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ABSTRACT

A method to quantify iron and copper in vegetable oils
through the Flame Atomic Absorption Spectrophotometry
technique was optimized and validated. The AOCS's offi-
cial methods were implemented to determine oxidized prod-
ucts, peroxide value (PV) and p-anisidine value (p-AV) and
their relationship with the amount of iron and copper dur-
ing oil industrial refinement process. The study startedin a
palm oil extraction plant in Central Pacific zone of Costa
Rica and was followed through a refinery plant in San José.
Palm oil naturally had important iron and copper levels: 9,0
and 0,30 ppm, respectively. These quantities decreased due
to cleaning process and oil settling to 4,0 ppm for iron and
0,20 ppm for copper. Iron concentration increased again
after oil fractions from other two extraction plants were
mixed in the transportation trucks, reaching a level of 8,0
ppm. At the bleaching stage, most of the ions were re-
moved, remaining a concentration of 0,60 ppm iron and 0,1
ppm cooper. It was established that auto-oxidative process
started at the storage tank (significant PV increase, p<0,05)
at the extraction plant, and it reached the most advanced
state in the bleaching stage at refinery plant (maximun p -
AV value). The oxidized products were finally eliminated
after deodorization. It was concluded that iron and copper
pro-oxidant role did not contribute significantly to the auto-
oxidative process.

! Escuela de Quimica, Universidad de Costa Rica

14 - REVITECA volumen 9 - 2002-03

RESUMEN

Se optimizo y validdo un método para cuantificar la
concentracion del hierro y el cobre en aceites vegetales
mediante la técnica de espectrofotometria de absorcion
atémica de llama. Se implementaron los métodos oficiales
establecidos por la AOCS para la determinacion de los
productos oxidados: indices de peroxido (IP) y de p-anisidina
(Ip-A), para evaluar el grado de deterioro del aceite de
palma y su relacion con el contenido de hierro y cobre,
durante el proceso de refinacion industrial. El estudio inicio
en una planta extractora de aceite ubicada en fa zona Pacifico
Central de Costa Rica y continud en una plana refinadora
de aceites en San José. Los niveles de hierro (9,0 ppm) y
cobre (0,3 ppm) encontrados en los frutos disminuyeron
respectivamente a 4,0y 0,2 ppm, debido a las operaciones
de limpieza y al reposo del aceite en los tanques intermedio
y de almacenamiento. Durante el transporte del aceite crudo
a San José, en camiones cisterna (pipas), el hierro
experimento un aumento significativo a (p<0,05) a 8,0 ppm,
debido a la mezcla de aceites crudos provenientes de otras
plantas extractoras de aceite ubicadas en la Zona Sur del
pais. Durante la etapa de blanqueo del aceite, los iones
metalicos fueron removidos casi totalmente, permaneciendo
en el aceite una concentracién de hierro de 0,6 ppm y de
0,1 ppm cobre. EI IP (meq/kg) del aceite de palma mostrd
un incremento significativo (p<0,05) en el tanque de
almacenamiento y en las pipas, marcando el inicio del
proceso auto-oxidativo, el cual alcanzd su punto maximo
en la etapa de blanqueo, con la formacion de compuestos
secundarios tipo aldehido derivados del fendmeno de auto-
oxidacion (maximo valor del Ip-A). En la etapa de
desodorizado del aceite se eliminaron definitivamente los
productos de la auto-oxidacion, permaneciendo una
pequena fraccion no volatil derivada de este proceso. De
los resultados obtenidos se deduce que el hierro y el cobre
no contribuyen significativamente en el fendmeno auto-
oxidativo del aceite de palma durante el proceso de refinacion
industrial.
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INTRODUCCION

de modificar sus propiedades fisicas y quimicas a tal punto
que puede transformar la matriz en un producto no apto

En Costa Rica existen actualmente 41000 Ha de pa\ma
aceitera (E£/aels guineesis) sembradas en las regiones

Pacifico Sur, Pacifico Central y Atléntico, donde estan

ubicadas las plantas extractoras de aceite. El sector aceitero
Qe pavma ae Costa Rica respresenta una inversion agricola

enorme, tanto en plantaciones, como en infraestructura y
tecnologia: ocupando el sexto lugar en volumen de
produccion en la agricultura de nuestro pais. Genera empleo
a mas de 6000 trabajadores, principalmente de zonas
marginadas y de poco desarrollo del pais (Compaiiia Palma
Tica, 2003).

El fruto de la palma produce dos tipos de aceite, el
procedente de la pulpa (aceite de palma) y el de la semilla
(aceite de coquito). El racimo cuenta con 3000 a 6000 frutos
que son tratados con vapor caliente para inactivar su gran
actividad lipasica y separar la pulpa de la semilla. De la
pulpa triturada, se obtiene el aceite de palma por prensado,
el cual se clarifica por centrifugacion. Posteriormente, se
lava con agua caliente y se deseca para obtener un producto
bruto o "aceite crudo”, que debido a su elevado contenido
en carotenoides tiene un color desde amarillo hasta rojo.
Mediante el refinado el aceite de palma se blanquea y libera
de los acidos grasos libres (Belitz y Grosch, 1992).

Mas del 95% en masa del aceite obtenido son
triglicéridos, el resto esta integrado por agua,
monoglicéridos, diacilgliceroles, acidos grasos libres,
carotenoides, fosfolipidos, esteroles, tocoferoles,
hidrocarburos y alcoholes grasos. E! aceite de palma contiene
un 40% de acido palmitico, 40% de acido oleico, 12% de
acido linoleico y alrededor de un 8% de los acidos
palmitoleico, estearico y linolénico (Corley, 1976; Belitz y
Grosch, 1992).

El aceite de palma tiene gran importancia no sélo por
sus propiedades en la preparacion de los alimentos, como
son: el comportamiento frente a la fusion (27-380C), su
textura y la capacidad de disolver sustancias sensorialmente
activas, sino también por su elevado valor energético (39
kJ/g) y por ser fuente de vitamina E y de acidos grasos
esenciales como el linoleico (Meyer, 1988; Belitz y Grosch,
1992).

La calidad del aceite de palma, al igual que otros aceites,
se ve afectada por el proceso de peroxidacion lipidica, capaz

para el consumo humano. Los acidos grasos insaturados y

poliinsaturados sufren con mayor facilidad este proceso de

oxidacion, el cual conduce a la formacion de hidroperaxidos

an cue aacicianes alilicas vy dahlemente allicas.. L a qresendia
de estos compuestos se evalla a través de la determinacion
del "indice de perdxidos", el cual es directamente
proporcional al grado de alteracion oxidativa del aceite (Belitz
y Grosch, 1992; Matissek et al., 1992).

Los hidroperdxidos son compuestos intermedios en el
proceso de oxidacion lipidica y su degradacion conduce a la
formacion de sustancias volatiles, responsables del olor y
sabor a rancio, las cuales en su mayoria son compuestos
carbonilicos. Por ejemplo, a partir del acido oleico se generan
principalmente el octanal y el nonanal; del acido linoleico
se forman mayoritariamente hexanal, 2tr-heptenal, 2c-
octenal, 2tr-octenal y 2tr,4c-decadienal. La presencia de esta
gran diversidad de compuestos carbonilicos es evaluada a
través de la determinacion de los indices de bencidina o de
anisidina, los cuales reflejan en forma directa la alteracion
del aroma de tipo rancio (Belitz y Grosch, 1992; Matissek et
al, 1992).

El proceso de peroxidacion lipidica es catalizado por la
presencia de trazas de diversos iones metalicos (hierro,
cobre, cobalto, etc), los cuales pueden provenir de la ma-
teria prima utilizada para extraer el aceite, de los aparatos
utilizados durante el proceso de extraccion o del material
de envase (Belitz y Grosch, 1992).

Por este motivo se consideré necesaria una evaluacion
de la estabilidad oxidativa del aceite de palma durante los
procesos de extraccion y refinacion industrial.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y tratamiento de las muestras

Las muestras se tomaron en una planta extractora de
aceite de palma ubicada en la regién Pacifico Central de
Costa Rica y en una planta refinadora de aceites vegetales
ubicada en San José. Se recolectaron muestras de frutos
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en las plantaciones de palma aceitera y de aceites en dos
etapas del proceso de extraccion: tanque intermedio y tanque
de almacenamiento. Se muestrearon los contenedores de
transporte (pipas) de aceite, donde se da una mezcla con
aceites provenientes de otras dos plantas extractoras. En
la planta refinadora de aceite de palma se tomaron
muestras de aceite blanqueado y aceite desodorizado. Todas
la muestras de aceite recolectadas se almacenaron en
frascos de vidrio, con tapa de plastico, por un tiempo menor
de 48 h, en refrigeracion y protegidas de la luz. Las muestras
de la planta extractora se mantuvieron en una nevera con
hielo, durante el transporte a San José.

Frutos: los frutos maduros fueron recolectados
manualmente, en muestras triplicadas de 5,0 kg, tomadas
al azar de 10 plantas de palma aceitera por muestra, en 3
dias no consecutivos. Los frutos de cada muestra se lavaron
con agua destilada y se sometieron a coccion a 75°C por
2 h. Posteriormente, los frutos se prensaron en una prensa
hidraulica de acero inoxidable, a una presion de 2500 psiy
el liquido o aceite de prensa fue decantado para obtener
"aceite crudo”, con un 35% de extraccion, a nivel de
laboratorio.

Aceite del tanque intermedio: del aceite crudo obtenido
inmediatamente después de las etapas de prensado y
decantado, se tomaron 3 muestras diarias de 400 g cada
una, en 3 dias no consecutivos.

Aceite del tanque de almacenamiento:. se tomaron 3
muestras diarias de 400 g cada una, a 3 diferentes
profundidades del tanque de almacenamiento, en 3 dias no
consecutivos.

Aceite de los contenedores de transporte. se tomaron
muestras de 100 g, cada una de 5 pipas.

Aceite del tanque de almacenamiento: en ambas etapas

del proceso se tomaron muestras triplicadas de 400 g cada
una, durante 6 dias no consecutivos.

Andlisis de hierro y cobre

Todos los aceites fueron analizados para cuantificar el
contenido de hierro y cobre por la técnica de
espectrofotometria de absorcion atomica de llama, de la
siguiente forma: se midié una masa de 0,0500 g de 6xido
de magnesio en un crisol de porcelana limpio y seco. Se
agrego 25,0 g de aceite fundido (60-70°C) y homogeneizado.
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El aceite se quemd, manteniendo una combustion
moderada, hasta la obtencidn de cenizas. Posteriormente,
se calcind a 600°C por 30 min. Se retird la muestra y permitid
que alcanzara la temperatura ambiente. Se agregd una
alicuota de 5,00 mL de una disolucién de acido sulfurico al
7,00% (m/v). La disolucion obtenida se analizd bajo las
condiciones especificas para cada metal (Cuadro 1). El
blanco y los patrones se prepararon en disolucion acuosa
al 1,000% (m/v) de dxido de magnesio y 7,00% (m/v) de
acido sulfdrico.

Cuadro 1. Condiciones instrumentales utilizadas para el
analisis de hierro y cobre por espectrofotometria de
absorcion atdomica de llama*

__ Parametro Especificacion
Tiempo de integracion 1,0s

Numero de réplicas 3

Tiempo de espera 0s

Modo de lectura AA-BG (back ground)
Flujo (acetileno/aire) 1/2

I/mA 25 (Fe) y 20 (Cu)
A/nm 248 9 (Fe) y 325,4 (Cu)
Sliynm 0,2 (Fe)y 0,7 (Cu)

*Equipo: Perkin Elmer 3110

El método descrito fue validado a través de la
determinacion de las figuras de mérito usuales, de acuerdo
con la Norma ISO 8466-1 (1S0O,1990). Se establecio el ambito
lineal para las curvas de calibracion, obteniéndose valores
de 0,50 a 12,0 mg/L para el hierroy 0,10 a 2,5 mg/L para el
cobre. Se determind el porcentaje de recuperacion de
muestras enriquecidas (107% para el hierro y 90% para el
cobre), como criterio de exactitud. La precision se expresd
en términos de repetitividad, segtn la definicién dada por
la AOCS (1995) y se obtuvieron valores de 0,03 en la
desviacion estandar, para ambos metales. Los valores de
los limites de deteccion fueron de 0,15 mg/L y 0,03 mg/L
para el hierro y el cobre respectivamente.

Determinacion de Jos indices de peroxidos y anisidina

A todos los aceites se les determind los indices de
perdxidos y de anisidina utilizando respectivamente los
métodos oficiales Cd 8-53 y Cd 18-90, descritos por la AOCS
(1995).



Andlisis estadistico

Se realizd una comparacion de medias (t-Student) para
determinar si existian diferencias significativas al 95% de
confianza en los niveles de hierro, cobre y los indices de
peroxidos y de anisidina, entre los aceites de las diferentes
etapas del proceso.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los frutos tomados directamente de la palma
aceitera, se encontrd que las cantidades de hierro y cobre
son las mas altas de todo el estudio (Figura 1y 2), debido
a que estos metales se encuentran ampliamente distribuidos
en muchos compuestos que intervienen en las funciones
metabdlicas de las céluas vegetales (Belitz y Grosch, 1992);
sin embargo, su accion pro-oxidante no se manifiesta pues
no se detectaron peréxidos (Figura 3), lo que se debe al
efecto protector del tejido vegetal, que impide la oxidacion
de los acidos grasos a través de mecanismos externos,
como la foto-oxigenacion. Los aldehidos encontrados
corresponden a la composicién normal del fruto que
contribuye, junto con algunos ésteres, al tipico aroma del
aceite recién extraido. Por esta razén y no por causa del
proceso auto-oxidativo, se encontro un elevadisimo Ip-A,
(Figura 4), que de otro modo indicaria un avanzado estado
de deterioro del aceite. Estos resultados indican que a pesar
de la existencia de compuestos con poder oxidante en el
fruto, que se generan invariablemente durante sus procesos
bioldgicos, las formas de proteccion que éste posee, son
suficientes para evitar que se desarrolle el fenémeno auto-
oxidativo (Bohinski, 1987).
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TI tanque intermedio; TA tanque de almacenamiento; PB producto blanqueado; PD producto
desodorizado.
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Figura 1. Variacién en el contenido de hierro durante el proceso de
refinacion industrial del aceite de palma.

Una vez que el fruto ha sido calentado y prensado el
aceite extraido se somete a un proceso de purificacion,
que incluye las etapas de desarenado y centrifugacion, para
eliminar los llamados "lodos” o sedimentos que acompanan
al aceite. Diversas metaloenzimas como lipoxigenasas,
catalasas y peroxidasas, entre otras, coagulan y se eliminan
con esta fraccion de lodos (Belitz y Grosch, 1992).
Posteriormente, el aceite se seca y se envia al tanque
intermedio, que constituye un punto de flujo continuo por
donde pasa el aceite que va a ser almacenado. Por lo tanto,
el tanque intermedio recibe el aceite mas limpio del
proceso, sin acumular fracciones anteriores. En las Figuras
1y 2 se aprecia que en las muestras de este tanque hubo
una disminucidn significativa (p<0,5) en los niveles de
hierro y cobre. Lo que se debe, en gran medida, a que en
los lodos se eliminan proteinas Fe-porfirinicas u otras
metaloproteinas, cuyo grupo prostético fue desnaturalizado
por la accién del calor. El resultado es la eliminacion de
catalizadores mas activos que el ion libre en la ruptura de
hidroperdxidos (Belitz y Grosch, 1992). En esta etapa del
proceso, a pesar de las altas temperaturas, la humedad,
el oxigeno, la luz y la presencia de sensibilizadores como
la clorofila, los perdxidos no se han formado adn (Figura
3), lo que confirma la estabilidad de este aceite frente a la
oxidacion. Por su parte, decrece significativamente
(p<0,05) el Ip-A (Figura 4), como resultado de la
eliminacion de aldehidos volatiles durante la operacion de
secado o eliminacidn de humedad que acompana al aceite.
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desodorizado.

Figura 2. Variacion en el contenido de cobre durante el proceso de
refinacion industrial del aceite de palma.

Cuando se analizan los resultados obtenidos en el aceite
del tanque de almacenamiento (Figura 3), se observa por
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primera vez la aparicion de los perdxidos y con esto
empiezan a cobrar importancia los iones metalicos
presentes en el aceite. Sin embargo, el Ip-A no muestra
cambios significativos (p>0,05) (Figura 4), lo que indica
que a pesar de que el proceso auto-oxidativo ya ha iniciado,
luego de haber superado un periodo de induccién, no se
encuentra en una etapa tan avanzada como para
observarse la generacion de aldehidos derivados de los
peroxidos. En esta parte del proceso, el nivel de hierro
disminuyd significativamente (p<0,05) (Figura 1), aunque
ciertamente no se ha practicado operacion alguna de
limpieza. El andlisis de una fraccion tomada del fondo del
tanque de almacenamiento sugiere que esto se debe a un
proceso de sedimentacién que sufre el resto de las
impurezas como consecuencia del reposo del aceite du-
rante su almacenamiento, 10 que ocasiona que se forme
una capa lodosa donde se acumulan los metales, a
concentraciones tan altas como 1000450 ppm para el hierro
y 12,4+0,3 ppm para el cobre.

3.0
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Fruto TI TA Pipas PB PD
Etapa del proceso
TI tanque intermedio; TA tanque de almacenam ento, PB producto blangueado; PD producto
desodorizado

Figura 3. Variacion en el indice de peroxidos (IP) durante el
proceso de refinacion industrial del aceite de palma.

El aceite analizado en las pipas (contenedores de
transporte) es una mezcla conformada por las distintas
fracciones de aceite de palma provenientes’de las otras
dos plantas extractoras. Esta muestra compuesta, atiende
al hecho de que todo el aceite recibido se une,
indistintamente de su procedencia para ser luego refinado.
Aunque el andlisis estadistico demuestra que el pequefio
incremento observado por primera vez en el Ip-A (Figura
4) no es significativo, muy probablemente se debe a la
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evolucidn incipiente de los perdxidos, los que aumentaron
significativamente (p<0,05), alcanzando el maximo valor
de todo el estudio (Figura 3). Si se observa el
comportamiento del nivel de perodxidos, efectivamente se
reconoce un crecimiento exponencial, tipico del mecanismo
radicalario.

De acuerdo con estos resultados, el proceso auto-
oxidativo ya ha trascendido la formacion de los peroxidos
para dar origen a los compuestos finales, lo que significa
que el IPy el Ip-A ahora constituyen pruebas acopladas de
un mismo fenomeno. Por lo tanto, en vista de su caracter
complementario, puede emplearse el indice de oxidacién
total (TOTOX = Ip-A + 2 IP) que los reune en una sola
magnitud (AOCS, 1995), permitiendo una mejor
interpretacion de la auto-oxidacion, el cual en este caso
tiene un valor de 8,3 + 1,6. Ademas debe tomarse en cuenta,
que si el Ip-A luego del secado corresponde al menor nivel
natural de aldehidos en la matriz, entonces es un valor
base que sirve de referencia para distinguir la verdadera
contribucion del proceso auto-oxidativo. Finalmente el hierro
experimenté un aumento significativo (p<0,05) en la pipas
(Figura 1), que puede deberse al aporte de las otras dos
plantas extractoras, elevando su concentracion casi hasta
los niveles originales. El cobre no vario significativamente
(p>0,05), sugiriendo poca o ninguna diferencia a nivel de
tanques de almacenamiento, lo que no excluye que puede
haberla a nivel de plantacion.
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Figura 4. Variacion en el indice de p-anisidina (Ip-A) durante el
proceso de refinacién del aceite de palma.

El proceso de refinacion continda con la etapa de
blanqueo, donde efectivamente se logran disminuir las



concentraciones de metales, mediante su adsorcion en una
arcilla activada y formacion de quelatos con el acido citrico,
utilizado como agente secuestrante (Figuras 1y 2) (Quimica
Sumex S.A., 1994). La Figura 4 muestra que en esta etapa
se registraron los valores mas altos en el Ip-A, pues no ha
cesado la formacion de aldehidos que se inicid en el aceite
de las pipas. Con esto se alcanza el punto mas critico de la
peroxidacion lipidica, con un valor de TOTOX igual a 8,6 +
4,0 que podria ser mayor, si no fuera porque muchos
peroxidos se eliminaron durante el blanqueo, lo cual se
confirma por la sensible disminucién en el IP (Figura 3).
Tipicamente bajo estas condiciones lo que ocurre es una
transformacion de los perdxidos en compuestos carbonilicos
o hidrocarburos, como resultado de la deshidratacion directa
de un hidroperoxido o del alcohol derivado respectivamente
(Belitz y Grosch, 1992). Este proceso es favorecido por las
propiedades adsorbentes-de la arcilla, lo cual promueve la
hidratacion del aluminosilicato, desplazando por completo
el equilibrio de la reaccion anterior hacia la formacion de
compuestos volatiles (Corley, 1976).

En la etapa de desodorizado, una gran parte de los
peroxidos restantes se descomponen y toda materia volatil
se separa definitivamente por destilacion en corriente de
vapor a presion reducida. El IP disminuye significativamente
(p<0,05) y el Ip-A esta cerca de recuperar su valor base
(Figuras 3y 4), tal y como se encontraba en el aceite del
tanque intermedio o en el tanque de almacenamiento,
donde ni siquiera el proceso de auto-oxidacion habia iniciado.
Ahora el TOTOX adquiere un valor de 0,8 convirtiendo al
aceite de palma en un producto apto para el consumo
humano. De acuerdo con la composicidn de este aceite,
uno de los principales productos que contribuyen en el valor
del Ip-A, es el 2,4-dienal, derivado del 13 - hidroperoxido
del acido linoleico, sin embargo, no es volatil. Esta clase de
productos de la auto-oxidacion, junto con los aldehidos natu-
rales no volatiles del aceite, conforman el conjunto que
prevalece luego del desodorizado y que determinan el
minimo valor en el Ip-A que tendra el aceite. Sin embargo,
a pesar de haber eliminado los productos de la auto-
oxidacion, el aceite es mas sensible a sufrir la reaccion de
foto-oxigenacion, debido a la eliminacion y/o descomposicidn
térmica de antioxidantes naturales, como los pigmentos
carotenoides (Belitz y Grosch, 1992).

Para indagar la posible relacién entre la calidad del aceite
y el nivel de metales pesados bajo las condiciones de la
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refinacidn industrial, era necesario garantizar que el resto
de los parametros que afecta el desarrollo del proceso
autooxidativo se mantuvieran constantes. Por lo tanto, lo
mas viable en este estudio era la comparacion dentro de
cada etapa, bajo la reproducibilidad que éstas permitieran.
Aun asi no fue posible distinguir la actividad del hierro y el
cobre, como un aporte singular al fendémeno auto-oxidativo,
durante el proceso de refinacion industrial del aceite de
palma. Se comprueba, entonces, que existen otros factores
que también modulan la auto-oxidacidn, interviniendo de
tal forma que no permiten establecer una correspondencia
del avance de este fendmeno simplemente con el nivel de
los metales.
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