlica, reaccionando facilmente con otros radicales peroxilo para formar
productos estables (Reaccion Il), resultando poco probable que abstraigan
atomos de hidrégeno de moléculas lipidicas intactas. Los multiples productos
de oxidacion de los tocoferoles, que pueden formarse a partir de los radicales
ariloxilo mediante una complicada gama de reacciones, incluyendo
reacciones biomoleculares de radicales ariloxilo para formar dimeros
(Reaccidn lll), constituyen un tema de estudio complejo de gran importancia
debido a que no se conoce claramente su contribucién al efecto antioxidante
(Packer L. et al, 2005).

ROO +AH <= ROOH+A (Reaccioén |)
A + ROO —» ROOA (Reaccion Il)
A+A —> AA (Reaccion il)
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Otros productos de oxidacion

HO,
O
o — tocoferol o - tocoferilquinona
b !
HO l
O on HO
Radical o — tocoferoxilo o — tocoferilhidroquinona

Figura 08. Degradacién del a -tocoferol.
Fuente: Packer L. et al, (2005).

Tocoferoles en Aceites Vegetales

La vitamina E se encuentra principalmente en los aceites vegetales (soja,
maiz, algodén y girasol), granos, plantas y en el tejido adiposo de los
animales. Se localiza principalmente en las hojas y partes verdes de las
plantas, que contienen mas a—tocoferol que las partes amarillas, mientras
que el y-tocoferol se encuentra en bajas concentraciones. También se
encuentran en las algas marrones, verdes y rojas, en algunas levaduras y
hongos, pero no en las bacterias (Nunez P.R., 2007).

La distribucién de los tocoferoles en aceites vegetales es diferente a la de
los tocotrienoles. Durante el procesado (Desodorizacidén) y aimacenamiento
de los aceites y a lo largo de la preparacion de los alimentos, ocurre pérdidas
considerables en el contenido de vitamina E que causan su
desestabilizacion, siendo los procesos de fritura, asado o coccidén a fuego
lento aquellos en los que se producen las mayores pérdidas de esta vitamina,
al existir un mayor contacto con el calor y el oxigeno (Oliveras, 2005),

Los aceites derivados de palma y girasol, presentan un mayor contenido en
tocotrienoles que el resto de los aceites vegetales citados, en los que el
contenido en estos compuestos es practicamente imperceptible o se
encuentra en niveles traza. El aceite de germen de trigo destaca por su
elevado contenido en tocoferoles, principalmente en el isémero a~tocoferol,
lo que lo convierte en un aceite con un elevado poder antioxidante muy
empleado dentro del campo de la cosmética. (Nufiez P.R., 2007).
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En relacién con las propiedades antioxidantes, se ha estudiado la rancidez y

la estabilidad oxidativa de distintos aceites vegetales evaluandose el efecto
de la concentracion de tocoferoles, junto con otros factores, sobre la
estabilidad de los aceites. Por otra parte se ha demostrado que los isbmeros
vy - & tocoferol son mas estables frente al proceso oxidativo, y que los
tocoferoles tienen potencial antioxidante mayor a los tocotrienoles. (O’ Brien.
2004.)

La cromatografia liquida de aita resolucion (HPLC) es una de las técnicas
mas empleadas para la separacion de las diferentes formas del tocoferol,
debido a que no requiere una etapa compleja de preparacion de la muestra,
sino que en la mayoria de los casos basta con una diluciéon de la muestra
con un disolvente compatible con la fase mavil. Entre las variantes que puede
presentar esta técnica, frecuentemente los investigadores optan por HPLC
en fase reversa y fase normal acoplado a detectores dpticos como UV-VIS,
detectores de fluorescencia o bien acoplado a detectores de tipo
electroquimico. (Nufez P.R., 2007).

Cuadro 11. Contenido de Tocoferol en el Aceite de Aguaje (M. flexuosa)

Sustancia Cantidad (mg/Kg)
a — tocoferol 614+ 5
B - tocoferol 68718
y - tocoferol 50+2
y - tocotrienol 12+1
& — tocoferol 136+ 0
& - tocotrienol 18+ 1
Total Tocoferol 1517 £ 13

Fuente: Silva M. Simone; Sampaio A.; Taham T.; Rocco A.; Ceriani R. Meirelles A. (2009).

Usos

En la industria cosmética, los tocoferoles son usados en fluidos
condicionantes para cabellos, shampoos, cremas para peinar y otros
productos; en la industria farmacéutica, son usados en la manufactura de
tabletas vitaminicas y en productos alimenticios que son empleados como
suplemento de vitamina E, mas la principal aplicacién de los tocoferoles es
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como antioxidante en la industria alimenticia (alimento deshidratado, aceites
vegetales, pescados, entre otros). Los tocoferoles son sensibles a la luz,
calor, alcalisis y metales contaminantes; por esta razén ellos son facilmente
oxidados a tocoquinonas, que no posee propiedades antioxidantes (Mahan
L. K., 2002).

1.7. Destilacion

El proceso de destilacién puede ser realizado en forma continua o discontinua
(en lote). En el primer caso, la alimentacién de la muestra a ser separada. Asi
como la remocion de los productos destilados de la columna y hecha de
manera continua. Pasado el estado transitorio en el comienzo de la operacién
de la columna. E! flujo de las dos corrientes de liquido y vapor relacionadas
con el proceso. Asi como las composiciones de estas corrientes permanecen
sin cambios con el tiempo. La destilacién continda es emplea normalmente
cuando grandes cantidades de la mezcla a separar estan disponibles a una
velocidad y composicién bastante uniforme. (Ito Vanessa, 2007).

El proceso en lote requiere considerablemente mas trabajo y atencién que el
proceso continuo. En general es necesario parar, drenar y limpiar la columna
cada vez que una nueva muestra debe ser destilada, puede resultar en un
aumento substancial del tiempo total del proceso.

De este modo la destilaciéon en lote es normalmente utilizada cuando un
producto debe ser fabricado solamente en determinados periodos y donde un
nimero de muestras diferentes deben ser separadas en diferentes periodos
por la misma columna. Como gran ventaja del proceso discontinuo, se destaca
el hecho de que una Unica columna en lote puede separar una muestra de N
componentes en sus componentes puros, en cuanto en un proceso continuo
serian necesarios N-1 columnas para realizar la misma separacion. Una
simple columna puede procesar una grande tira de composiciones de
alimentacioén, un numero variado de componentes y diferentes grados de

dificultades de separacion. (Ilto Vanessa, 2007).

1.7.1. Métodos de Destilacién Utilizados en el Industria de Acido graso
La purificacion de acidos grasos por destilaciéon se ha practicado por mas de
cien afios y sigue siendo el medio mas comuan y mas eficientes para producir
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acidos grasos de alta pureza. La destilacion elimina tanto las impurezas de
punto de ebullicién bajo y alto, asi como sustancias de olor. La destilacién
de acidos grasos puede ser por lotes o un proceso continuo, a presion
atmosférica o bajo presién reducida. Puede ser destilacion simple que
implica la purificacién de acidos grasos mixtos o destilacién fraccionada que
consisten tanto de purificacién y separacién de los acidos grasos de acuerdo
con la longitud de la cadena. (Pramparo M., S. Prizzon y M.A. Martinello,
2005).

Debido a la sensibilidad inherente de los acidos grasos hacia la calor, los
métodos de destilacion empleado debe ser Llevado a cabo en una
temperatura tan baja como practicamente y econémicamente factible
mientras se mantiene el tiempo de residencia mas corto del acido graso en
la unidad de destilacion. Unidades de destilacion modernas de hoy en dia se
basan en alto vacio, calefaccion eficaz, los tiempos de contacto cortos, la
transferencia de masa efectiva entre el vapor y condensado (Lausberg, N.,
2008).

Destilacién Discontinua o Lote

Debido a que muchas sustancias, que se desean separar por destilacion, no
pueden calentarse ni siquiera a temperaturas préximas a sus puntos
normales de ebullicién (presiéon atmosférica), porque se descompondrian
quimicamente, otras sustancias con puntos de ebullicibn muy elevados
demandarian gran cantidad de energia para su destilaciéon a la presion
ordinaria, se emplea el método de destilacion al vacio o a presion reducida.
El cual consiste en reducir la presién de operacién para obtener la ebuilicién
a temperaturas bajas ya que un liquido empieza a hervir cuando su presion
de vapor iguala la presién de operacién.

En la operacién de destilacion discontinua implica la separacion de una
mezcla inicialmente colocado en un recipiente y el fraccionamiento se realiza
hasta una cierta cantidad del producto obtenido. La composicién de la parte
superior varia durante el funcionamiento y un cierto nimero de extracciones
(cortes) de productos. Algunos de estos cortes seran los productos
deseados, otros cortes intermedio estara fuera de especificacion que puede
ser almacenado o reciclado para separaciones futuras, esto es mezclados
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con una nueva carga de proceso y separados. La fraccién del fondo residual
se puede recuperar o no como el producto final. (Pramparo M., 2005).

La columna de destilacién discontinua, estd compuesta de los siguientes

equipamientos.

> Refervedor, envase donde la mescia liquida a ser destilada es colocada
y también donde sera expuesto al calor necesario para la separacion.

» Una columna de rectificacién colocada sobre el refervedor. Esta columna
puede ser de platos o de relleno.

» Acoplado la columna a un condensador, total o parcial.’

» Varios tanques para recibir los productos especificados, bien como los
cortes intermediarios (fuera de especificacion).

Destilacién a Presiéon Reducida o Vacio

Es un proceso de separacion, se opera a presiones y temperaturas
correspondientemente bajas. La destilacién a presién reducida es util en la
separacioén y purificacion, con materiales de alto peso molecular asi como
aquel térmicamente sensible. Las Vitaminas en procesos convencionales se
degradan antes ser separado debido a las altas temperaturas empleadas en
estos procesos. También se puede utilizar en la caracterizacion de
fracciones de aceite pesado, que son de alto peso molecular y alto punto de
ebullicién. (Batistella C.B. y Wolf Maciel M.R. 2008).

En la destilacién convencional, la fase liquida tiene una gran turbulencia que
la difusion de moléculas volatiles a la superficie es rapida en comparacion
con la tasa de evaporacion. Este comportamiento no ocurre en la destilacion
molecular, donde se comportd y el flujo de liquido destilado conveccion
debido a ebullicion practicamente inexistente. La alta viscosidad y pesos

moleculares elevados obstaculizan la difusién, (Ito, Vanessa; 2007).

La destilaciéon a presion reducida, es conocida por ser un método seguro
para separar y purificar los compuestos térmicamente sensibles y sustancias
con baja volatilidad.

Este método se caracteriza por un liquido de exposicién a corto destilacion
a temperaturas elevadas, de alto vacio en el interior de la retorta y una
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distancia pequefia entre el evaporador y el condensador. Durante el proceso
de destilacion a presién reducida, la destilacion de los compuestos
térmicamente sensibles se acompafia de una descomposicion térmica
insignificante. El tiempo de residencia de moléculas pequefias en el
evaporador, el orden segundo, esta garantizada por la distribucién uniforme
del liquido en la forma de una pelicula delgada. (Pramparo M., 2005).

Esterificacion

Varios procesos han sido patentados para la purificacion de los destilados
desodorizados. Entre los métodos presentados se encuentran extraccion
liquida, destilacién, intercambio idnico, saponificacién, esterificacion,
hidrogenacién. Sin embargo sélo los procesos de esterificacion, seguidos de
destilacién de alto vacio, han sido desarrollados en escala comercial para la
concentracién de tocoferoles (Rohr y Truijillo-Quijano, 2002).

La esterificacion permite la reaccion del grupo carboxilo de los acidos grasos
libres contenidos en el destilado desodorizado con la cadena carbonada de
un alcohol inferior. La esterificacién se lleva a cabo para disminuir el punto
de ebullicién de los &cidos grasos. Para que esta reaccion se lleve a cabo se
debe utilizar un catalizador (cominmente un acido mineral, ya que un alcali
puede atacar los tocoferoles). Esta reaccion es reversible y alcanza el
equilibrio cuando alin quedan cantidades apreciables de reactivos, hecho
que ocasiona la necesidad de trabajar con un exceso de alcohol primario
para llevar a cabo la reaccion en una extensién adecuada.

Dicha reaccion se realiza para disminuir el valor de acidez desde 13 a 1%,
con el fin de evitar la formacién de jabén y emulsiones que disminuyen el
rendimiento de la reaccion de transesterificacion. El método mas simple y
mas empleado en la obtencion de ésteres, es la reaccion de un aicohol con
un acido carboxilico, llamada esterificacion de Fisher (ver figura), empleando
un acido Bronsted como catalizador, el mas utilizado es el acido sulfarico
(H2S04). El principal problema es la formacién de desechos altamente
acidos, que generan un serio problema ambiental. (Gunstone F.D., 2007).
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H,C — OCOR’ ROCOR' H,C—OH

I ;e
HC — OCOR” + 3ROH . catalyst ROCOR + HC—0H

, +

H,C — OCOR” ROCOR” H,C— OH

Triglicéridos Alcohol Esteres Glicerol

Figura 09. Transesterificacion de aceites vegetales
Fuente: Gunstone F.D. (2007).

En la industria se utilizan catalizadores para disminuir la temperatura de la
reaccion. Los catalizadores mas usados son los metales alcalinos y sus
derivados, siendo el metéxido de sodio el mas empleado, debido a sus
ventajas de costo, manipulacién y temperatura de reaccioén, que puede ser
reducida al rango de 30-90°C (Garcia D. y Sandoval J.,2008).

1.8. Cromatografia

La cromatografia es un método de separacién de diferentes componentes de
una muestra, este método logra la separacion de los mismos a través del paso
de una muestra por una fase estacionaria con la ayuda de la fase movil, cada
componente de la muestra tiene propiedades particulares que permitira su
interaccion en forma diferente entre la fase estacionaria y mévil, de esta forma
cada componente se retrasa en forma particular y si el caudal, las
caracteristica de la fase estacionaria, mévil y la longitud de la columna son las
adecuadas se lograra la separacién completa de todos los componentes de la
muestra. El objetivo principal de un estudio cromatografia es lograr la
separacion de todos los componentes en una muestra. (Rubinson, 2001).

1.8.1. Tipos de Separaciéon Cromatografia
Hay diferentes tipos de cromatografia, clasificados de acuerdo a la
naturaleza de las fases mdvil y estacionaria, la escala de las operaciones y

modos de operacion.

a. Naturaleza de la Fase Movil y Estacionaria
Hay dos clases principales de cromatografia en funcién de la naturaleza
de las fases mdévil y estacionaria: cromatografia de gases (GC) y
cromatografia liquida (LC). En la cromatografia de gas, la fase movil es
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normalmente un gas. La fase estacionaria puede ser un adsorbente sélido
o liquido distribuido sobre la superficie de la columna. En la cromatografia
liquida, la fase mévil es un liquido y la fase estacionaria consiste en

pequefias particulas que son generalmente porosos. (Abidi, S., 2000).

b. Escala de Operacion

Dependiendo de la escala de operacion, la cromatografia liquida se puede
dividir en escala ultra abajo, analitica, a escala de laboratorio y
cromatografia de proceso. En escala ultra establecen los volimenes que
estan en ug de rango y puede ser utilizado temprano en el desarrollo del
proceso. En la escala de analisis, los volimenes se encuentran en un pg
de rango y el objetivo es identificar los componentes de la muestra. La
escala de laboratorio o cromatografia preparativa se encuentra en Ila
escala, que se utiliza para fines analiticos y de produccién, dependiendo
del proceso. Por ultimo, en la cromatografia de produccién o proceso, los
volimenes se encuentran en el rango de kg el objetivo consiste en
purificar el componente de destino con el fin de fabricar un farmaco. (Abidi,
S., 2000).

1.8.2. Cromatograma
Es la representacion grafica de la sefial en funcién del tiempo una vez que
la muestra es inyectada a un sistema cromatografico. Para obtener este
Cromatograma a la salida de la columna se coloca un sistema de deteccion
y registro, que permite responder a una propiedad de la solucién que
contiene el analito o del propio analito en funcién del tiempo, (figura 10).
(Rubinson, 2001).

2 GR)B

(tp)a

Sefial del detector

‘ tiempo
Figura 10. Cromatégrama de dos componentes indicando el L vyl

Fuente: Rubinson, (2001)
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w Tiempo de Retencion
El tiempo que transcurre después de la inyeccion de la muestra para que
el pico del analito alcance el detector se denomina tiempo de retencién (

%,). (Figura 10)

w Tiempo Muerto

Es el tiempo %, para que la especie no retenida alcance el detector.
(Figura 10.)

1.8.3. Ecuaciones Basicas en Cromatografia

1.8.3.1. Constante de Distribucion
Los equilibrios de distribucion implicados en cromatografia se describen por
ecuaciones simples que suponen la transferencia de un analito entre las
fases estacionaria y mévil. Asi para una especie A.

14maw'l E } Aestacionaria

La constante de este equilibrio se denomina, constante de distribucion y se

define como:

Donde:
K =Es la constante de distribucién
(; = Es la concentracion molar de analito en la fase estacionaria

CM = Es la concentracion molar de analito en la fase mévil.

1.8.3.2. Factor de Capacidad
Es un parametro (k') que se utiliza para describir las velocidades de
migracién de los analitos en las columnas y se interpreta considerando que
mientras mayor sea el valor de este factor menor es la velocidad de
migracién de los solutos en la columna.

K',; = KAVS
Vi




1.8.3.3.
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Donde:
Ka'= Factor de capacidad

K 4 = Es la constante de distribucion
I{g = Es el volumen de |a fase estacionaria

Vs = Es el volumen de la fase movil.

También puede ser descrito en términos experimentales los cuales pueden

ser tomados de un cromatograma:

K', = M
A tM
Donde:

(t2), = Es el tiempo de retencion del componente A

Ly = Es el tempo muerto obtenido para una especie no retenida

Factor de Selectividad

El factor de capacidad a de una columna, como su nombre lo indica, es un
término que define que tan selectiva es una columna para separar dos
picos. Es de hacer notar, que la columna puede ser selectiva a una
separacion, que se identifica por un valor alto de este factor, pero si no se
considera la mejora de los parametros que pueden afectar el ancho de un
pico, aun asi no se lograria la separacién de los mismos. Entohces el factor
de selectividad de una columna para dos especies A y B se define como:

A
K',

Donde:

K p = Es el factor de capacidad del compuesto B, que es el mas retenido

Ka'= Es el factor de capacidad del compuesto A, que es el menos retenido.

Con esta definicién a siempre es mayor que la unidad. En términos tomados
a partir de un cromatograma a se puede calcular como sigue:

(tr)s —tw

) (tR)A 1ty



31

1.8.3.4. Eficiencia de una Columna

Como se dijo anteriormente, si no se toma en cuenta los factores que
afectan el ancho de un pico para la separacion cromatografica no se podria
lograr una buena separacién aun cuando se tenga un factor de selectividad

alto para estos picos en una columna particular.

Es decir que mientras mayor es la capacidad de la columna de producir
picos mas estrechos mayor es su eficiente. La anchura de una banda
aumenta a medida que se mueve a través de la columna, debido a que
cuanto mas tiempo transcurre mayor es la dispersidon que puede tener
lugar. Por ello la anchura de la zona esta relacionada directamente con el
tiempo de residencia en la columna, e inversamente con la velocidad a la
que fluye la fase mévil. Se utilizan dos términos afines con frecuencia como
medida cuantitativa de la eficacia de una columna cromatografica: 1) La
altura equivalente de plato tedrico o H; 2) el nUmero de platos teéricos N.

Los dos estan relacionados por la ecuacion:

Donde:

N = Numero de platos tedricos.

H = Altura equivalente de plato teérico.

L = Es la longitud (Normalmente en centimetros) del relleno de la columna.

La eficacia de la columna cromatografica aumenta cuando mayor es el
numero de platos, y cuando menor es la altura de plato. La evaluacién
experimental de H y N se puede realizar a partir de las siguientes
ecuaciones:

LW?

16(12)

Donde:

L = Es lalongitud de la columna

W = Es el ancho del pico a considerar
Tr = Es su tiempo de retencion.

¢ 2
N=16(—"1~)
7|
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Para tener una mejor idea de como afectan las diferentes variables
cromatograficas el ancho de un pico que a su vez, se traduce en la
modificacién de la eficacia de una columna, VAN DEEMTER presento la
siguiente ecuacion:

H=A+§—+Cu
u

En esta ecuacién se evaluan varios términos que pueden contribuir al
ensanchamiento de una banda los cuales se pueden interpretar como
sigue: EI termino A, igual a 2Adp y Atribuido a la difusién en remolino,
representa el efecto de trayecto mdltiple de la fase maévil a través de una
columna empacada. |

Donde:
A = Incorpora la densidad del empaque
dp = Promedio del diametro de particula

Para las columnas capilares sin relleno este término es cero. La difusiéon
longitudinal (B/u), es una causa del ensanchamiento de banda por las que
los analitos difunden desde la zona mas concentrada del centro de la banda
hacia las regiones mas diluidas por delante y por detras del centro de la
banda, es decir, en el mismo sentido y en el sentido opuesto a la direccion
del flujo. El termino B es igual a 2yDwm, Expresa la tortuosidad de los
canales en la columna empacada y el coeficiente de difusion molecular del
soluto en la fase movil. El termino C, esta dado por:

()5

Refleja la resistencia a la trasferencia de masa entre la fase mévil y la

estacionaria.

Donde:

k =Es el factor de capacidad

dr = Es el espesor de la pelicula de la fase estacionaria

De = Es el coeficiente de difusidn del soluto en la fase estacionaria.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales

2.1.1. Material Biolégico:
En el presente estudio se utiliz6 como materia prima los frutos de Aguaje
(Mauritia flexuosa), del morfotipo “shambo”, procedentes de la provincia
Tambopata, distrito las Piedras, del centro poblado San Francisco de Asis a
30 Km de la carretera Puerto Maldonado — Iberia.

2.1.2. Materiales de Acondicionamiento del Fruto
% 01 Balanza tipo Reloj marca “‘ROMA” (Cap. Max. 10 kg.)
% 01 cocina
% 2 Cuchillos de acero Inox.
% 3 Baldes plasticos de 20 L
% 3 Ollas
% Coladores

2.1.3. Materiales de Laboratorio
% Algodén
% Bal6n 1000 mL
% Bureta de 25 mL
% Columna cromatografia: Pirex (15mm de diametro y 450mm de longitud)
% TLC silica gel 60 Fasa. MERCK, U.S.A.
% Cuba para TLC
% Embudo Buhner
% Espatula
% Fiolas de 10, 100, 500, 1000 mL
% Frascos ambarde 5 mL, 10 mL
% Frascos herméticos de 1000 mL
% Luna de reloj )
% Matraces Erlenmeyer 50, 125, 250, 500 mL
% Matraz kitazato de 1000 mL
% Micro-pipetas de: 50 - 100uL., 100-200uL
% Papel filtro Whatman N° 4
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LN Peras decantadoras

% Pinzas
% Pipetas de 5y 10 mL

% Puntas plasticas para micropipetas

% Termémetro de mercurio y digital

% Tubos de centrifuga de 10 mL

% Vasos precipitados Pyrex de 20, 50, 100 y 250mL

2.1.4. Equipos

% Agitador magnético: Marca Cimarec, S131125-Brasil, Rango de agitacién:
(30 a 120 rpm). v

% Agitador de tubos (Vortex), rango de 50 — 60 CY.

% Balanza digital: Marca: Mettler Toledo, MT-SICS.

% Balanza analitica: Serie HR - 200, Cap. 210000 x 0.1 mg

% Bomba de vacio :Modelo RV3, (1 Hp)

% Bario termorregulador con temperatura de trabajo hasta 100°C

% Campana extractora E L.

% Centrifuga: Marca Hettich, rango de 1800 — 4200 r.p.m.

% Cronometro digital

% Cromatografia Liquido HPLC-DAD Agilent 1200, fase reversa, con
detector UV.

% Cromatografia de gases Agilent 6890N, acoplado con un espectrometro
de masas 5075B.

% Estufa eléctrica: Marca Thomos, ODHG-905A-Brasil, T°:0-200°C.

% Prensa hidraulica: Marca APEX (Presién max. 20tn, Capacidad: 500g.)

% Equipo de destilacién, B/R Instrument corporation D1160 ASTM, acoplado

con una bomba de vacio marca Edwards.

2.1.5. Reactivos:
% Eter de etilico
% Etanol grado analitico, P.A. SIGMA-ALDRICH, U.S.A.
% Estandar de referencia: (+) a—Tocoferol 2 96% (HPLC), SIGMA-ALDRICH,
USA
% Estandar de referencia B—~Caroteno 2 96% (HPLC), SIGMA-ALDRICH,
U.S.A




% Fenolftaleina al 1%

% Hexano grado analitico Q.P., Marca SIGMA-ALDRICH, U.S.A.

% Hidroxido de sodio 80%

% Metanol grado analitico, P.A., Marca SIGMA-ALDRICH, U.S.A.
% Silica gel 60 (0.063-0.200mm), para columna cromatografia, MERCK

KGA. US.A.

% Isopropanol Q.P., MERCK, Alemania.

2.2. Método

2.2.1. Métodos para Analisis Fisico - Quimico del Aceite de aguaje
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Para los analisis fisico quimicos del aceite crudo de aguaje (Mauritia

flexuosa) del morfotipo shambo, fue realizado en el laboratorio de Analisis

Quimico de la Facultad de Ciencias Quimicas, Fisicas y Matematicas de la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco — UNSAAC. Los analisis
y sus normas se Muestran en el cuadro 12.

Cuadro 12. Analisis Fisico Quimico del aceite de Aguaje del morfotipo
shambo y sus respectivas normas.

ANALISIS NORMA
Acidez - Método AOAC — 1998, 940.28
Densidad Método AOAC — 1998, 920.212
Humedad Método AOAC — 1990, 695.12

fndice de Peroxidos

Método AOAC - 1998, 965.33

indice de Refraccion

' Método AOAC — 1998, 921.08

indice de Yodo

Método AOAC —~ 1998, 993.20

Materia Insaponificable,

. Método AOAC — 1998, 920.160

Punto de Congelacion

Winton A. Alimentos

Punto de Ebulliciéon - ASTM D-86
Punto Frio NTP ltintec 209.009
Punto Humo . ASTM D-1322

Cuantificacion de los Acidos
Grasos Libres por cromatografia
de gas (CG).

AOCS - Método Oficial 1-62
(Firestone,1998),

Cuantificacion de Carotenoy
Tocoferol por HPLC — DAD

Fuente: Laboratorio de Analisis Quimico de la UNSAAC, (2015).
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2.2.2. Metodologia
AGUAJE
(Mauntla ﬂexuosa)
S ) ;4f5 Kg 7
v (100%)
SELECCION Y ; 0.8 Kg.
CLASIFICACION t > (652%)

Desinfeccion:

10-15ppm
6= 15 min
T=70 °C
0= 60 min

13.7 Kg. (94.48%)

v
y
PULPEADO 1——-—> Semilla +Cascara
T 8.82 Kg. (60.83%)

4.88 Kg. (33.65%)
T=60°C
Vaire= 5mis
t=8h
Humedad: 12% ____, PRENSADO ___]——» Torta
p= gicm e - e 1.75 Kg. (12.07%)

0. 455Kg (3.14%)

A 4

ACEITE CRUDO

Figura 11. Diagrama de Bloques para la Extraccion del Aceite de Aguaje
(Mauritia flexuosa).

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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2.2.2.1. Descripcion del Proceso de Extraccion del Aceite de Aguaje

= Seleccidn y clasificacion: Los frutos fueron recolectados y traslados
hasta el Laboratorio de Procesos Agroindustriales de la UNAMAD, se
procedieron a seleccionar y clasificar para su posterior proceso.

Figura 12. Seleccion y clasificacion de los frutos de M. flexuosa.
Fuente: Elaboracién Propia, (2015).

w Pesado: Los frutos de aguaje se pesaron en una balanza de plataforma
para conocer la cantidad inicial de materia prima con la que se inicia el

proceso.

= Lavado y desinfeccioén: Los frutos una vez pesados se lavaron con
agua potable para eliminar la tierra luego fueron desinfectados con
hipoclorito de sodio a 15 ppm durante 15 minutos después fueron
enjuagados para eliminar todo residuo de hipoclorito de sodio.

w Acondicionamiento: Una vez lavados y desinfectados los frutos estos
se procedieron a acondicionar bajo una inmersién en agua a 70°C / 15
min, con la finalidad de producir un ablandamiento en la textura del
fruto. Se llegd a este parametro tras pruebas preliminares.

w.  Pulpeado: Los frutos fueron pulpeados de manera manual separando

la semilla y cascara de la pulpa.

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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w Pesado: Se peso la cantidad de pulpa luego de finalizar el pulpeado.

w Deshidratado: La fraccién de pulpa se sometié a un deshidratado, esto
se realizé en una estufa eléctrica a una temperatura de 60°C/ 8h y una
velocidad de aire de 5 m/s hasta conseguir humedad de 12%.

Figura 14. Pulpa de Aguje Figura 15. Pulpa de Aguaje

Hamedo Seco
Fuente: Elaboracién Propia, (2015). Fuente: Elaboracién Propia, (2015).

= Molienda: Se realizé esta operacion de manera manual con el fin de
reducir el tamafio de la particula y facilitar la salida del aceite durante

el prensado.

w Prensado: Esta operacion se realiz6 utilizando una prensa mecanica
con capacidad de 500 gramos, Para cada ensayo de extraccién se
empleé 450 gramos de muestra por triplicado, se trabaj6 a una presion
de 400 Kg/cm? a humedad de 12% a temperatura de 60°C el aceite

extraido se recogié en una probeta graduada con el fin de controlar el
rendimiento del aceite.

Figura 16. Modulo de prensado en frio con Cap. 500 g y Carga 20 TN.
Fuente: Laboratorio de Procesos Agroindustriales UNAMAD, (2015).

]
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0.455Kg. EEE—— ACEITE CRUDO —-]
Aceite =0.455Kg. v
.
NaOH=0004Ke. | ESTERIFICADO |
Metanol = 0.093 Kg.
0.552 Kg. (100%)
‘ Y
Papelovb\llr;atman —] FILTRADO — Glicerina
| i 0.165 Kg. (30%)
4000 RPM ‘*
t = 15 min —_— CENTRIFUGADO —-—-> 0.016 Kg. (3%)
0.370 Kg. (67%)
Y
P=2-7mBar 1
T= 175 -290°C 1 DESTILACION
t=2h | DISCONTINUA A VACIO
~ K
Acidos grasos libres: Producto fondo: |
Acido oleico (C1gH3402) | B-Caroteno
Acido palmitico (C16H3202) | a-Tocoferol
Y
1
|  SEPARACION POR
| CROMATOGRAFIA EN
! COLUMNA

Figura 17. Diagrama de bloques del proceso de fraccionamiento del Aceite de
Aguaje (Mauritia flexuosa).

Fuente: Elaboracién Propia, (2015).
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2.2.2.2. Descripcion del Proceso de Fraccionamiento del Aceite de Aguaje
(Mauritia flexuosa)

w Esterificado: Se realizé la esterificacion por catalisis basica
homogénea. El cual se utilizé el metanol y como catalizador el hidréxido
de sodio (NaOH). Una vez preparada la solucion es sometida a
agitacién magnética por 15 min. La mezcla resultante de la reaccién da
formacion del metéxido de sodio en metanol, se agrega la muestra de
aceite a la solucion, con agitaciéon constante por 15 min. Esto fue
realizado a presion atmosférica y temperatura de 35°C, la mezcla es
trasvasada a una pera de decantacién para facilitar la separacioén del

aceite esterificado de la borra (glicerina).

Figura 18. Proceso de Esterificado del Aceite de Aguje (M. flexuosa).
Fuente: Laboratorio de Procesos Agroindustriales UNAMAD, (2015).

. Filtrado: Se efectué la filtracién al vacio con el fin de eliminar restos de

borra que quedé suspendida en el aceite.

Figura 19: Filtrado del Aceite de Aguaje Esterificado
Fuente: Laboratorio de Procesos Agroindustriales UNAMAD, (2015).

= Centrifugado: Se efectu6 una centrifugacion a 4000 RPM por 15
minutos.
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Fuente: Laboratorio de Procesos Agroindustriales UNAMAD, (2015).

Destilacién Discontinua a Vacio

La destilacién a vacio se llevé a cabo en un equipo D1160 ASTM
operado manualmente con Dimensiones 91.5cm X 94cmX 53cm (Alto
x Ancho x Largo) y Potencia (solo unidad de destilacion), 10 Amperios
220 VAC. Consta de una pelicula descendente, superficie de
evaporacion, superficie de condensacion. El destilador esta equipado
con un Frasco de ebullicion, manto de calefaccion, columna de
destilaciéon segun las especificaciones de la ASTM, receptor/medicién
de volumen, bafio de circulaciébn programable, operacién de vacio
accionamiento manual de la valvula de control (rango opcional de 760-
100 mmHg (MKS), y 1 - 0,1 mmHg (MKS), consta de una valvula de
control (MKS) y bomba de Vacio (Edwards), trampa fria (enfriamiento
por hielo seco) y control digital de temperatura. El esquema de este
equipo se muestra en la figura.

o -

T E
e Eq I

Figura 21. Esquema del Equipamiento de Destilacién a Vacio
Fuente: Laboratorio de Ingenieria Quimica UNSAAC- CUSCO, (2015).




42

El desarrollo experimental se ha basado fundamentaimente en la
determinacién de variables optimas, como la presiéon a vacio,
temperatura del hervidor y tiempo de destilado. Por tratarse de

parametros que poseen mayor influencia en la separacion.

Se trabajé con 100 mL de aceite esterificado el cual fue sometido al
moédulo de destilacién a vacio, la temperatura de alimentaciéon fue
constante (70°C). Para determinar la presién optima, se efectuaron
pruebas a diferentes presiones de trabajo (7, 6, 4.5, 3 y 2) mBar, a
presiones de 6 y 7 no llegaron a destilar. Cuando inicia la ebullicién de
la muestra, se toma el tiempo de operacién y se colecta el destilado por
cada experimento. Mediante el analisis del residuo (rico en tocoferol) y
el destilado rico (acido grasos) se obtuvo la presién 6ptima de trabajo.
Obteniendo el destilado este fue sometido a ahélisis de cromatografia
de gas (CG), para determinar la concentracion de acidos grasos libres
presentes. '

Figura 22. Médulo de Destilacion Discontinua a Vacio
Fuente: Laboratorio de Ingenieria Quimica UNSAAC- CUSCO, (2015).

]

Figura 23. Destilado Figura 24. Producto fondo
Fuente: Laboratorio de Ingenieria Quimica UNSAAC- CUSCO, (2015).
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e Anadlisis por Cromatografia de Gases (CG)
Para el andlisis de cromatografia de acidos grasos se utilizé un
cromatografo a gases marca Agilent, modelo 6890N, equipado a un
espectrometro de masas Agilent 5975B. Los compuestos fueron
separados en columna DB - 23, de 60m, con diametro interno de
0.250 mm y espesor de la pelicula 0.15um. '

La programacion de la temperatura del horno fue de 50°C, la
temperatura de la columna fue calentada a 5°C/min hasta 230°C y
mantenida en isoterma durante 35 minutos. La temperatura inicial
utilizada en el inyector fue de 225°C. El gas de arrastre fue Helio con
velocidad de 0.8mi/min Las muestras fueron inyectadas en volumen
de 0.2uL,

Los acidos grasos fueron identificados por la comparacién de los
tiempos de retencion y la cuantificacion hecha por normalizacién de
area (%). la identificacion se basé en la comparacion de las sefiales
de espectro de masas de cada componente con los datos
compilados en la libreria FAME23 y NISTO11 a.L. (Wiley).

w Cromatografia Preparativa en Columna

La cromatografia preparativa en columna se llevé a cabo en una
columna (1.5 cm de didametro, 45 cm de largo) enchaquetada, con 10g
de silica gel (Tamafio de particula 0.063 — 0.200 mm).

Una bola de lana de algodén se introduce en la parte inferior de la
columna se humedece con 5 mL de hexano, la silica gel se vierte en la
columna y con hexano se limpia los bordes de la columna quedando la
silica gel en suspensién. A continuacién se introduce una bola de lana
de algodoén el hexano se drena hasta el nivel de la lana de algodén en
la parte superior.

La temperatura de la columna fue de 20°C y 40°C, para mantener la
temperatura a 40°C se usé agua en circulaciéon a partir de un bafio
maria equipado con una bomba (thermomix ME, B. Braun Biotec Corp.,
Melsungen, Alemania). Se trabajé con 2.5 mL de aceite obtenido
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después de la destilacion (producto fondo) se introdujo en la columna
hasta drenar debajo del nivel del algodén. Se utiliz6 como fase mévil
hexano: éter etilico (80:20 v/v), se procedieron a recoger las fracciones
con un caudal de 2 mL/min.

Figura 25. Cromatografia Figura 26. Cromatografia

preparativa en columna a 20°C. preparativa en columna a 40°C.

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia — UNSAAC,
(2015).

Figura 27. Fracciones Figura 28. Cromatografia en
recolectadas de la cromatografia capa fina (TLC).

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia — UNSAAC,
(2015).

De la separacién por cromatografia preparativa en columna de 20 y
40°C, se obtuvieron 15 fracciones respectivamente de los cuales se
llevaron a cromatografia en capa fina (TLC), tamafio de placa 7x3cm,
utilizando como fase mévil Hexano - Eter etilico (8:2 v/v), primero se
aplicé los estandares de a-tocoferol y B-caroteno, para identificar la
presencia de dichos compuestos en cada fraccion mediante el
revelador DPPH (antioxidante), del cual se seleccionaron 3 fracciones
de las temperaturas de 20 y 40°C para cada una de las fracciones, para
su posterior analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
Realizados en Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y
Farmacia — UNSAAC, (2015).
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e Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

Los tocoferoles y carotenoides fueron separados y cuantificados por
cromatografia liquida de alta eficiencia.

Para analisis cromatografico se utilizé un cromatografo de alta
eficiencia HPLC—-DAD Agilent 1200. Equipado con detector de UV.
Los compuestos fueron separados en columna zorbax eclipse
XDB.C18 4.6 x250mm, 5um y una pre-columna zorbax eclipse XDB-
C18 4.6dx125 mm x 5 um. la separacion cromatografica fue
realizada por elucién isocratica de fase mdvil constituida de n-
propanol con flujo de 0.5 mL/min. Las condiciones del detector
fueron longitudes de onda de 280nm para a-tocoferol y 450nm para

B-caroteno.

El a-tocoferol y el B-caroteno fueron identificados por comparacion
como el tiempo de retencion de los patrones puros analizados en las
mimas condiciones de las muestras. La cuantificacion de cada
isdmero fue realizada estandarizacién externa con base en las areas
de los picos, utilizando patrones de a- tocoferol y B-caroteno. Con
grado de pureza de 96%. Para el andlisis de carotenos todo el
procedimiento fue realizado en el menor tiempo posible, evitando al
maximo la exposicion al oxigeno, luz y temperatura elevada seguida
de las recomendaciones de Rodriguez- Amaya (1999), para evitar la
degradacion de los carotenoides durante los analisis.

Figura 29. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC —-DAD)

Fuente: Laboratorio de cromatografia de ciencias quimicas y farmacia - UNSAAC,
(2015).
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CAPITULOIIll
RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Caracterizacién Fisico — Quimico del Aceite de Aguaje (M. flexuosa)
En el cuadro 13, se muestran los resultados de los anélisis Fisico-Quimico del

Aceite crudo de Aguaje (Mauritia flexuosa) del morfotipo shambo, donde el
resultado de la media aritmética corresponde a tres replicas.

Cuadro 13. Analisis Fisico-Quimico del Aceite Crudo de Aguaje

Analisis Resultados
Humedad (%) : 0.11+£0.01
Densidad (g/ml) 25°C 0.907 £ 0.002
indice de Refraccion (25°C) | 1.47735 + 0.00015
Punto de Ebullicién (°C) 355.0
Punto de Congelacion (°C) ; -4.0
Punto Humo (°C) 381.5+0.5
indice de Yodo (g I/100g aceite) ' 67.975 £ 0.025
Indice de Saponificacién (%) 1962+ 0.2
Indice de Peréxido (meqO2/Kg) 1.07 £0.19
Acidez (%) Ac, Oleico | 2.31%0.025
Materia Insaponificable (%) 1.055 + 0.045

Fuente: Laboratorio de Analisis Quimico de la UNSAAC, (2015).

El porcentaje de acidos grasos libres reporta valores de 2.31 £ 0.025%
expresados en acido oleico por tratarse del acido relevante en el aceite de
aguaje. Lo cual es similar a los resultados obtenidos por Ingunza G. (2009),
que indica 2.60 £ 0.055% de acidez (Ac. Oleico).

Segun Ceriani R. (2009), menciona en su reporte de analisis fisico quimico
del aceite de aguaje, indice de yodo (74,64g/100g de aceite), el indice de
refraccion (1,4610) y el indice de saponificacion (192,88 mg de KOH/g de
aceite), los cuales indican que los resultados obtenidos son similares a su
reporte. Asi también estos estan dentro del rango que el de aceite de oliva
O’'Brien RD (2004).
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El indice de perdxido, reportado es 1.07 + 0.19 meqO2/Kg, valor muy bajo en
comparacién con los resultados obtenidos por Ingunza G. (2009), que indica
un valor de 4.61 meqO2/Kg, a pesar de ser un aceite crudo de elevada
instauracién los valores reportados se encuentran por debajo de los
considerados como requisito de calidad segun la norma de Codex Alimentario
Codex Stan 19-1992.

Los peré6xidos son los primeros y menos estables productos de oxidacion y se
descomponen faciimente a los productos secundarios mas estables. Por lo
tanto, peréxidos estan presentes en los aceites en la etapa inicial de oxidacion.
(verleyen T., 2005).

Destilacién

En el cuadro 14, se presenta las condiciones de operacién del proceso de
destilacién a vacio, considerando como factor importante la presion (mBar),
temperatura del hervidor (°C) y tiempo(min) para lograr la separacién de los

componentes como los acidos grasos, $-caroteno y a-tocoferol.

Cuadro 14. Condiciones de Operacién del proceso de Destilacién a Vacio.

Temperatura Cantidad e
Caracteristicas
P. t. (°C) (mL)
(mBar) | (min) ' ‘ f ]
Her.  Dest. Dest. = PF Producto Fondo Destilado
Color rojo oscuro Liquido oleoso
2 40 172 34 32 68 caracteristico al q
. Incoloro
aceite crudo
Color rojo oscuro - Liquido oleoso
25 45 196 . 34 27 72 . caracteristcoal = O
) Incoloro
aceite crudo
3 50 220 | 345 20. 80 Color amarillo rojizo, LIQl:IIdO oleoso
olor a quemado incoloro
4 53 240 35 17 gy | Color marrén claro,  Liquido oleoso
olor a quemado Incoloro
45 55 260 35 15 85 Color marron claro, | Liquido oleoso
olor a quemado incoloro
6 50 - 280 = 35 - - - ; ND
7 40 290 ND - - - ND

P.(Presién a vacio), t(tiempo), ND(no destilo), Her.(Hervidor), Dest.(Destilado), PF(Producto fondo)
Fuente: Elaboracién Propia (2015).
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El desarrollo experimental se ha basado fundamentalmente en determinar las
condiciones O6ptimas del proceso de destilacion discontinua a vacio,
determinando asi los parametros que poseen mas influencia en la separacion
de acidos grasos libres (AGL).

Se realizaron pruebas de destilacion a vacio con muestra de aceite
esterificado, para disminuir el punto de ebullicion de los &acidos graso,
(Pramparo M., 2005).

A distintas presiones, temperaturas y tiempos de destilado, donde se puede
mencionar a presion (2mBar), temperatura del hervidor (172°C), temperatura
de condensacion (34°C) y periodo de destilaciéon 40 min, se logra separar los
acidos grasos libres de caracteristica liquido oleoso incoloro, (ver fig. 30), Esto
se debe a que a esa temperatura se produce una mayor transferencia de calor,
ocasionando una mayor evaporacion de sustancia de alto punto de ebullicion.
La cantidad de acidos grasos libres que se evapora ocasiona un aumento en
la concentracion de tocoferoles en el residuo, lo cual es deseable para obtener
un producto de mayor pureza final, (Pramparo M. 2005). Determinando asi
estas condiciones éptimas de separacion, mediante el analisis del residuo
(rico en tocoferoles) y el destilado (rico en acidos grasos).

Producto fondo
°T Hervidor: 172°C

: [ 1 Tocoferoles y
| carotenos
f‘ Destilacion 9 |
. g (P=2mbar)
. Destilado

[ 1Acidos grasos

Figura 30. Fraccionamiento de Destilaciéon a Presién Reducida
Fuente: Elaboracién Propia, (2015).

Segun Pramparo M., Prizzon S., Martinello M.A. (2005), Menciona que la
temperatura optima de destilacién molecular es 170 °C a presién de 102 mBar
y que a temperaturas mayores de 190°C se observa cambios en el producto
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debido al deterioro de algunos componentes en el aceite de soya, Lo que
indica que la temperatura del hervidor de 172°C a presion de 2 mBar, esta

dentro de las condiciones 6ptimas de separacién de acidos grasos.

En la figura 31, Se aprecia las imagenes correspondientes a los Productos
Fondos (residuos) obtenidos de la destilacibn a diferentes presiones,
temperatura y tiempo. A presiones de 3 y 4.5 mBar y altas temperaturas de
220°C y 260°C respectivamente se logra destilar los compuestos mas volatiles
pero en el Producto Fondo se observa que presenta cambios fisicos y
quimicos, lo cual muestra degradacion los carotenoides y tocoferoles no
logrando a estas condiciones una buena separacién. En cuanto a presiones
de 6 y 7 mBar a temperaturas de 280°C y 290°C, no se logra destilar los
compuestos volatiles ya que tiende a quemarse la muestra, produciendo asi

la desnaturalizacién de sus compuestos.

Obteniendo el destilado a condiciones 6ptimas, este fue analizado por
cromatografia de gases (GC) Agilent 6890N, acoplado a un espectrémetro de
masas (MS), columna de DB-23, 60m x I.D 0.250 x 0.15 ym film., flujo 0.8
mi/min y volumen de inyeccion 0.2 yL. como se puede observar en el cuadro
28, los resultados del contenido de acidos grasos en el destilado.

PF- 1
°T Hervidor: 172°C
°T Destilado: 34°C

- P: 2 mBar
— - m@% « PF -2
T — 7 UYWL °T Hervidor: 220°C
Iy '+ < & | °TDestilado: 34.5°C
i 74 | Destilacion | J P: 3 mBar
b 1 avacio | ’ N
“ i s | ’ | PF‘3
s 1 ]
& | ;

°T Hervidor: 260°C
°T Destilado: 35°C
P: 4.5 mBar

PF -4

°T Hervidor: 280°C
°T Destilado: 35°C
P: 6 mBar

Figura 31. Resultados de productos fondos de la destilacién a presién reducida

Fuente: Elaboracion Propia (2015).
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Segun Batistella C.B. y Wolf Maciel M.R. (2008). Menciona en su reporte que
una presion de 9.10° torr y un flujo de alimentacién de 1125g/h. trabajo con
rangos de temperaturas de 150°C, 160°C y 170°C en el proceso de destilaciéon
molecular, donde a 170°C obtuvo una mayor concentracién de carotenoides
(19500 ppm) y tocoferoles en aceite de palma. Que a altas temperaturas el
porcentaje de descomposiciéon es mayor. Segin nuestros resultados podemos
constatar que la temperatura del hervidor 172°C, presion de 2mBar,
temperatura de destilado 34°C son los parametros 6ptimos de separacion de

los compuestos de acidos grasos en el destilado como tocoferoles y

carotenoides en el producto fondo.

Figura 32. Cantidad de Destilado y Producto de Fondos como funcién de la

variacion de la Presion (mBar) y temperatura del hervidor (°C).
Fuente: Elaboracién Propia, (2015).

De las superficies respuesta y de contorno, podemos indicar que a presiones
bajas (2, 2.5, 3 mBar) y temperatura del hervidor (172, 196 y 220°C) menores
de su punto de ebullicion de los acidos grasos, se obtiene 32% de destilados y
68% de productos fondos. A presiones altas (4, 4.5, 6 Y 7 mBar) y temperaturas
mayores a 240°C, se degradan los metabolitos presentes en el producto fondo
del destilado. Figura 32, se observa la superficie respuesta a las condiciones
6ptimas segun el modelo matematico de la Ec. 3.2 y 3.3.

Los estadisticos del modelo establecidos en el Cuadro 15, indican que el
modelo matematico de primer orden incluyendo la interaccién de la presién de
operacién (X,) y temperatura del hervidor (X,) ajusta adecuadamente, siendo
el coeficiente de determinacion de ajuste 98.2 %, que nos indica que el 1.8 %
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de los datos se alejan de la superficie del modelo, con un error estandar de 2.46
%. Asi mismo, los coeficientes del modelo se indican en el cuadro 16, donde el
coeficiente independiente tiene un valor de 85.9539 mL, los coeficientes

b =10.922mL/mBar, b,=-04193mL/°C Yy by =-0.0097mL/(mBar °C).

Para cada uno de estos coeficientes el test—t, nos indica que representan con
minimo error. El modelo matematico se presenta en la ecuacién (3.2).

Z=b,+b*X +b,*X,+b*X,* X, (3.1)

Donde:
Z , Cantidad de destilado obtenido, en mL.

X, Presion de operacién, (mBar)
X, , Temperatura en el hervidor, (°C)

by,b,b, y b, Coeficientes del modelo

z=85.9539+10.9223% X, - 0.4193* X, - 0.0097* X, * X, (3.2)

Cuadro 15. Coeficiente de Determinacién del Modelo Ajustado para el

Destilado
Desviacion 2 coef"."entf de Estimacion de
i R determinacion de .
estandar . estandar de error
ajuste
0.9977 0.9953 0.9812 0.9754

Fuente: Elaboracién Propia (2015).

Cuadro 16. Coeficiente de Modelo Ajustado para el Destilado

Coeficiente esfa’:::irar T P
bo 85.9539 15.3655 5.5940 0.1126
bi 10.9223 25.6960 0.4251 0.7441
bz -0.4193 0.1328 -3.1565 0.1953
b3 -0.0097 0.0670 -0.1449 0.9084

F(Test de Fisher), P(Valor de Probabilidad)

Fuente: Elaboracién Propia (2015).

El estadistico ANOVA, presentado en el Cuadro 17. Un valor de F-value de
70.7156 implica que el modelo matematico ajustado es significativo. Para un
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nivel de significancia del 95 % (0.050), los términos del modelo son
significativos, corroborados con el valor de P= 0.0871, para la regresion en el
cuadro 18.

Cuadro 17. Analisis de varianza (ANOVA) del contenido de destilado en

aceite de Aguaje para el modelo de superficie respuesta.

Fuente Grados de Suma de Media de
libertad cuadrados cuadrados
Regresién 4 2666.0485 666.5121
Residual 1 0.9515 0.9515
Total 5 2667.0000 533.4000

Fuente: Elaboracién Propia (2015).

Cuadro 18. Corregido para la media de las observaciones - Destilado

Grados | o hade |Mediade
de cuadrados | cuadrados F P
libertad
Regresion 3 201.8485 67.2828 | 70.7156 | 0.0871
Residual 1 0.9515 0.9515
Total 4 202.8000 50.7000

F(Test de Fisher), P(Valor de Probabilidad)
Fuente: Elaboracién Propia (2015).

Los estadisticos del modelo establecidos en el Cuadro 19, indican que el
modelo matematico de primer orden incluyendo la interaccion de la presion de
operacion (X,) y temperatura del hervidor (X,)ajusta adecuadamente, siendo
el coeficiente de determinacion de ajuste 97.6 %, que nos indica que el 2.4 %
de los datos se alejan de la superficie del modelo, con un error estandar de
2.52%. Asi mismo, los coeficientes del modelo se indican en el cuadro 20,
donde el coeficiente independiente tiene un valor de 28.6420 mL, los
y by, = -37.8398mL/mBar, b, = 0.5015mL/°C Yy bz=
0.0825 mL/(mBar°C). Para cada uno de estos coeficientes el test-t, nos indica

coeficientes,

que representan con minimo error. El modelo matematico se presenta en la

ecuacion:

z=28.652-37.8398*X,+0.5015*X,~0.0825*X,*X, (3.3)
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Cuadro 19. Coeficiente de Determinacion del Modelo Ajustado

Estimacion de
estandar de error

0.9748

Desviacion
estandar
0.9969 0.9939

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

R? R2 pgj

0.9755

Cuadro 20. Coeficiente de Modelo Ajustado para el producto fondo

. Error
Coeficiente Estandar T P
bo 28.6420 17.5605 1.6310 0.3501
b; -37.8398 29.3668 -1.2885 0.4202
b 0.5015 0.1518 3.3036 0.1871
b3 0.0825 0.0766 1.0776 0.4762

F(Test de Fisher), P(Valor de Probabilidad)
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

El estadistico ANOVA, presentado en el Cuadro 21. Un valor de F-value de
54.1708 implica que el modelo matematico ajustado es significativo. Para un
nivel de significancia del 95% (0.050), los términos del modelo son
significativos, corroborados con el valor de P= 0.0995, para la regresion en el
cuadro 22.

Cuadro 21. Andlisis de varianza (ANOVA) del contenido de producto fondo en
aceite de Aguaje para el modelo de superficie respuesta.

Grados de Suma de Media de
Fuente libertad cuadrados cuadrados
Regresién 4 30155.7573 7538.9393
Residual 1 1.2427 1.2427
Total 5 30157.0000 6031.4000

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Cuadro 22. Corregido para la media de las observaciones — Producto Fondo

Fuente Grados de | Sumade | Media de E p
libertad | cuadrados | cuadrados
Regresion 3 201.9573 67.3191 54.1708 0.0995
Residual 1 1.2427 1.2427
Total 4 203.2000 50.8000

F(Test -Fisher), P(Prueba de Probabilidad).
Fuente: Elaboracién Propia, (2015).
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Figura 33. Volumen de destilado y productos fondos en funcion de la variacion
del tiempo (min) y presién (mBar) de operacion.

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

La cantidad de destilado y producto fondo obtenidos como funcion de la
variacion del tiempo de operacién (min) y la presién de trabajo de la columna
(mBar), tiene una variacién lineal tal como se puede apreciar en la Fig. 33. Esto
esta corroborado con el ajuste de los datos al modelo matematico, cuyo andlisis
estadistico establece que el coeficiente de determinacién del modelo ajustado
es de 98.4346 %, indicando que sdélo el 1.5 % de los datos estan dispersos a la
superficie del modelo planteado. El ajuste realizado para un nivel de
significancia del 95 %, se tiene un error absoluto promedio de 0.349206 y un
error estandar de 0.890871, asi mismo, a través de la evaluacién del test de
Fisher para 4 y 1 grados de libertad se tiene un valor de 0.002.

Por tanto el modelo planteado a través de la Ecuacion 3.4, con los valores de
los coeficientes del modelo ajusta satisfactoriamente los datos del
comportamiento de destilaciéon correspondiente. (P=presién y T=temperatura)

Destilado(mL)=70.0159+12.0317xP—1.19048 xT-0.1778xP x T (3.4)

Cuadro 23. Coeficiente de Modelo Ajustado para destilado

Parametro | Estimacién Error Confianza Interval
estandar interior |superior 95.0%
by 70.0159 28.1724 -287.948 427.98
b; 12.0317 23.9072 -291.738 315.802
b; -1.19048 0.349927 -5.63672 3.25577
bs -0.177778 0.375624 | -4.95053 4.59498

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).




Cuadro 24. Anilisis de varianza (ANOVA) del contenido de destilado en aceite

de Aguaje para el modelo de superficie respuesta.

Fuente Sumade | Grados de | Media de F-Test
cuadrados libertad cuadrados
Model 2666.21 4 666.552 0.002
Residual 0.793651 1 0.793651
Total 2667.0 5
Total (Corr.) 202.8 4

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresion lineal para
describir la relacién entre Fondos y 2 variables independientes. La ecuacién del
modelo ajustado es:

Fondos = 63,5873 - 39,8254*P + 0,852381*T + 0,622222*P*T

Dénde: P, presién de operacion (mBar) y T, tiempo de operacién (min).

(3.5)

El ajuste realizado fue con el método de Marquardt, el proceso de estimacion
terminada después de 6 iteraciones, momento en el que los coeficientes
estimados parecian converger a las estimaciones actuales.

El estadistico R? indica que el modelo equipado como explica 99.75% de la
variabilidad en los Fondos. El ajustado estadistica R?, que es mas adecuado
para comparar modelos con diferente niUmero de variables independientes, es
99,0001%. El error estandar de la estimaciéon muestra la desviacién estandar
de los residuales para ser 0.712697. El error absoluto medio (MAE) de

0,279365 es el valor promedio de los residuos.

Cuadro 25. Coeficiente de Modelo Ajustado para producto fondo

Parametro | Estimacion Error Confianza Interval
estandar interior superior 95.0%
bo 63.5873 22.5379 -222.784 349.958
b; -39.8254 19.1258 -282.841 203.19
b; 0.852381 | 0.279942 -2.70462 4.40938
b; 0.622222 | 0.300499 -3.19598 4.44043

Fuente: Elaboracién Propia, (2015).
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Cuadro 26. Analisis de varianza (ANOVA) del contenido de producto fondo en

aceite de Aguaje para el modelo de superficie respuesta.

Fuente ci::‘r::::s GI::‘::;: ° cn::: :'::oes
Modelo 30156.5 4 7539.12
Residual 0.507937 1 0.507937
Total 301567.0 5
Total (Corr.) 203.2 4

Fuente: Elaboraciéon Propia, (2015).

3.2.1. Composicién de Acidos Grasos.

En el cuadro 27, se muestra los acidos grasos encontrados en el aceite crudo

de aguaje, determinados por cromatografia de gases con detector de masas

(GC-MS), observandose que el mayor constituyente es el acido oleico

71.86% y el acido paimitico 21.65%, con tiempos de retencién de 21.157min

y 17.276min respectivamente, indicativo que el acido palmitico es el de

menor peso molecular y que posee un menor punto de evaporacién. Siendo

el acido Palmitoleico un acido graso monoinsaturado, el punto de ebullicién

es menor al acido graso correspondiente del mismo peso molecular. En la

figura 34. Se puede apreciar el cromatograma correspondiente.

Cuadro 27. Composicién de Acidos Grasos del Aceite Crudo de Aguaje

|

. Tiempo de Contenido
Acidos grasos Retencion (min) | Relativo (%)
Acido Palmitico (C16:0) 17.276 21.651
Acido Pamitoleico (C16:1) 17.784 g 0.522
Acido Estearico (C18:0) 20.649 2.183
Acido Oleico (C18:1) 21157 ; 71.864
Acido Elaidico 21.215 2.506
No encontrado 21.856 0.574
No encontrado 22.825 0.7
No encontrado 24.164 0.41

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia —-UNSAAC, (2015).
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Los acidos grasos insaturados en el aceite de aguaje son el palmitoleico
(0.522 %), oleico (71.864 %), Mientras que los acidos grasos saturados
contenidos fueron: palmitico (21.651 %) y estearico (2.183 %). Comparados
con los resultados son similares a los reportados por Ceriani R. (2009). En
la Fig. 34, se presenta el cromatograma del aceite crudo, observandose que
el acido oleico, palmitico son los acidos grasos mas abundantes en el aceite
de aguaje. La composiciéon de acidos grasos del aceite de aguaje puede
considerarse similar al aceite de oliva O'Brien RD (2004).
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Figura 34. Cr matogréma GC - MS del Aceite crudo de Aguaje

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia ~-UNSAAC, (2015).
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En el cuadro 28. Se observa la composicion de acidos grasos presentes en
el destilado del aceite de aguaje. El acido oleico es el componente
mayoritario 61.64 % y el acido palmitico 32.745%, observandose en el
cromatograma para un tiempo de retenciéon de 21.157 min y 17.292 min
respectivamente. También presentes el acido elaidico (18:1 ®-9) trans
2.31%, acido estearico (18:0) 1.77 % y acido palmitoleico (16:0) 0.83%.

En la figura 35, se observa el cromatograma del destilado (Azul) y producto
fondo (Rojo). La identificacién de los picos cromatograficos se basa en la
comparacion de sus tiempos de retencion, es decir, el tiempo transcurrido
desde la inyeccién hasta que la parte mas alta del pico que indica la
concentracién de los acidos grasos.
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Realizando una comparacién enla composicién entre el producto fondo y el
destilado obtenido a las condiciones indicadas en el Cuadro 14, podemos

indicar que el acido palmitico se ha incrementado sustancialmente en el

destilado y reducido en el producto fondo. Asi como al acido oleico presenta

mayor concentracion en el producto fondo que en el destilado. Esta variacién

es coherente, puesto que el acido paimitico es mas volatil que el acido oleico.

Cuadro 28. Composicion de Acidos Grasos en el Destilado del Aceite de

Aguaje
Acidos grasos 'Tiem.po d_e. Cont.enido
. Retencién (min) Relativo (%)

Acido Palmitico (C16:0) 17.292 32.745
Acido Paimitoleico (C16:1) 17.784 0.844
Acido Estearico (C18:0) 20.649 1.668
Acido Oleico (C18:1) 21.157 61.64
Acido Elaidico 21.215 1917
No encontrado 21.851 0.624
No encontrado 22.82 ' 0.662

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia — UNSAAC,

(2015).
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Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia ~-UNSAAC, (2015).
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En el Cuadro 29, Se observa la composicion de los acidos grasos presentes
en el producto fondo del proceso de destilacion del aceite de aguaje (Mauritia
flexuosa), determinados por cromatografia de gases con detector de masas
(GC-MS), observandose que el mayor constituyente en el producto fondo es
el acido oleico 78.237% vy el acido palmitico 14.462% con tiempos de
retencién de 21.168min y 17.249min respectivamente.

Cuadro 29. Composicion de Acidos Grasos en el Producto Fondo

Acidos grasos Tiempo de. Cont-enido
Retencién (min) Relativo (%)
Acido Palmitico (C16:0) 17.249 " 14.462
Acido Palmitoleico (C16:1) 0.00 0.00
Acido Estearico (C18:0) : 20.649 lt 2.573
Acido Oleico (C18:1) 21.168 78.237
Acido Elaidico 21.221 ; 2.609
No encontrado 21.846 0.768
No encontrado ; 22.820 0.815
Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia — UNSAAC,

(2015).

En la figura 36. Se observa la variacién del contenido de acidos grasos del
aceite de aguaje crudo en el proceso de destilacion (productos fondos y
destilados).

El acido oleico y palmitico son los acidos de mayor contenido en aceite de
aguaje. Se observa que en el destilado hay mayor concentracion de acido
palmitico (C16:0) 32.745%, a comparacion de los otros acidos grasos libres,
quedando con menor concentracién en el producto fondo 14.462 %. Esto se
debe al bajo punto de ebullicién del acido palmitico, en comparacién con

otros &cidos grasos.

En comparacién con el acido oleico (C18:1) este se encuentra en mayor
concentraciéon en el producto fondo 78.237% y menor concentracion en el
destilado 61.64%. Esto se debe al punto de ebullicibn que tiene el acido
oleico.
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En cuanto al acido palmitoleico (C16:1) contenido en el aceite crudo de
aguaje, se puede observar que se logré concentrar en el destilado 0.844%,
quedando en productos fondo 0% de este acido graso.

100 : . . . - 1 | 1

{ B Aceite Crudo
EEM Destilado :
.| m==® Producto Fondos |-

Acidos Grasos

Figura 36. Variacion del contenido de acidos grasos del aceite de aguaje

en el proceso de destilacion.
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

3.3. Separacion por Cromatografia Preparativa en Columna

3.3.1. Eleccion de Fase Movil
Se ha evaluado las fases moviles constituidos de: 1) Cloroformo: Isopropanol
(1:3 viv); 2) Hexano: Isopropanol (1:3 v/v); 3) Cloroformo: Hexano (v/v) y 4)
Hexano: Eter etilico (8:2 v/v), para la separacién por cromatografia en capa
delgada, utilizando fase estacionaria a la Silica Gel 60. Debido a propiedades
termodinamicas de solubilidad y polaridad de estos solventes y su
interaccion con o-tocoferol y f-caroteno, a través de pruebas por
cromatografia en capa delgada, se ha establecido que la fase mévil donde
se separan estos metabolitos, son el hexano: éter etilico (8:2 v/v), tal como
se puede observar en el cuadro 30. Para poder observar al tocoferol se usé
el revelador DPPH (antioxidante) ya g a simple vista no es visible el tocoferol.

Segun Chu B.S., Baharin B.S, Quek S.Y. y Che Man Y.B. (2003). Mencionan
en su reporte la separacion de tocoferoles y tocotrienoles del aceite de palma
usando el método de destilaciéon y cromatografia. Eluy6é primero con hexano
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seguido por isopropanol, donde indica que se retiré una gran cantidad de
acilgliceroles durante la primera elucién, mientras que la vitamina E se
desorbe por isopropanol, con una recuperacion de >90%.

Cuadro 30. Pruebas de Solventes con Cromatografia en Capa Fina

1 2 3 4
"‘ &
1
TLC
B e =
_ P My M M [ !
Fase Cloroformo : Hexano : Cloroformo : Hexano : Eter
mévil Isopropanol Isopropanol Hexano etilico
Propo
rcion 1:3 (ml) 1:3 (mb) 50 pl: 4.95 mi 8:2 (ml)
es
Separa a
obser | NO separa a los hégrzteep: ora, caroteno hasta la Separa a los
vacio caroteno y tocoferol sug en mitad de la placa, tocoferoles y
nes tocoferoles iquales tocoferoles no se caroteno
9 observa

P (Esténdar de referencia de alfa tocoferol y beta caroteno); M1 (Aceite crudo), M (Aceite
esterificado); M3 (producto fondo).

3.3.2. Analisis de tocoferoles y carotenoides del aceite de aguaje (M. flexuosa)
Los andlisis de a — tocoferol y B — caroteno, se realizaron por HPLC (High
Performance Liquid Chromatography). Con una columna Zorbax Eclipse
XDB-C18 4.6 x 250mm, S5um y pre columna Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6d x
12.5 mm x 5uym con volumen de inyeccién 1.0 L, flujo de 0.5 mi/min, fase
movil n-Propanol.

Previo andlisis de las muestras se procede a cuantificar la curva de
calibracién de los estandares de oa—~Tocoferol y p-Caroteno. Para la
deteccion del a—tocoferol y B~caroteno la absorcién del ultravioleta fueron
280 y 450 nm respectivamente.

Los tocoferoles (a—~tocoferol) y carotenoides (B—caroteno) estan expresados

en microgramos (Mg).
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> Analisis del Aceite crudo de Aguaje (Mauritia flexuosa)

En el cuadro 31, y la fig. 37, se muestran los resultados obtenidos por anélisis
de HPLC del Aceite Crudo de Aguaje, teniendo como resultado 167.46000ug
de a-Tocoferol y 127.7621ug de B-Caroteno.

El resultado de a-Tocoferol son similares al reportado por Da cruz Rodriguez
A. (2010), (196.8 £28.8 ug) de a-tocoferol en el aceite de aguaje, que es
considerado una de las buenas fuentes de vitamina E con concentraciones
superiores a cereales, leguminosas y equivalente a muchas nueces.

Chaves y Pecnnik (1949), citado por rojas (2000), el contenido de p-Caroteno
en el aceite de aguaje es 300,000 ug. El Aguaje por el contenido de B-
Caroteno constituye el fruto comestible con mayor reserva de estos

componentes.

Cuadro 31. Resultados de a-Tocoferol y B-Caroteno contenido en Aceite
crudo de Aguaje (M. flexuosa)

Muestra | Alfa Tocoferol | Beta Caroteno
100 pi (1g) (1g)
‘ Aceite Puro 167.46000 127.7621
Fuente: Laboratorio de Crdmatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia — UNSAAC,
(2015).

En la Figura 37 se puede apreciar el Cromatograma de a-tocoferol y f3-
Caroteno en el aceite crudo de aguaje.
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Figura 37. Cromatograma HPLC del aceite crudo de aguaje
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Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia — UNSAAC,
(2015).
Previo a los analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), las

fracciones obtenidas por cromatografia en columna a temperatura ambiente
(20°C), fueron aplicadas a una placa cromatografia (TLC) para poder
identificar la presencia del a-tocoferol y B-caroteno, como se puede apreciar
en la figura 38, en la parte superior se observa unas manchas de color
amarillo que indica la presencia del B-caroteno y en la parte inferior casi en
el centro de la placa se muestra unas manchas blancas identificadas como
el a-tocoferol, todas las fracciones comparados con los estandares de

referencia de a-tocoferol y 3-caroteno.
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Figura 38. Separaciéon de a-Tocoferol y 3-Caroteno por TLC (Temperatura

de trabajo de cromatografia en columna a 20° C).

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Dénde: P (Estdndar de referencia de a-tocoferol y - caroteno); 1 al 15 (fracciones obtenidas de
cromatografia de columna a 20°C).

Como se puede apreciar en el cuadro 32, las fracciones seleccionadaé para
el analisis de HPLC fueron: fracciéon 2-A, fraccién 4 y 5 punto medio, y
fraccién 12. Los resultados obtenidos son comparados con el aceite crudo
de Aguaje, en la fraccién 2-A se encuentra un mayor contenido de $-caroteno
de 17.51417 pg, en la fracciébn 12 hay una mayor concentracién de a-
tocoferol de 126.32275 ug y en la fraccién 4 y 5 se encuentra presencia de
a-tocoferol (34.02314 ug) y p-caroteno (13.56725 pg). En la figuras 39, 40 y
41, se puede apreciar los Cromatograma respectivas de cada una de las

fracciones analizadas por HPLC.
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Cuadro 32. Analisis de o-Tocoferol y B-Caroteno por HPLC de las fracciones
obtenidas de cromatografia preparativa en columna a

temperatura de 20°C.

Muestra 100 pL a-Tocoferol (ug) B-Caroteno (ug)
2-A 6.88120 : 17.51417
4y5 34.02314 13.56725

12 126.32275 ' 9.35631

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia—UNSAAC, (2015).
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Figura 39. Cromatograma por HPLC de la fraccién 2 - A

Fuente: l.aboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia—UNSAAC, (2015).
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Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia-UNSAAC, (2015).
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El aceite de aguaje sometido a destilacibn a vacio y posterior al
fraccionamiento por cromatografia en columna se obtuvo 15 fracciones de
los cuales se seleccionaron 3 fracciones mas representativas segun las

pruebas preliminares por cromatografia de capa delgada.

Se cogieron las fracciones 2-A, 4y 5, 12 porque se observaron a simple vista
mayores concentraciones de ao-Tocoferol y B-Caroteno. Del analisis
realizados a estas fracciones se obtuvo como resultado por cromatografia
de alta eficiencia (HPLC), en la fraccién 2-A una mayor concentracion de 3-
caroteno 17.51417 ug y menor concentracion de a- tocoferol, se tomé como
punto medio las fracciones 4 y 5 el cual se mezclaron en una sola fracciéon
obteniéndose asi una moderada cantidad de a- tocoferol (34.02314 ug) y B-
caroteno (13.56725 ug), en la fracciéon 12 se observa una alta concentracion
alfa tocoferol 126.32275 ug y una baja concentracién de beta caroteno, de
la fraccién 2-A y fraccion 12 se logré separar B-carotenoy a-tocoferol como

se muestra en la figura 42.
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Figura 42. Contenido de a-tocoferol y B-caroteno en Aceite de Aguaje y
aceite después del proceso de separaciéon en fracciones por

cromatografia de columna. (Temperatura de trabajo, 20 °C).
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Previo a los analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), las
15 fracciones obtenidas por cromatografia en columna a temperatura
ambiente (40°C), fueron aplicadas a una placa cromatografia (TLC) para
poder observar la presencia y concentraciéon de a-tocoferol y B- caroteno,
como se puede apreciar en la figura 43. En la parte superior se observa unas
manchas de color amarillo que indica la presencia del B-caroteno y en la
parte inferior casi en el centro de la placa se muestra unas manchas blancas
identificadas como el a-tocoferol, todas las fracciones comparados con los

estandares de referencia de a-tocoferol y B-caroteno.
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Figura 43: Separacién de a-Tocoferol y B-Caroteno por TLC (Temperatura

de trabajo de cromatografia en columna a 40° C).

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Dénde: P (Estandar de referencia de alfa tocoferol y beta caroteno); 1 al 15 (fracciones obtenidas de
cromatografia de columna a 40°C)
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Como se puede apreciar en el cuadro 33, las fracciones seleccionadas para

el analisis de HPLC fueron: fraccion 2-B, fraccion 6 y 7 punto medio, y

fraccién 13. Los resultados obtenidos son comparados con el aceite crudo

de aguaje, en la fraccién 2-B se encuentra un mayor contenido de B-caroteno

de 20.12350ug, en la fracciéon 13 hay una mayor concentracién de o-

tocoferol de 93.19943 ug y en la fracciéon 6 y 7 se encuentra presencia de a-

tocoferol 32.84384 g y B-caroteno 9.82095 ug.

Cuadro 33. Andlisis de a-Tocoferol y B-Caroteno por HPLC de las fracciones

obtenidas de cromatografia preparativa en columna a

temperatura de 40°C.

Muestra 100uL Alfa Tocoferol ug Beta Caroteno ug
2-B 4.75364 20.12350
5y6 32.84384 9.82095

13 93.19943 7.45029

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia—UNSAAC, (2015).

En las figuras 44, 45 y 46 se puede apreciar los cromatogramas respectivos

de cada una de las fracciones seleccionadas analizadas por HPLC.
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Figura 44. Cromatograma HPLC de la fraccién 2 - B

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia—-UNSAAC, (2015).
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Figura 45. Cromatograma HPLC de la fraccion 6y 7

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia-UNSAAC, (2015).
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Figura 46. Cromatograma HPLC de la fraccién 13.

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia—UNSAAC, (2015).
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En la figura 47, se observa el resultado de la cromatografia de alta eficiencia
(HPLC) a temperatura de 40°C, en comparacion del aceite de aguaje crudo
y aceite de aguje del producto fondo obtenido de la destilacién. En la fraccién
2-B, se encuentra una mayor concentracion de p-caroteno 20.1235 g, en la
fraccién 13 se obtuvo mayor concentracién de o- tocoferol 93.19943 ug, la
fraccion 5 y 6 no se obtuvo mucha diferencia en la concentracién de B-
caroteno y a- tocoferol, del cual podemos decir que en las fracciones 2-B y
13 se ha separado mayores concentraciones B-caroteno y a- tocoferol

respectivamente.

Donde:

—| Bl o-tocoferol
| = p-caroteno |-

1. Aceite crudo
2. Fraccién 2-B
3. Fraccién 5y 6
4. fraccién 13

Contidad (ng)

1 2 3 4

Fracciones Separadas

Figura 47. Contenido de a-tocoferol y B-caroteno en aceite de aguaje y
aceite después del proceso de separacién en fracciones por

cromatografia de columna. (Temperatura de trabajo, 40 °C).
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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CONCLUSIONES

%

La composicibn de acidos grasos en aceite de aguaje, analizados por
cromatografia de gases (GC-MS), en mayor proporcién fueron: acido oleico
71.864 %, seguido de Acido palmitico 21.651 % y en menor proporcién en Acido
elaidico 2.506 % y Acido estearico 2.183 %. También se analizaron por HPLC,
el contenido de B-caroteno 127.7621 ug y a- tocoferol 167.46000 pg.

Se estableci6 las condiciones 6ptimas de operacion del proceso de destilacion
discontinua a presién reducida de 2 mBar y temperatura del hervidor 172 °C,
con un tiempo de destilacion de 40 min logrando separar los acidos grasos

libres en el destilado y el producto fondo contenido de a-tocoferol y B-caroteno.

El comportamiento fenomenoldgico en el proceso de destilacién establecido a
través de ecuaciones matematicas de superficie respuesta, para una
confiabilidad del 95 %, ajustan adecuadamente, corroborados a través de los
estadisticos como el coeficiente de determinacién del modelo ajustado, siendo
los modelos, Para cada uno de estos coeficientes el test-t, nos indica que
representan con minimo error. El modelo matematico se presenta en la
ecuacion: z = 28.652-37.8398* X, +0.5015* X, - 0.0825* X, * X,

Destilado (mL) =70.0159+12.0317xP-1.19048 xT-0.1778xP x T
Fondos(mL) = 63,5873 - 39,8254 *P+0,852381 * T+ 0,622222 *P* T

Las condiciones de operacién del proceso de separaciéon por cromatografia
preparativa en columna, se ha establecido que la mezcla de hexano: éter etilico

(8:2 viv), muestra una mejor habilidad para separar g-caroteno y a- tocoferol.

Se realizd el andlisis por cromatografia de gases (GC —MS), del destilado del
aceite de aguaje obteniéndose mayor concentracién el acido palmitico 32.745%
y en cuanto el grado de fraccionamiento y purificacion del producto fondo, los
tocoferoles y carotenoides se fraccionaron por cromatografia preparativa en
columna (temperatura de 20°C y 40°C). Donde se realizé el analisis por HPLC
- UV- VIS, A temperatura de 20°C en la fracciéon 12 se logré separar mayor
concentracién de o-tocoferol 126.32275 ug y a temperatura de 40°C en la
fraccién 2-B, se logré obtener mayor concentracién de p-caroteno 20.12350 ug.
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RECOMENDACIONES

%

Determinar el tiempo de vida en anaquel del aceite de aguaje como un producto

final para el mercado.

Evaluar el efecto de esterificacion en la composicién de acidos grasos libres,
tocoferoles y carotenos presentes en el aceite de aguaje.

Evaluar la eficiencia de otros solventes organicos como hexano: acetona (v/v),
para la separacion de carotenos y tocoferoles por cromatografia preparativa en

columna.

Realizar estudios sobre el efecto de la degradacién de los carotenos en el
proceso de destilacibn a vacio en aceites vegetales de acuerdo a la

temperatura y presion de vacio.
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Figura 48. Cosecha del Aguaje
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 50. Seleccion del
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 49. Desgranado del Fruto
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 51. Fruto Maduro
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 53. Pulpa de Aguaje
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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Figura 54. Secado de la muestra Figura 55. Muestra deshidratada
Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 56. Prensado Flgura 57. Aceite Crudo de Aguaje
Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Flgura 58. Solucuén NaOH/ Metanol Figura 59.Esterificacion
Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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Figura 60. Decantacion Figura 61. Filtracion
Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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Figura 62. Glicerina (Borra) Figura 63. Equipo de Destilacion
Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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Figura 64. Destilado (AGL) Figura 65. Producto Fondo (P:2 mBar)
Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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Figura 66. Cromatografia de gases Figura 67. Cromatograma AGL.
Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

. AMles  Despues
igura 68. Estandares (a-tocoferoly -  Figura 69. Cromatografia preparativa en
caroteno) Columna 20°C

Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 70. Cromatografia preparativa en Figura 71. Fracciones recolectadas de
columna 40°C cromatografia en columna

Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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Fiura 72. plicacién de las fracciones a  Figyra 73. Cuba cromatografica

cromatografia en capa delgada. Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 75. Revelador DPPH
delgada (TLC). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 74. Cromatografia en capa

Fuente: Elaboracion Propia, (2015).

Figura 76. Resultado de aplicaciéon de las Figura 77. Cromatografia liquida de alta
fracciones eficiencia HPLC

Fuente: Elaboracion Propia, (2015). Fuente: Elaboracion Propia, (2015).
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Figura 78: Cromatograma de a-Tocoferol (Estandar de Referencia)
Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia — UNSAAC, (2015).
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Figura 79: Cromatograma de a-Tocoferol (50, 100, 200 ug) (Estandar de
Referencia)

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia - UNSAAC, (2015).
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DAD1 B, Sig=450,16 Ref=off (VITAMINAS2015-05-21 VITAMINAS 12-47-11\VLS-000000.0)
DAD1 B, Sig=450,16 Ref=off (VITAMINAS\2015-05-21 VITAMINAS 12-47-11WVLS-000001.0)
DAD1 B, Sig=450,16 Ref=off (VITAMINAS\2015-05-21 VITAMINAS 12-47-11\LS-000002.0)
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Figura 80: Cromatograma de p-Caroteno (Estandar de Referencia)

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia — UNSAAC, (2015).
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*DAD1 B, Sig=450,16 Ref=off (VITAMINAS\2015-05-21 VITAMINAS 12-47-11\WLS-000001.D)
*DAD1 B, Sig=450,16 Ref=off (VITAMINAS\2015-05-21 VITAMINAS 12.47-11\VLS-000002.0)
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Figura 81: Cromatograma de B-Caroteno (50, 100, 200 ug) (Estandar de
Referencia)

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de Ciencias Quimicas y Farmacia - UNSAAC, (2015).
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CONSTANCIA DE ANALISIS

El que suscribe, analista responsable del Laboratotio de Cromatografia de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Fisicas, Matematicas de la Universidad Nacional de San Antonio Abad

del Cusco, deja Constancia.

Que las Srtas Sinthia Sanery Quispe Lukaiia y Rosario del Pilar Solorzano Cutipa
Bachilleres de la Escuela Académico profesional Ingenieria Agroindustrial de la Facultad
de Ingenieria de la Universidad Nacional Amazénica de Madre de Dios, han presentado al
laboratorio 7 muestras de aceites de Aguaje para su cuantificacion de carotenoides y
tocoferoles como parte de su proyecto de investigacion titulado: " Separacién de Acidos
grasos libres, carotenoides y tocoferoles contenidos en el aceite de aguaje (Mauritia
flexuosa) mediante destilacién discontinua a vaclo y cromatografia preparativa en
columna”. La cuantificacion se realizo utilizando el Cromatégrafo liquido HPLC-DAD
Agilent 1200, 1a identificacion se basé en la comparacion de las sefiales de la
muestra con las sefales del estandar de carotenoides y tocoferoles con los siguientes

resuitados:

Condiciones de Andlisis Vitaminas Liposolubles por HPLC-DAD

Columna: Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6 x 250mm, Sum
Pre-columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6d x 12.5 mm x S5um
Volumen de Inyeccion: 1.0 pl

Flujo de Columna: 0.5 mUmin,

Solvente A: n-Propanol

Sistema de Analisis: Isocrético

Longitud de Onda: 280y 450 nm

Temperatura del Horno:  46.0°C

Tiempo de Analisis: 15 min.

a

ool . "
Quim Jorge Choquenaira Parf
Analista dei Laborstorio de Cromatografiay

Espectrometrta — UNSAAC.
copP-914
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Resultados

Se expide la siguiente constancia a solicitud de las interesadas para los fines que

viera por conveniente.

Arre

Beta
Muestra Alfa Tocoferol

100ul ug . Caruo;eno
Aceite Puro 167.46000 | 127.7621
Fraccién Vit A .
Puro 6.88120 17.51417
Fraceion 2 4.75364 20,12350
Fraccibn 4y 5 34.02314 13.66725
Fraccion6y 7 32.84384 9.82005
Fraccién 12 126.32275 9.35631
Fraccién 13 93.19943 2.45029

Cusco, 23 de Mayo del 2015

t g
Quim Jorge Choquenaira Part
Anatista det Lodoratorto de Cromatografiay
Espectromotria — UNSAAC,
CcQP -

914
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CONSTANCIA DEANALISIS

El que suscribe, analista responsable del Laboratorio de Cromatografia de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Fisicas, Matemticas de la Universidad Nacional de San Antonio Abad

del Cusco, deja Constancia,

Que las Srtas Sinthia Sanery Quispe Lukaiia y Rosario del Pilar Solorzano Cutipa
Bachilleres de la Escuela Académico profesional Ingenieria Agroindustrial de la Facultad
de Ingenieria de la Universidad Nacional Amazénica de Madre de Dios, han presentado al
laboratorio 2 muestras de aceites de Aguaje para su caracterizacion e identificacién de
Acidos grasos como parte de su proyecto de investigacion titulado: " Separacién de
Acidos grasos libres, carotencides y tocoferoles contenidos en el aceite de aguaje
(Mauritia flexuosa) mediante destilacién discontinua a vacio y cromatografia preparativa
en columna”. Dicho material ha sido caracterizado utilizando el Cromatografo de Gases Agilent

6890N, acoplado 2 un Espectrodmetro de Masas Agilent 6890N. La identificacién se basé en la
comparacion de las sefiales del espectro de masas de cada componente con los datos compilados
en la libreria FAME23 y NISTO11a.L. (Wiley), con los siguientes resultados:

Condiciones de Analisis de Acidos Grasos
Cromatégrafo: Agilent 6890N
Detector de Masas Agilent: 5975B.
Modo Full scan, ITonizacion Impacto electronico 70¢V
Inyector Automitico: 7683B '
Columna: DB-23, 60m x I.D 0.250 x 0.15um Film.

Condiciones del cromatografo.
Temperatura del Horno inigial 50°C

Rampa:

Pasos °C/min temp °C Final time
Inic. 0 140

1 0 140 5.00

2 5.00 230 12.00

Tienpo de Corrida: 35.00 min
Puerto de Inveccidn

Modo: Split

Relacién de Split: 1:1

Temp. Inicial: 225 'C

Tipo de Gas: Helio

Flujo: 0.8 nL/min 4

Volumen de Inyeccion: 0.2ul Quim Jorge Choguenaira Pari

Analista de Laboratario de Cromatografiay
Espectrometria - UNSAAC,
CoP-914
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, FISICAS Y MATEMATICAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacte 9738468855 - 944045605

Resultados
Mouestra AG-A
Pico RT. Nombre total

# min %
1 17.276 Acido Palmitico C 16:0 21.651%
2 17.784  Acido Palmitoleico C 16:1 0.522%
3 20.649  Acido Estearico € 18:0 - 2.183%
4 21.157 Acido Oleico C 18:li{cis - 9) {(omega 9) 71.864%
5 21.215 Acido Elaidico C 18:1 (trans-9) (omega9) 2.5068
6 21.855. No encontradoe 0.574%8
7 22.82% No encontrado 0.700%
Muestra AG-D
Pico R.T. Nombre total

# min %
1 17.292 Acido Palmitico € 16:0 32.745%
2 17.784 Acido Palmitoleico Palmitoleico C 16:1 0.9448%
3 20.689 Acido Estearico € 18:0 1.5688%
4 21.1957 Acido Oléico C 18:1{cis - 9} (omega 9) 61.6408
5 21.215%5 Acido Elaidico C18:1 (trans-9%) (ocmega?) 1.917¢
6 21.851 Ho encontrado 0.624%
7 22.820 No encontrado 0.662%

Muestra AG-Aguxje-PF

Pico R.T. Nombre total
# min %

1 17.249 Acido Palmitico € 16:0 14.462%
2 20.64% Acido Estearico C 18:0 2.573%

3 21.168 PRcido Oléico C 18:1{cis - 9) (omega 9) 78.237%
4 21.221 Acido Elaidico Cl8:1 (trans-9) (omega?9) 2.609%

S5 21.846 No encontrado 0.768%

6 22.820 No encontrado 0.815¢%

7 24.1%54 No encontrado 0.537%

Se expide la siguiente constancia a solicitud de las interesadas para fos fines que
viera por conveniente.

Cusco, 23 de Mayo del 2015

Arre

/ sesesssrersese
{43
Quim Jorge Choquenaira Pari
Ansiists det Laboratorio d¢ Cromatografia y
Especrometria — UNSAAC.
coP-914
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MAPA 01: PROVINCIAS Y DISTRITOS DE MADRE DE DIOS
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Elaboracion: PRONATURALEZA-MDD (2010).

MAPA 02: UBICACION DE SECTORES DE AGUAJALES - MDD
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ACTA DE SUSTENTACION PARA OPTAR EL TiTULO PROFESIONAL DE

INGENIERO AGROINDUSTRIAL
En el Anfiteatro N° &' de la Ciudad Universitaria de_la Universidad
Nacional Amazénica de Madre de Dios, siendo las )ng ....... horas del
dia. 2., de QCHBE. . ... .. del 2015, dando cumplimiento a Ia

Resoluciéon N° 160-2015-UNAMAD-DFI, de fecha 02 de octubre del 2015, se
reunieron los Miembros del Jurado para la sustentacion del trabajo de tesis
intitulado “SEPARACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES, CAROTENOIDES Y
TOCOFEROLES CONTENIDOS EN EL ACEITE DE AGUAJE (Mauritia
flexuosa) MEDIANTE DESTILACION DISCONTINUA A VACIO Y
CROMATOGRAFIA PREPARATIVA EN COLUMNA”, presentado por las
Bachilleres: Rosario del Pilar Solorzano Cutipa y Sinthia Sanery Quispe
Lukana, integrado por los siguientes docentes:

e Ing. Pedro Saul Montalvdn Apolaya Presidente
o Dra. Maria Isabel Cajo Pinche Secretario

o Dra. Roxana Maduerio portilla Vocal

s Mgt. Rosel Quispe Herrera Accesitario

Con la finalidad de evaluar el trabajo de fesis intitulado antes mencionado.
Acto seguido se procedié con la exposicion del trabajo de tesis por parte de las
sustentantes, el jurado procede con la fase de preguntas respectivas y luego el
sustento de las tesistas. Acto sequido el jurado procede a deliberar de forma
reservada y libremente, declarando el trabajo expugég%gr: el calificativo de
DIV BUEnNO. y una nota de DYECIBNENE > previo a esto las
graduadas deberén de realizar el levantamiento a las observaciones
entregadas por el jurado calificador \

dia.’ &) de . QSTVBKR | . del 2015, se dio por culminado el

———
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UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS
K o FACULTAD DE INGENIERIAEINENEEEE

INFORME DE CONFORMIDAD DE LEVANTAMIENTO DE
OBSERVACIONES

Puerto Maldonado, 07 de Diciembre del 2015

Mediante el presente, los Docentes:

- Ing. Pedro Saul Montalvan Apolaya Presidente

- Dra. Maria Isabel cajo pinche Secretario

- Dra. Roxana Madueiio Portilla Vocal

- Mgt. Rosel Quispe Herrera Accesitario

‘ ‘Miembros del Jurado Calificador de la Tesis intitulada;

“SEPARACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES, CAROTENOIDES Y TOCOFEROLES
CONTENIDOS EN EL ACEITE DE AGUAJE (Mauritia Slexuosa) MEDIANTE
DESTILACION DESCONTINUA A VACIO Y CROMATOGRAFIA PREPARATIVA
EN COLUMNA?”, sustentada (o) por las Bachilleres: Rosario del Pilar Solorzano Cutipa y
Sinthia Sanery Quispe Lukaiia, el dia 21 de octubre del 2015, en la Ciudad Universitaria de la
UNAMAD, emitimos el presente INFORME DE CONFORMIDAD DE
LEVANTAMIENTO DE OBSERVACIONES, con lo cual las Sefioritas Tesistas ha cumplido
con realizar las modificaciones a las observaciones realizadas durante la sustentaciéon de la
Tesis.

, Es todo cuanto informamos a Usted Sefior Decano, para los
fines correspondientes.
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