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RESUMEN

Determinacion cuantitativa de componentes mayoritarios
presentes en los destilados obtenidos en la desodorizacién de aceites
y grasas.

Los destilados de desodorizacién son un subproducto valioso de la
refinacién de aceites comestibles, los cuales pueden tener caracteristicas
muy variables. El valor y las posibles aplicaciones dependen de su
composicion, la cual también es importante conocer para comparar procesos
de refinacién y determinar la influencia de las condiciones de desodorizacién.

En este trabajo, se aplica la cromatografia en capa fina acoplada al
detector de ionizacién de llama para determinar la composicién de los
destilados de desodorizacién en un rdpido y unico andlisis, distinguiendo
hidrocarburos, dcidos grasos libres, triglicéridos y esteroles, con
reproducibilidad similar a las de otras técnicas cromatograficas.

PALABRAS-CLAVE: Acido graso libre — Cromatografia en capa
fina/detector de ionizacion de llama — Destilado de desodorizacién —
Esterol — Hidrocarburo — Triglicérido.

SUMMARY

Quantitation of major compounds present in deodorizer distillates
from fats and oils.

Deodorizer distillates are valuable by-products of edible oil refining
and can have a wide range of characteristics. The value and uses clearly
depend on their composition. A knowledge of their composition would allow
refining processes, to be compared and the influence of deodorization
conditions to be determined.

In this paper, TLC/FID is applied to determine deodorizer composition
in a rapid, single step analysis, separating hydrocarbons, free fatty acids,
triglycerides and sterols. This analysis had similar reproducibility to other
chromatographic techniques.

KEY-WORDS: Deodorizer distillate — Free fatty acid — Hydrocarbon
— Sterol — TLC/FID — Triglyceride.

1. INTRODUCCION

Dentro del proceso de refinacién de los aceites y gra-
sas, los condensados volatiles constituyen un subproduc-
to de la etapa de desodorizacién con caracteristicas muy
variables. Estas diferencias se deben a distintas causas
entre las cuales las de mayor importancia son el aceite
sometido a proceso, el tipo de refinacion (fisica o quimica),
las condiciones de presion, temperatura, vacio y gas de
arrastre utilizadas en la desodorizacién y las caracteristicas
del equipo (Winters, 1990).

Dependiendo de su composicién, su utilizacién y pre-
cio son muy diferentes. Asi, los obtenidos a partir de
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aceites vegetales de calidad sometidos a refinacién qui-
mica, se caracterizan por un elevado contenido en fraccién
insaponificable (15-30%), constituyendo una buena mate-
ria prima en la industria farmacéutica para la obtencién de
compuestos de elevado valor afnadido, como son estero-
les y tocoferoles (Balazs, 1987; Fedeli y Gasparoli, 1977;
Helme y col., 1981; Nogala-Kalucka y col., 1993;
Ramamurthi y col., 1991; Ramamurthi y McCurdy, 1993;
Sheabar y Neeman, 1987). Por su parte, los que pro-
vienen de aceites refinados fisicamente, que tienen nor-
malmente una acidez superior al 70%, se utilizan princi-
palmente en la preparacion de acidos grasos (Balazs,
1987; Hong, 1983).

Al margen del interés del andlisis de los destilados
para decidir su mejor aplicacién, su composicién es de
gran utilidad para efectuar comparaciones entre los sis-
temas de refinacién, analizar la influencia de las variables
de la etapa de desodorizacién y deducir si existe un
desarrollo normal o incorrecto de la misma. La pérdida de
grasa neutra, la existencia de hidrélisis del aceite o la
excesiva disminucién de componentes beneficiosos del
insaponificable, son muy faciles de deducir del analisis de
los volétiles obtenidos en la desodorizacién y muy difici-
les o imposibles de detectar en el aceite refinado.

No existen métodos répidos que permitan conocer la
composicién global de los volatiles obtenidos en la deso-
dorizacién. El andlisis actual es largo y tedioso ya que
implica la aplicacién de un conjunto de métodos (acidez,
grasa neutra, insaponificable, etc.) para conocer sus
caracteristicas generales, antes de profundizar en la
cuantificacion y concentracién de los compuestos de
mayor valor afiadido (Bondioli y col., 1993; Lanzani y
col., 1988; Liebing y Karwiese, 1984; Marks, 1988;
Nogala-Kalucka y Gogolewski, 1989; Sheabar y Neeman,
1987; Shishikura y col., 1988).

En este apartado, se resume el trabajo desarrollado
para la puesta a punto de un método rapido y preciso
para la cuantificacién de los destilados obtenidos en la
desodorizacion. La cromatografia en capa fina acoplada a
un detector de ionizacién de llama constituye una excelente
opcion ya que permite determinar en un Unico andlisis los
principales grupos de componentes en un corto periodo de
tiempo y con una reproducibilidad similar a la de otras
técnicas cromatogréaficas (Ranny, 1987).
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2. PARTE EXPERIMENTAL
a) Muestras

En el desarrollo de este estudio se han utilizado las

siguientes muestras:

a) Compuestos de pureza cromatogréfica (>99%) repre-
sentativos de los principales grupos de componentes
presentes en los volatiles:

— Octadecano

— Trioleina

— Acido Oleico

— Colesterol

Los citados patrones se han utilizado para cons-
truir las rectas de calibrado y evaluar asi los factores
de respuesta de los grupos de compuestos de mayor
interés. Ademas, soluciones de concentraciones
conocidas de los compuestos puros se utilizan como
control de los factores de respuesta y de retencién
cada vez que se realizan andlisis, como se indica en
la metodologia analitica.

b) Muestras de volatiles obtenidos en la refinacion fisi-
ca y quimica en sistema de laboratorio de aceites de
oliva y soja, respectivamente. Las caracteristicas
de las muestras y de las variables de la etapa de
desodorizacién se resumen en la Tabla 1.

Tabla |
Acidez inicial de los aceites
y parametros de la etapa de desodorizacién

Aceite de Oliva
Refinacidn Fisica

Aceite de Soja
Refinacién Quimica

Acidez Libre 2.06 1.08
(% oleico)

Vapor (%/h) 2 2
Temperatura max. (°C) 250 220
Presién (Torr) 3.0 28
Tiempo (h) 3 3

b) Metodologia analitica

Reactivos y material.

— Disolventes: Eter de petréleo y éter etilico de calidad
reactivo para andlisis.

— Acido Férmico

— Material especial, necesario para el desarrollo de la
cromatografia en capa fina:

- Varillas Chromarod S Ill. (IATRON Labs., Tokio,
Japén).

- Cubetas para el desarrollo de las varillas.

- Horno (IATRON TK-8, IATRON Labs., Tokio,
Japén) para el secado controlado previo a la
evaluacion de las muestras.

— Cromatégrafo (IATROSCAN MK-5) equipado con
detector de ionizacién de llama (IATRON Labs.,
Tokio, Japén).
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Procedimiento Operatorio.

Se pesan en un matraz aforado de 10 mL, con exactitud
del miligramo, entre 200 y 250 mg de los volatiles obtenidos
en la desodorizacién, a los que previamente se ha eliminado
la humedad mediante la adicién de Na,SO, anhidro, y se
enrasa el matraz con éter etilico. Con una jeringa de preci-
sion, se toma 1 pl de disolucién (20 - 25 pg de muestra) y se
deposita cuidadosa y lentamente en la varilla para con-
centrar la muestra en la menor superficie posible.

Dadas las caracteristicas de la técnica que permite
posteriormente el desarrollo simultaneo de 10 varillas,
pueden disponerse tantos replicados o muestras distin-
tas como el sistema permite. Es conveniente utilizar dos
varillas dentro de cada grupo para la separacién de una
mezcla conocida de compuestos a separar y controlar,
de esta forma, las posibles variaciones en los factores de
respuesta y en los factores de retencion.

Una vez preparadas las muestras, se desarrollan
durante 40 minutos, en una mezcla de Eter de Petréleo -
Eter Etilico - Acido Férmico (98:2:1), tras lo cual se man-
tiene en el horno durante cinco minutos a 70°C, para
una mejor eliminacién del disolvente. Las varillas se intro-
ducen en el analizador IATROSCAN MK-5, equipado
con un detector de ionizacién de llama y se espera otros
cinco minutos a que se estabilice la temperatura antes de
la determinacién cuantitativa. El flujo de hidrégeno es
de 150 mL/min a una presién de 0.75 Kgf/cm? y el flujo de
aire 1500 mL/min. La velocidad de barrido de la varilla es
0.33cmsg”.

Dada la distinta naturaleza de los componentes pre-
sentes, la exactitud de la determinacién se aumenta sig-
nificativamente mediante la construccién de rectas de cali-
brado.

c¢) Otras determinaciones analiticas

La evaluacién de la acidez libre y el contenido total de
insaponificable se realizan mediante las determinaciones cla-
sicas normalizadas (Normas UNE 55-004 y UNE 55-011).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La mezcla de desarrollo se seleccioné después de
realizar un nimero elevado de ensayos previos con las dos
mezclas mas utilizadas para la separacién de compuestos
lipidicos:

- Eter de Petréleo - Eter Etilico.

- Benceno - Acetato de Etilo.

En todos los ensayos se utiliz6 ademas un 1% de
acido férmico, pues la adicién de una pequeia cantidad
(0,5-2%) de acido acético o férmico al liquido de desarro-,
llo contribuye a disminuir la anchura de las bandas obte-
nidas, particularmente la correspondiente a los acidos gra-
sos (Ranny, 1987).

La mezcla Benceno - Acetato de Etilo fue desechada
por la dificultad de cuantificar la fraccién de hidrocarburos,
ya que la citada fraccién es muy dificil de separar de la frac-
cién de triglicéridos.

http://grasasyaceites.revistas.csic.es



Grasas y Aceites

Con la mezcla Eter de Petréleo - Eter Etilico es nece-
sario sélo una pequeia cantidad del disolvente mas polar
para obtener una buena separacién de los grupos de com-
puestos mayoritarios: triglicéridos, acidos grasos, hidro-
carburos y esteroles. El resto de los estudios se han reali-
zado, por tanto, utilizando como liquido de desarrollo Eter
de Petréleo - Eter Etilico - Acido Férmico (98:2:1).

En la Figura 1 se muestra un cromatograma donde
puede observarse, la excelente separacién obtenida, aun-
que se produce una inversién en la elucién de los acidos
grasos Y triglicéridos, circunstancia caracteristica que se
produce cuando el disolvente méas polar se encuentra en
baja proporciéon (Kramer y col., 1980).

La Tabla Il muestra los resultados obtenidos en la eva-
luacion de cantidades de patrones representativos de los
que podrian encontrarse en los destilados, analizados por
cuadruplicado. Se han depositado en las varillas 20 ug de
muestra que contiene 2 pg de octadecano y colesterol y 8
ug de é&cido oleico y trioleina y corresponden, por tanto, a
los porcentajes que se indican en la primera fila de la
tabla.
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2. Acido Oleico
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Figura 1

Eficacia de la separacién de los compuestos de referencia

Tabla ll
Evaluacion de la reproducibilidad de la metodologia analitica aplicada en la cuantificacién de componentes

mayoritarios de los destilados obtenidos en la desodorizacién

Replicados Octadecano Ac. Oleico Trioleina Colesterol Total Total
(10%) (40%) (40%) (10%) Area (%)
Area % Area % Area % Area %
1 6596 6.6 36338 36.2 41898 41.8 15491 15.4 100323 100
2 6541 6.6 36325 36.8 40955 41.5 14908 15.1 98729 100
3 5953 6.2 35398 36.7 40992 42.0 14577 15.1 96420 100
4 7010 6.9 36578 36.0 42882 42.2 15193 14.9 101663 100
X 6525 6.6 36160 36.4 41557 41.8 15042 15.1
Sk 435 0.29 521 0.39 1060 0.24 391 0.21
C.V." (%) 6.67 4.39 1.44 1.07 2.55 0.57 2.60 1.39
F.C.2 1.38 1 0.87 0.60

1. Coeficiene de variacién (s *100/X)
2. Factores de Correccion relativos al acido oleico.

En ella puede apreciarse la excelente reproducibilidad
obtenida ya que el coeficiente de variacién de la media sélo
supera el 5% en el caso del octadecano. Ademas, las
principales diferencias se deben a pequeas variaciones en
la cantidad de muestra depositada, ya que la respuesta por-
centual tiene un coeficiente de variacion inferior en todos los
casos. Los resultados indican claramente que la precision
de la determinacién es elevada aunque los porcentajes
obtenidos no coinciden con los realmente existentes en la
muestra, especialmente en el caso de los hidrocarburos y
los esteroles. La ultima fila de la tabla incluye los factores
de correccion relativos al acido oleico (F.C. = 1) de los
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compuestos de referencia que permiten mejorar signifi-
cativamente la exactitud de la determinacién.

La Tabla lil resume los parametros de las rectas de cali-
brado obtenidas para los compuestos de referencia, el
numero de determinaciones en cada caso y los coeficien-
tes de correlacion obtenidos. En el caso de componentes
del insaponificable se han utilizado concentraciones entre
0,2 y 5 ug mientras que para los acidos grasos y los trigli-
céridos, las muestras evaluadas contenian entre 0,5 y
10,0 ug. Como puede observarse, los coeficientes de
correlacién son muy elevados, indicando que en todos
los casos existe linealidad en la respuesta en el rango de
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concentraciones considerado. Por otra parte, los factores
de correccién medios, deducidos de los valores de las
pendientes, son muy similares a los que constan en la
Tabla Il confirmando de nuevo la buena reproducibilidad de
la determinacion.

La Figura 2 muestra cromatogramas que ilustran la efi-
cacia de las separaciones obtenidas en las muestras rea-
les y las diferencias que introduce el tipo de refinacion.
Desde el punto de vista cualitativo se aprecia, en primer
lugar, una diferencia acusada entre los destilados proce-
dentes de refinacion fisica y quimica que afecta funda-
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mentalmente a la relacién Acidos Grasos/Triglicéridos
mucho mas elevada en el caso de la refinacién fisica.
Aunque en el caso de la refinacién quimica parece existir
una elevada cantidad de grasa neutra, su importancia
cuantitativa depende de la cantidad total de destilados
obtenidos, mucho mayor en el caso de la refinacion fisica.
Por otra parte, en el cromatograma de los destilados de
refinacién quimica aparece un pico en el origen que
corresponde a compuestos de elevada polaridad que se
encuentran en proporcién aceptable en este tipo de des-
tilados.

Tabla i
Parametros de las Rectas de Calibrado obtenidas para los patrones de referencia

y=ax+b n Pendiente Ordenada r Factores de
(a) (b) correccion
Octadecano 20 3710 316 0.988 1.23
Acido Oleico 20 4576 -475 0.997 1.00
Trioleina 20 5272 -682 0.999 0.87
Colesterol 20 6729 1319 0.993 0.68

x = ng de compuesto.
r = coeficiente de correlacion.

y = Area en el registro.
n = n° de determinaciones.

1. Hidrocarburos
2. Acidos Grasos
3. Triglicéridos

4. Esteroles
2
1 1
3 4
F (o) F (o)
Refinacién Fisica Refinacién Qufmica
Aceite de Oliva Aceite de Soja

Figura 2

Cromatogramas de destilados de desodorizacién realizados con TLC-FID
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Tabla IV
Determinacion cuantitativa de los destilados obtenidos en la refinacidn fisica de aceite de oliva
y en la desodorizacién de aceite de soja

Oliva Soja
_ Refinacién Fisica Refinaciéon Quimica
X Si X S,-(
Hidrocarburos (%) 8.6 0.6 11.6 0.5
Acido Grasos (%) 82.6 2.0 50.8 0.9
Triglicéridos (%) 3.3 0.3 17.2 0.2
Esteroles (%) 0.7 0.2 8.0 0.2
Otros (%) 4.7 12.3
Acidez (%) 84.6 50.4
Insaponificable (%) 11.7 23.7
X .- Media de tres determinaciones. S;.- Desviacién Tipica.
La Tabla IV recoge finalmente los resultados obtenidos BIBLIOGRAFIA

en la evaluacién de las muestras de destilados de aceites
de oliva y de soja refinados en las condiciones descritas en
la Tabla I. Los picos minoritarios o0 no resueltos se han
incluido en la columna “Otros”. Las determinaciones se han
realizado por triplicado y los resultados que se muestran
incluyen la aplicacién de los factores de correccién corres-
pondientes. En las dos Ultimas filas de la tabla se detallan
los valores de acidez e insaponificable obtenidos aplican-
do las determinaciones clasicas normalizadas (Normas
UNE 55-004 y UNE 55-011).

Los resultados indican que el coeficiente de variacion de
la media es, como era de esperar, superior al encontrado
para los compuestos de referencia.

No obstante, la reproducibilidad es excelente ya que se
obtienen valores del coeficiente de variacién inferiores al
5% para todos aquellos picos cuyos porcentajes son supe-
riores al 5%.

Es importante resaltar la coherencia entre los resultados
obtenidos mediante la determinacién propuesta y los valo-
res encontrados para la acidez y el insaponificable. Como
puede observarse, las cantidades de acidos grasos encon-
tradas son muy similares a los valores de acidez de las
muestras. Por otra parte, la suma de porcentajes de hidro-
carburos y esteroles - ambos grupos de compuestos inclui-
dos en la fraccién insaponificable - es inferior al tanto por
ciento encontrado para la citada fraccion utilizando el
método normalizado. En este Ultimo caso, las diferencias
son mayores ya que existen grupos de compuestos del
insaponificable que no han sido cuantificados y estan
incluidos en la fila “Otros”.

En resumen, el método desarrollado permite una cuan-
tificacion rapida y precisa de los principales grupos de
compuestos incluidos en los destilados obtenidos en la
desodorizacién y puede ser de gran utilidad para profun-
dizar en el conocimiento del proceso de refinacién, espe-
cialmente en la influencia de la cantidad de gas utilizado en
la desodorizacion.
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