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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de emU (Dromaius novaehollandia).

RESUMEN GENERAL

El aceite de emu es un valioso recurso para la industria farmaceutica y cosmética, debido
a sus propiedades particulares relacionadas con efectos potenciales sobre la salud y ventajas
terapéuticas. Su importancia, deriva de la funcionalidad que este puede conferir, por sus
caracteristicas quimicas y estructurales, que dependen de la composicién y proporcién de

los 4cidos grasos presentes en el aceite.

El em0 en México es criado sobre todo para la comercializacion de la carne, mientras
gue en Norte América es criado principalmente para la obtencion de aceite, sin embargo, se
sabe muy poco sobre su composicién, la cual es probable que pueda variar por factores
como la alimentacion del animal o en funcion del método de extraccion. En el afio 2000,
fue introducido exitosamente en los estados de Coahuila, Hidalgo y Nuevo Ledn, pero
también hay otros estados como Oaxaca, donde se ha desarrollado su reproduccion.

La extraccion del aceite de em( involucra el uso de solventes o la aplicacién de calor,
donde la temperatura es un factor critico para su composicion y los solventes generan
diversos inconvenientes por su uso. La composicion del aceite de emd, ha sido reportada
para extracciones con solventes a través de cromatografia de gases. No encontrando
reportes relacionados con otros métodos de extraccidén, asi como reportes de su

composicion a través de otras técnicas espectroscopicas.

Al no existir un método estandarizado, para la extraccion del aceite de emu y
considerando que existen factores que pueden variar su composicion, se desarrollado el
presente trabajo, con el objetivo de caracterizar el perfil de acidos grasos del aceite de emq,
proveniente de emus criados en México, y extraido a través de métodos sin el uso de
solventes. Los metodos evaluados en algunos casos, utilizaron temperaturas moderadas,
para minimizar una posible degradacion en la composicion original, asi mismo se evaluaron

métodos modernos a través de microondas y bafio ultrasénico, ambos también sin el uso de



Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de emU (Dromaius novaehollandia).

-solventes. El aceite obtenido, fue analizado a través de algunas propiedades fisicas, y

caracterizado por técnicas espectroscopicas como FT-IR, UV-Vis y GC-MS.

Los métodos evaluados, mostraron la factibilidad de obtener aceite de emu, de
propiedades fisicas similares a lo reportado en bibliografia, observando el mayor

rendimiento de extraccion, en el método de bafio ultrasonico.

La espectrometria FT-IR y UV-Vis, permitio observar a través de los espectros, la
presencia de bandas caracteristicas asociadas a los enlaces, de los grupos funcionales
principales de un aceite, los cuales, no mostraron algun dafio estructural por la temperatura
o la interaccion con el oxigeno del aire, entre otros. Los acidos grasos identificados por
GC-MS fueron, palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1),
linoleico (C18:2), linolenico (C18:3) y eicosenoico (C20:1).

El analisis de los perfiles entre si, mostraron similitud en su composicion y proporcion
no significativas, observando que en el caso del acido linoleico, se encontraron diferencias
significativas, en comparacion con las muestras de referencia y con lo reportado en

bibliografia.
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ABSTRACT GENERAL

Emu oil is a valuable resource for pharmaceutical and cosmetic industries because of their
special properties related to potential health effects and therapeutic benefits. Its importance
stems from the functionality that it can confer, by their chemical and structural

characteristics, which depend on the composition and proportion of fatty acids in the oil.

The emu in Mexico is being reared mainly for the marketing of meat, while in North
America is grown mainly for oil extraction, however, little is known about its composition,
which is likely to vary by factors such as animal feed or depending on the method of
extraction. In 2000, was successfully introduced in the states of Coahuila, Hidalgo and
Nuevo Leon, but other states like Oaxaca, where it has developed its reproduction recently.

The emu oil extraction involves the use of solvents or heat application, where the
temperature is a critical factor for the solvent composition and generates several problems
for its use. The composition of emu oil has been reported for solvent extraction by gas
chromatography. Finding no other reports related to extraction methods, as well as reports

of its membership through other spectroscopic techniques.

As there is no standardized method for extraction of emu oil and considering that there are
factors that can change its composition, this work was developed with the aim of
characterizing the fatty acid profile of emu oil, emus reared from in Mexico, and extracted
by methods without the use of solvents. The methods evaluated in some cases, moderate
temperatures used to minimize possible degradation in the original composition and the
same modern methods were evaluated by microwave and ultrasonic bath, both also without
the use of solvents. The oil obtained was analyzed through some physical properties, and
characterized by spectroscopic techniques like FT-IR, UV-Vis and GC-MS.
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The methods evaluated showed the feasibility of obtaining emu oil, physical properties
similar to those reported in literature, noting the highest yield of extraction in ultrasonic
bath method.

The FT-IR spectroscopy and UV-Vis, allowed observing through the spectra, the presence
of characteristic bands associated with the links, the main functional groups of an oil, which
showed no structural damage or temperature interaction with oxygen in the air, among
others. Fatty acids identified by GC-MS were palmitic (C16:0), palmitoleic (C16:1), stearic
(C18:0), oleic (C18: 1), linoleic (C18: 2), linolenic (C18:3) and eicosenoic (C20: 1).

The profiles were analyzed together, showed similarity in composition and proportion isn’t
significant, noting that in the case of linoleic acid, significant differences compared to

reference samples with those reported in literature.
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INTRODUCCION GENERAL

Desde épocas antiguas, el aceite de emd, ha sido utilizando en la curacion y cicatrizacion
de heridas, asi como en el control o alivio de dolores reumaticos de varios masculos [1]. El
aceite de emu es extraido de la grasa de los depositos adiposos del emu; en comparacion
con otras aves consideradas dentro del mismo grupo como el avestruz y el fiandu, posee una
proporcion superior de tejido graso [2]; antiguamente fueron conocidas como grupo de aves
corredoras o ratites [3]. EI em( es considerado entre los granjeros como una buena

alternativa para su reproduccion en cautiverio [4].

En Meéxico, ha sido introducido exitosamente en Coahuila, Hidalgo y Nuevo Ledn [5],
sin embargo hay otros estados, como Oaxaca, donde se ha desarrollado su reproduccion.

Dentro de los principales productos obtenidos de la cria del emu, se encuentra la
comercializacion del aceite en el campo farmacéutico y cosmético, sin embargo, en México
en su mayoria son criados para la comercializacion de la carne, en cuanto al aceite, se sabe
muy poco al respecto, asi como de su composicién, la cual es probable que puede variar en
funcién de algunos factores, como el método de extraccidn [6], la alimentacion, entre otros,

aunque este Ultimo no se ha estudiado en profundidad [7].

Como todos los aceites, esta constituido predominantemente de esteres de glicerina con
acidos grasos, llamados triacilglicéridos [8]. Son compuestos bioactivos insolubles en agua,
pero solubles en disolventes, sus propiedades fisicoquimicas dependen del tipo y contenido
de &cidos grasos (perfil de acidos grasos). Dichos compuestos son extraidos de la fase
solida (grasa), a través de métodos tradicionales como la aplicacion de calor y el uso de
solventes, este ultimo es muy utilizado por su alto rendimiento y su factibilidad en la

extraccion total de lipidos [9].

El perfil de acidos grasos es un factor importante en la calidad del aceite de emq, en la

actualidad la mayoria de las referencias cientificas estan relacionadas con el estudio de los
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acidos grasos de emus criados en Australia, Estados Unidos y Canada, extraidos con el uso
de solventes. Los trabajos publicados acerca de la composicion de este aceite, son escasos
[2], entre los que se encuentran disponibles, se reporta que la composicion del aceite de
emu esta formada casi de un 100% de triacilglicéridos, sin embargo, puede variar durante el

proceso de obtencion, modificando su estructura original.

Los métodos de extraccion tradicionales, utilizan la aplicacion de calor o el uso de
solventes. En ambos casos, se pueden presentan diversos inconvenientes, como el uso de
temperaturas elevadas para ablandar el tejido adiposo, permitiendo asi la salida del aceite;
la temperatura es un factor critico para la composicion y proporcién de los acidos grasos,
los cuales pueden sufrir reacciones de degradacion, como oxidacion e isomerizacion,
alterando la composicion original. Por su parte el uso de solventes es perjudicial para el

medio ambiente, asi como en su manejo durante el proceso [10].

Al no existir un método estandarizado para la extraccion del aceite de emu y
considerando que es mas susceptible a la descomposicion en comparacion con otro tipo de
grasas de origen animal, se evaluaron diversos métodos sin el uso de solventes, utilizando
condiciones moderadas de temperatura y una exposicion minima al aire, como alternativas
para minimizar un posible dafio en la composicion original del aceite; evaluando métodos a
través de diferentes condiciones de proceso. Todo esto descrito en el capitulo I, titulado

“Extraccion de aceite de emu sin el uso de solventes”.

Una forma rapida de caracterizar los extractos obtenidos de la grasa de emu, fue
aplicando técnicas instrumentales como la espectroscopia infrarroja y la espectroscopia
ultravioleta-visible, permitiendo el estudio de la estructura de los extractos y sus posibles
cambios por efecto de los tratamientos [12]. Los resultados obtenidos, se presentan en el
capitulo 11, titulado “Aplicacién de técnicas espectroscopicas en el analisis de aceite de

799

cmu .

La técnica ampliamente utilizada para la identificacién de &cidos grasos, ha sido la

cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas GC-MS, requiriendo

2
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previamente la derivatizacion de los acidos a sus esteres metilicos, debido a que son muy
polares y poco volatiles, dificultando su andlisis. La asociacion de GC-MS dio lugar a una
técnica combinada que permite la separacion e identificacion de mezclas complejas de
manera inequivoca [13]. Presentando los resultados en el capitulo 111, titulado “Analisis
del perfil de acidos grasos del aceite de emd por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas”.

Lo antes mencionado permitié establecer en el presente trabajo la siguiente hipotesis “la
composicion y proporcion del perfil de &cidos grasos del aceite de emu varia dependiendo
del proceso de extraccion”, contrastandola con el objetivo general “Caracterizar el perfil
de &cidos grasos del aceite de emU proveniente de diferentes métodos de extraccion sin
el uso de solventes para evaluar el efecto en la composicion y proporcion del aceite”, del

cual se desprendieron los siguientes objetivos especificos:

1. Extraer aceite de emu a través de diversos métodos sin el uso de solventes, asi como
con el uso de solventes.

2. Determinar propiedades fisicas en el aceite crudo (color, densidad e indice de
refraccion).

3. Evaluar el aceite crudo por espectrometria infrarroja y ultravioleta visible.

4. ldentificar y analizar el perfil de acidos grasos del aceite crudo por GC-MS,

incluyendo muestras comerciales (testigo), comparando los perfiles entre si.

La metodologia utilizada en el presente trabajo, comprendio tres etapas importantes, que

permitieron caracterizar el perfil de acidos grasos del aceite de emu, concernientes a:

a) Extraccion del aceite, determinando algunas propiedades fisicas.
b) Caracterizacion rapida a través de la espectrometria infrarroja y ultravioleta-visible.
c) Caracterizacion por cromatografia acoplada a la espectrometria de masas, previa

preparacion de los extractos, que consistio en la derivatizacion de los &cidos grasos.
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El aceite fue extraido de la grasa del emu por deshidratacion y digestion, asi como a
través del uso de microondas y ondas ultrasénicas. Todos ellos permitieron la salida del
extracto, a través del dafio provocado en la pared celular. La deshidratacion fue a través de
un bafio maria asistido con vacio y en un rotavapor, la digestion se llevo a cabo por el
calentamiento directo con agua destilada (método tradicional conocido como fusion
hameda), asi como, a través de un microondas convencional y en un bafio ultrasonico. El
aceite de emu, también fue extraido con solventes como método de comparacion, por ser el
método mas estudiado en la extraccidén de aceites por su alto rendimiento a temperatura
ambiente. La grasa de em0 fue adquirida de dos criaderos, una en Nuevo Le6n y otra en
Oaxaca, ambas almacenadas a temperaturas bajas, con la finalidad de evitar reacciones de
degradacion. Asi mismo, fueron adquiridos aceites de emu comerciales como muestras
control, una en Nuevo Ledn (aceite refinado de importacion) y otra en Oaxaca (aceite crudo

nacional).

Los extractos (aceite crudo) obtenidos de los diferentes métodos, fueron analizados a
través de algunas propiedades fisicas como el color, la densidad y el indice de refraccion,
debido a que, las propiedades fisicas de los aceites estdn muy ligadas a sus triacilglicéridos
y &cidos grasos que los componen; estas pueden variar con base a las técnicas de obtencion
respecto a los valores clasicos, por lo que su medida puede proporcionar alguna idea en
cuanto a su caracterizacion [14]. Estos también fueron analizados por las técnicas de
espectrometria infrarroja y ultravioleta-visible, utilizando los equipos (Marca Nicolet,
modelo Nexus 470 FT-IR), usando un rango MIR de 4000 a 400 cm™ y (Marca Perkin
Elmer, modelo lambda 25), de doble haz con lampara de deuterio y un rango de longitud de

onda de 200-700 nm, respectivamente.

Previo a la identificacion del perfil de acidos grasos por GC-MS, las muestras fueron
derivatizadas con la finalidad de convertir los acidos grasos en sus ésteres metilicos
correspondientes, los cuales son més estables, menos polares y mas volatiles que el acido
graso original, con trifluoroborano-metanol al 14% como agente metilante y catalizador; la
técnica fue la de Guzman [15], modificada.



Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de emU (Dromaius novaehollandia).

Las muestras metiladas, fueron analizados en cromatégrafo de gases autosystem XL
acoplado a un espectrometro de masas TurboMass, ambos (Marca Perkin Elmer). El
espectrometro utilizd una fuente de ionizacién de 70eV por impacto electrénico. Los
analitos fueron separados en una columna capilar BPX-70 de 60 m de largo y 0.25 mm de

diametro interior (Marca SGC).

La identificacion de los acidos grasos fue comparando los tiempos de retencion de cada
pico obtenido del cromatograma TIC con un estandar externo de 37 componentes de metil
ésteres de acidos grasos (No. 47885-U, Supelco, Co), asi como por el analisis de los
espectros de masas correspondientes por comparacién con los espectros de la libreria de la
base de datos (NIST Mass Spectral version 1.7) y por el andlisis de las fragmentaciones

abundantes observadas en los espectros.

Se utiliz6 un disefio experimental de un factor aleatorio por duplicado, donde los perfiles

de &cidos grasos fueron analizados por ANOVA.

Las etapas del presente estudio, fueron estructuradas en formato articulo, con la
finalidad de proporcionar orden y coherencia en los resultados obtenidos en cada etapa que
conformaron el trabajo titulado “Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de
emua (Dromaius novaehollandiae)”, de los cuales, los resultados del capitulo I, fueron
aceptados en la revista, European Journal of Lipid Science and Technology, con numero
de manuscrito ejlt.201000498, titulado Evaluation of Emu Oil. Extraction method and
their effects on physical and Rheological behavior. El resto de los resultados, se

encuentran en preparacion para su publicacion.

Al final de este trabajo, se muestran las conclusiones generales de los resultados
obtenidos de los capitulos y su relacién entre si, asi como la verificacion de la hipétesis

propuesta en el presente estudio.



Capitulol: Extraccion de aceite de emu sin el uso de solventes.

CiDiR

oaxacna
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Instituto Politécnico Nacional (CIIDIR-IPN Oaxaca). Calle Horno 1003. Santa Cruz Xoxocotlan.
C.P. 71230. Oaxaca. México. anamaria_pinedareyes@hotmail.com

Resumen: La extraccion de aceites es cominmente realizada con solventes o a
través de la aplicacion de calor. Ambos métodos tradicionales conllevan a diversos
inconvenientes. La digestion de la grasa de em( utilizando agua destilada a ebullicion
(método convencional o fusién hiumeda) y la deshidratacién por calentamiento indirecto
a temperaturas controladas utilizando un bafio maria y un rotavapor, asi como, la
aplicacion de métodos modernos como el ultrasonido y el microondas no asistidos,
fueron evaluados para obtener aceite de emu sin el uso de solventes. Los aceites
obtenidos presentaron caracteristicas similares en las propiedades fisicas evaluadas. El

mayor rendimiento de extraccion fue obtenido a través del método de bafio ultrasonico.

Palabras Clave: Aceite de emq, extraccion, emd, microondas, ultrasénico.

Abstract: The oil extraction is commonly performed through the use of solvents or
through of direct thermal application. However, both traditional methods lead to several
problems. The digestion of emu’s fat using boiling distilled water (traditional method)
and indirect heating dehydration at controlled temperatures, using a rotary evaporator in
water bath, and the modern methods like a ultrasonic and microwave unassisted, were
evaluated in emu’s oil obtaining without the use of solvent. The oils obtained were
comparable in the evaluated physical properties. The higher yield was observed in the

ultrasonic method.

Key words: Emu oil, extraction, emd, microwave, ultrasonic.
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1. Introduccién
1.1. Aceite de emu

El aceite de emu es considerado como una receta natural para aliviar dolores
musculares, reumaticos, heridas, tratar inflamaciones, atenuar cicatrices, curar
quemaduras y enfermedades de la piel [1], siendo valorado extensamente por ser un
recurso importante para la industria cosmética y farmacéutica [2], debido a, sus
propiedades relacionadas con la penetracion en la piel y efectos hidratantes, asi como,
por su efecto potencial sobre la salud [3]; sus ventajas terapéuticas y cosméticas estan
relacionadas con la composicién del aceite de ema; el cual, proviene de los depositos
adiposos del emu [3]. Desde épocas antiguas los aborigenes nativos y colonos blancos
de Australia frotaban la grasa liquida proveniente del em( para facilitar la curacion y
cicatrizar heridas, ademas de emplearse para controlar o aliviar el dolor reumatico de

varios musculos [4,5].

El trabajo realizado por Rabasco y col. [6], informo de su efecto antiartritico e
inflamatorio en pruebas realizadas en ratas, asi como de sus propiedades hidratantes,

entre otros.

1.2. EI Emu

El Em0 (Dromaius novaehollandia.Latham, — [RSSSSSEEEEaaaaa- N L i
1790) es un ave no voladora originaria de :
Australia (Fig. 1); sus principales caracteristicas
consisten en ser un animal terrestre corredor, de
alas reducidas y provisto de abundantes plumas;

puede alcanzar una altura de 2 m y pesar

aproximadamente 45 kg; su alimentacion consiste -
Figura 1. Emu.

de vegetales e insectos [7].
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Segln un reporte del afio 2000, por el Instituto Nacional de Ecologia y de la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, esta especie fue introducida
exitosamente en los estados de Coahuila, Hidalgo y Nuevo Leon [8], pero existen otros

estados, donde se ha desarrollado su reproduccion, como Oaxaca.

Las aves tienen cantidades variables de tejido graso bajo la piel y en su cavidad
peritoneal [9], por su parte, el em( posee una estructura elevada de tejido graso,
comparada con otras aves del mismo grupo como el avestruz y el fAandu [2];
antiguamente conocidas como grupo de aves corredoras o ratites [10]. La recuperacién
del aceite contenido en el tejido adiposo de las aves es conveniente en diversos usos [9]

como en el campo farmaceéutico, asi como en formulaciones cosmeéticas [6].

En los ultimos afios, la reproduccion del emud en cautiverio, ha dado lugar a un
crecimiento rapido para la industria, convirtiéndose en un ganado popular entre los
granjeros que buscan la ganaderia alternativa [3]. Los principales productos que se
obtienen de la cria del Em0 son para la industria restaurantera: platillos con la carne
(baja en grasas y colesterol), en la industria de pieles: curtido de la piel, cueros de patas
y corporal, en la industrias quimicas y cosmética: aceites, finalmente en artesanias: y

joyeria: plumas, huevos y ufias.

Mientras que en México el emu es criado principalmente para la comercializacién de
la carne, en Norte América es criado principalmente para la obtencién de aceite.
Aunque se sabe muy poco sobre la composicién del aceite, la cual es probable que
puede variar por la alimentacion, esto ain no ha sido estudiado a profundidad [6],
también puede variar en funcion del metodo de extraccion [11], entre otros.

1.3. Caracteristicas del aceite de emu

El aceite de emu, como todos los aceites, contienen predominantemente ésteres de
alcoholes trihidroxi con tres moléculas de acidos grasos, llamadas triacilglicéridos [12];

son moléculas organicas complejas y principales componentes de los aceites y grasas
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[6,13]. El aceite de emU se encuentra contenido en las células grasas en forma de
pequefias gotas (moléculas de triacilglicéridos), contenidas a su vez en el tejido adiposo.

Los triacilglicéridos se clasifican dentro del grupo de los lipidos simples o
saponificables o no polares [14] y sus caracteristicas fisicas dependen basicamente de su
composicion en &cidos grasos [15]. El concepto de aceite es empleado para las
substancias liquidas [12].

Belton [16], mencionaron que “la importancia de los aceites deriva de la
funcionalidad que estos pueden conferir, debido a sus caracteristicas quimicas y
estructurales”. Algunos autores reportaron que el aceite de emu estd formado casi de un
100% de triacilglicéridos, lo cual significaria que es un lipido neutro [1,17], otros
autores comentan que es rico en &cidos grasos poliinsaturados y que los aceites
obtenidos de las ratites parecen ser similares en su composicion basica, predominando

los &cidos grasos oleico, palmitico, esteéarico y linoleico [3,17].

Los aceites también contienen en proporciones bajas otras sustancias lipofilicas,

como acidos grasos libres, vitaminas, pigmentos, entre otras [6].

1.4. Obtencién de aceite de emu

Considerando que para recuperar el aceite se deben destruir las células adiposas, el
método comunmente empleado es el tratamiento térmico de la grasa una vez que se ha
retirado de las aves [9]. La eficacia del proceso depende del método empleado asi como

de los dispositivos utilizados.

Grompone Yy cols. [20], mencionaron que el aceite de emu es extraido por procesos
convencionales, donde los parametros deben ser modificados con el fin de obtener un

mejor rendimiento.

No hay un método estandarizado para obtener aceite de emd [11]; por lo general los
métodos utilizados dependen de las posibilidades tecnologicas regionales o de las
necesidades del mercado; entre los mas comunes tenemos el método tradicional y la

8
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extraccion con solventes. EI método tradicional requiere de un tratamiento térmico a
ebullicion que ablanda el tejido adiposo permitiendo la salida del aceite; sin embargo, la
temperatura es un factor critico en la composicion y/o proporcion del producto final,
debido a que los acidos grasos sufren de reacciones de descomposicion al someterlos a
temperaturas elevadas en presencia 0 en ausencia de oxigeno; por ejemplo, la
degradacion de los 4&cidos grasos saturados en presencia de oxigeno forman
monohidroxiperoxidos, cuya ruptura produce sustancias de peso molecular bajo,
responsables de ciertos olores caracteristicos; algunas de estas sustancias son semejantes
a las que se identifican en reacciones de oxidacion de los acido grasos insaturados [9];
esto demerita la composicion original del aceite [18].

Por otra parte, la extraccion con solventes, a pesar de ser la mas utilizada por su alto
rendimiento y eficiencia, requiere de tiempos largos y de grandes cantidades de solvente
[18]; esto genera inconvenientes tanto por su uso, como por los altos costo en el equipo

y/o en la operacion [19].

Los métodos més utilizados para la obtencidn de aceite de emu son: extraccién con
solventes, en su mayoria utilizando la mezcla cloroformo-metanol [1,3,9,20-24] o por
tratamiento térmico con agua a ebullicion [11,23] y en un autoclave [20], a una
temperatura de 115°C y presion de 0.70 kg/cm? [25].

Los lipidos neutros o triacilglicéridos (aceites) son hidréfobos y pueden ser extraidos
de los tejidos grasos con solventes no polares [13]. Diversos solventes, o combinaciones
de los mismos, son utilizados en la extraccion de los aceites; tomando en cuenta algunas
consideraciones para que la recuperacion sea completa, minimizando o eliminando
cualquier reaccion indeseable [21]. Berk [26], menciond que la extraccion con solventes
es un proceso de separacion basada en las diferencias de solubilidad. Un solvente es
utilizado para solubilizar y separar un soluto de otro material con menos solubilidad en
ese solvente [27]. El proceso de extraccion solido-liquido requiere la penetracion del
solvente en el interior del solido para disolver lo extraible, por medio de la difusion y la
dispersion de los solutos en el solvente; sin embargo, en algunos casos el soluto puede

sufrir algunos cambios quimicos promovidos por el solvente [26]. Folch y cols. [24]
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proponen el uso de una mezcla cloroformo-metanol para aislar el contenido total de
lipidos a partir de tejidos animales. El método es lento y los solventes son utilizados en
cantidades considerables; por otra parte, ademas de ser toxicos e irritantes de la piel, aun
en pequefias cantidades, el metanol puede promover la esterificacion de los acidos
grasos libres o la transesterificacion de los triacilglicéridos. Una alternativa de
sustitucion a esta mezcla fue el diclorometano-metanol (2:1, v/v), la menor toxicidad del
diclorometano se considera una ventaja relativa, aunque no siempre se puede predecir el
comportamiento de un solvente de extraccion, sobre todo durante los tratamientos

térmicos de eliminacion [21].

Otros trabajos [1,9,28] reportan el uso del método de Folch con mezcla cloroformo-

metanol 2:1 o0 10:1 obteniendo rendimientos entre el 75y el 78 %.

Mahesar y cols. [29], estudiaron la extraccion del contenido total de los lipidos de
alimentos para aves de corral incluyendo el emud, usando un microondas doméstico
como un procedimiento rapido respecto a la aplicacion de ondas ultrasénicas y a la
extraccion convencional de Soxhlet. Comentaron que recientemente, la extraccion por
microondas-asistida va tenido mayor interés para la extraccion rapida de solutos a partir
material vegetal, con rendimientos semejantes a los de las técnicas clésicas, en

aplicaciones a la extraccion de aceites esenciales de hierbas y especias.

Marquez y cols. [17], utilizaron el método de bafio maria para la extraccién del aceite
proveniente de la grasa del abdomen del Nandl, obteniendo aceite para su
comercializacion en la industria cosmetica, con caracteristicas de calidad aceptables

para los requerimientos internacionales.

Sales [30], extrajo aceite de avestruz por el método de Folch, identificando los acidos
grasos palmitico, esteérico, palmitoleico, oleico, linoleico, linolenico, eicosatrienoico,

eicosatetraenoico, eicosapentaenoico, docosapentaenoico.

Salvi y cols. [10], extrajeron aceite de fiand( a través del calentado y prensado de la

grasa.

10
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Existen otras tecnologias para la recuperacion de aceites vegetales y marinos, como
son: microondas, ultrasonido asistidos y fluidos supercriticos entre otros. Por su parte la
AOCS (American Oil Chemists' Society) estableci6 métodos para la extraccion de
diversos tipos de tejidos, sin embargo, cuando son llevados a la practica podrian
requerir de modificaciones al método [13] o no siempre son confiables para otro tipo de
aceite [11]. En los ultimos afios, los fluidos supercriticos han sido evaluados en la
extraccion de lipidos, si bien estos parecen prometedores para lipidos simples, por el

momento parece haber pocas perspectivas para un uso mas general [21].

Algunas alternativas pueden ser utilizadas para la extraccion de aceite de emu, las
cuales podrian minimizar el riesgo de dafio estructural y evitar el uso de solventes,

como el microondas y el ultrasonido (bafio ultrasénico).

La energia de microondas de frecuencia 2.45 GHz, tiene un efecto significativo sobre
la velocidad de varios procesos en la industria quimica. En quimica analitica se ha
puesto atencién en el calentamiento por microondas dieléctricas, debido a la reduccion
en el tiempo de analisis, simplificacion en la manipulacion y una alta pureza en el
producto obtenido; con una eficiencia de extraccion de aceites a partir de tejido animal,
semejantes a la obtenida con el uso de solventes [31]. El uso del microondas permite
que la radiacién penetre en la materia organica, transformandola rapidamente en energia
calorifica, siendo su principal ventaja [29,31], porque provoca que las moléculas
polares tiendan a alinearse en el campo electromagnético producido, oscilando a
frecuencias tales que generan la friccion intermolecular, provocando, en los sélidos, el
calentamiento por conduccién [29,31], esto se debe al mecanismo de rotacion dipolar,
siendo el factor mas importante [32]. Dicho fenémeno puede presentarse también en
moléculas de alto peso molecular que tienen un grupo carboxilo, es decir, una parte
polar como los acidos grasos; sin embargo, la interaccion de las microondas en los
triacilglicéridos, puede presentarse si el material no tiene presencia de humedad [48].
Las microondas interactlan selectivamente con las moléculas polares como el agua libre
presente en el material, calentado e incrementando la temperatura rapidamente cerca o
por encima del punto de ebullicion del agua, provocando la ruptura del tejido por una

expansion dramatica del volumen en el interior de la materia, permitiendo asi que el

11
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aceite fluya hacia el exterior [Benkaci-Ali]. Esto es diferente de la extraccion asistida,
donde el solvente se difunde en la matriz y el extracto es solubilizado [47].

Por otro lado, la eficiencia del calentamiento depende de la habilidad del material
para absorber la energia de microondas y convertirla en calor; calentando todo el
volumen simultdneamente y eliminando ligeramente los puentes de hidrogeno; de esta
manera se promueve la rotaciéon de las moléculas polares [32], sin afectar la estructura

molecular [29].

Por su parte, la aplicacion del ultrasonido es muy amplia, entre sus aplicaciones
recientes se encuentra la extraccion de aceites con solventes [33]. Hasta el momento
esta técnica ha sido evaluada en la extraccion asistida de aceites de semillas [34]; por
ejemplo, la elaboracion de aceite de oliva virgen [33,35]. Esta técnica es considerada

como una ciencia joven, a pesar de sus usos de gran alcance [36].

El ultrasonido transfiere una gran cantidad de energia que puede propagarse a traves
de toda la muestra. Dependiendo de la frecuencia usada y la amplitud de la onda de
sonido, se pueden observar muchos efectos fisicos, quimicos y biologicos [37]. Esta
radiacion genera choques violentos que dafian la pared celular y facilitan la salida del
aceite [36-37].

En vista de que no existe un método estandarizado para la extraccion del aceite de
emu y considerando que es mas susceptible a la descomposicion en comparaciéon con
otro tipo de grasas de origen animal, se utilizaron condiciones moderadas de
temperatura y una exposicion minima al aire; de esta manera se evaluaron métodos a

través de diferentes condiciones de proceso.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar diferentes métodos de extraccion sin
el uso de solventes, para obtener aceite de emud (crudo), considerando el método de
extraccion solido-liquido a través del procedimiento descrito por Folch y cols. [24]
como método de comparacion. El aceite comercial de importacion (refinado) y nacional

(crudo) fueron utilizados como muestras de referencia.

12
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2. Metodologia

2.1. Materia Prima

La grasa de emu fue adquirida en dos criaderos: en Cd. Benito Juarez, Ejido el
Carrizo, Nuevo Ledn y en San Juan Bautista, Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca. Una de
faena julio 28 del 2009, hembra de 25 meses de edad, del depdsito adiposo espalda baja
y la otra de enero 17 del 2009, hembra de 60 meses de edad, del depdésito adiposo
visceras, respectivamente. Fueron transportadas de origen a destino en una envoltura de
plastico color negro y en una hielera respectivamente, para evitar la interaccion con la
luz. La primera faena fue utilizada para la evaluacion de los diferentes métodos de
extraccion y la segunda para la evaluacion de las condiciones del proceso

correspondiente al método de ultrasonido.

La grasa, fue almacenada en refrigeracion, con la finalidad de evitar reacciones de

degradacion.

Las muestras de referencia fueron adquiridas en Cd. Benito Juarez, Ejido el Carrizo,
Nuevo Ledn (aceite refinado de importacion) y en Santa Cruz, Xoxocotlan, Oaxaca

(aceite crudo nacional).

Todos los solventes utilizados fueron grado analitico.

2.2. Extraccion de aceite crudo

Los métodos de extraccion sin el uso de solventes fueron a través de la
deshidrataciéon y digestion de la grasa de emu, asi como, por la interaccion de la
radiacion con la grasa en un microondas convencional M y en un bafio de ultrasonido
BU. La deshidratacion fue en un bafio maria asistido con vacio BM y en un rotavapor
R. La digestion se llevo a cabo aplicando calor a través de agua destilada a ebullicion,
método tradicional conocido como fusién hiumeda FH. Todos ellos permitieron la salida

del extracto, provocando dafio en la pared celular.

13
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El peso de las muestras de grasa en todos los métodos fue de aproximadamente 10 g,
previamente triturada en un molino convencional, para romper la estructura celular y
homogeneizarla. El aceite crudo fue recolectado en envases de vidrio &mbar, para
protegerlo de la luz, evitando reacciones de degradacion y almacenandolo en

refrigeracion. Los ensayos se realizaron por duplicado.

En todos los métodos el extracto obtenido fue filtrado en un embudo Biichner unido
a un matraz kitazato, conectado a una bomba de vacio (= 40 HP), a través de papel filtro

de poro grande, para separar residuos de tejido y particulas de alto peso molecular.

2.2.1.Bafio maria asistido con vacio (BM)

La grasa colocada en un matraz kitazato conectado a una bomba de vacio fue
introducida en un bafio maria a 60°C, incrementando la temperatura gradualmente hasta
que el extracto alcanz6 70°C, calor minimo para una fusion completa de la grasa. El
extracto fue filtrado y almacenado (ver sec. 2.2). Este método fue una adaptacién del

método de Marquez y cols. [17].

2.2.2.Rotavapor (R)

La muestra de grasa fue expuesta al calor en un matraz de destilacion con vacio,
sumergido en un bafio de agua caliente a 60°C con agitacion durante 15 minutos,
utilizando un rotavapor (Marca Bichi, modelo R-110). El extracto fue filtrado y
almacenado (ver sec. 2.2). Este método fue una adaptacion del método de Marquez y
cols. [17].

2.2.3. Fusion Hameda (FH)

La grasa fue introducida en agua destilada a ebullicion durante 20 minutos, la
suspension formada, fue filtrada a través de lana de vidrio para separar los residuos de
tejido de la fase organica contenida en el agua y filtrado (ver seccion 2.2),
posteriormente fue disuelto en cloroformo, para facilitar el filtrado a través de carbonato
de sodio (NayCOg), eliminando el residuo de agua. El cloroformo fue evaporando

14
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calentandolo ligeramente con una pistola de aire (Marca Master, HG-501) y
desplazando con aire.

2.2.4.Microondas (M)

La grasa colocada en un matraz Erlenmeyer de 250 ml fue expuesta a calentamiento
en un microondas convencional por 3 min. El extracto fue filtrado y almacenado (ver
sec. 2.2). El procedimiento utilizado fue una adaptacion del método descrito por
Guzman [38], modificando el tiempo de exposicion, la cantidad y el soporte de la

muestra.

2.2.5 Bafio Ultrasénico (BU)

2.2.5.1 Condiciones del proceso

Con la finalidad de determinar el tiempo de exposicién y la preparacion de la
muestra, la grasa de emd molida y entera (20 g) fue colocada en envases de vidrio de 50
ml y expuestas en un bafio de ultrasonido (Marca Karl Roll, modelo D-713), de
frecuencia de trabajo y potencia de 50 kHz y 200 W respectivamente, de dimensiones
internas 30 x 25 x 20 cm. La temperatura experimental fue de 40 y 60°C. Las muestras
fueron expuestas durante 180 minutos, midiendo el volumen obtenido cada 30 min. Los

ensayos fueron realizados por triplicado.

2.2.5.2 Extraccion de aceite crudo

La grasa colocada en un matraz Erlenmeyer de 250 ml fue introducida en un bafio
ultrasénico (Marca Fisher Scientific, modelo FS36H) por 90 min a temperatura

ambiente. El extracto fue filtrado y almacenado (ver sec. 2.2).

2.3 Extraccion con solido-liquido (ES)

El método de extraccién con solventes es cominmente utilizado en la obtencion de

aceites por ser el mas estudiado y de mejor rendimiento. Este método de extraccion fue
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evaluado con fines comparativos debido a que es aplicado a temperatura ambiente. El
procedimiento utilizado fue el descrito por Folch y cols. [24], modificando la agitacion
a través de una parrilla (Marca Cimarec). El solvente fue eliminado en un rotovapor
(Marca Buchi). El extracto obtenido se almaceno en un envase de vidrio ambar para
protegerlo de la luz y almacenado a -4°C, desplazando el oxigeno con nitrogeno
0aseoso.

2.4. Calculo del rendimiento

El célculo del porcentaje de aceite obtenido se realiz6 a través de la formula tipica

siguiente:

) Gramos de muestra
% de aceite = —— x 100
Gramos de aceite

2.5 Determinacion de propiedades fisicas

Las propiedades fisicas de los aceites, estan muy ligadas a sus triacilglicéridos y
acidos grasos que los componen; estas pueden variar con base a las técnicas de
obtencion respecto a los valores clasicos, por lo que su medida puede proporcionar

alguna idea en cuanto a su caracterizacion [39].

2.5.1 Color

El color del aceite de emu fue medido en un equipo (Hunter Lab, Mini Scan),
utilizando un soporte de plastico cilindrico. El instrumento fue calibrado con una teja
blanca de patron de referencia (X\79.1, Y\83.9 y Z\90.5) y una trampa negra de acuerdo
con el procedimiento establecido en el manual del equipo. Para cuantificar el color se
ajusto el equipo a parametros L, a y b. Los ensayos se realizaron por triplicado
considerando como resultado final el promedio. La lectura se llevo a cabo colocando la
muestra contenida en el soporte cilindrico en la abertura de la parte inferior del equipo,
cuidando que esta ocupara todo el diametro de la abertura, evitando asi el paso de luz.

Los valores positivos de a y b, representan el color rojo y amarillo respectivamente, los
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valores negativos de a y b, muestran el verde y azul respectivamente, L representa la

luminosidad que va de 0 (negro) a 100 (blanco).

2.5.2 Densidad e Indicé de refraccion

Muestras de aceite de emu fueron evaluadas en un refractometro (Marca Reichert,
modelo Abbe 1l plus) y en un densimetro (Marca Anton Paar, modelo DMA), ambos a
25.5°C. Los ensayos se realizaron por triplicado, calibrado los equipos previamente a

valores de agua y aire respectivamente.

2.6 Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio experimental de un factor por duplicado

3. Resultados y Discusion

Los extractos procedentes de los diferentes métodos de extraccion sin el uso de
solventes, fueron identificados segun el equipo utilizado (bafio maria asistido con vacio
BM, fusién hiumeda FH, Microondas M, rotavapor R y bafio ultrasénico BU), en el
caso de la extraccion con solventes ES. Para las muestras de referencia, nacional CN e

importacion ClI.

Previo a la extraccion del aceite crudo por el método de bafio ultrasonico, este fue

evaluado con la finalidad de determinar las condiciones optimas del proceso.

3.1. Evaluacién de las condiciones de extraccion del método BU

Dos tipos de muestra fueron evaluadas molida BUM y entera BUE, observando que
los extractos obtenidos, mostraron una consistencia turbia y liquida a temperatura
ambiente y de olor caracteristico. El color present6 diferentes tonalidades entre blanco y
amarrillo paja a la vista (Fig. 2).
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Figura 2. Extracto obtenido por bafio ultrasénico.

El tiempo del proceso es observado en la figura 3, mostrando el efecto en funcion del
rendimiento del extracto obtenido, donde el comportamiento fue igual para ambos tipos
de muestras BUM y BUE. Durante los primeros 90 minutos, el rendimiento incremento
gradualmente conforme el tiempo transcurrio, disminuyendo considerablemente en los
siguientes 90 minutos, indicando el efecto de las ondas ultrasonicas, siendo mas
eficaces durante los primeros 90 min. Esto puede deberse a que las ondas rompen la
pared celular de la grasa, permitiendo la salida del extracto, el area de contacto es
grande entre el gas (vapor de agua) y el material, siendo cada vez méas débil a medida
que aumenta la distancia hacia la pared interna de la célula; esto ocurre muy réapido en
el comienzo de la extraccion [40].

Rendimiento (%)

Tiempo (min)

Figura 3. Efecto del rendimiento durante el tiempo del proceso.

Este comportamiento fue reportado por Stanisavljevic™ y cols. [35], para extraccion
de aceite de semilla, obteniendo el mayor rendimiento en 60 min.

El trabajo de Zhang y cols. [40], reportaron una tendencia similar y el rendimiento
mayor en 30 min.
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Estos resultados pueden deberse a factores a factores como la variacion de la
potencia, el uso de solventes, lo cual mejora la difusividad de la extraccion, entre otros.

Stanisavljevic” y cols. [35] y Zhang y cols. [40], mencionaron que el ultrasonido
puede seguir siendo eficaz incluso en la Gltima fase de la extraccion a través de una
mejora de en la difusividad interna y que hasta el momento, se ha encontrado que un
tiempo de 30 minutos puede ser optimo en el funcionamiento del bafio ultrasénico.

Si bien, el tiempo de extraccion observado en el presente trabajo, fue mayor a lo
reportado, puede deberse a la influencia del uso de solventes, asi como a equipos donde

la potencia puede variar.

La tabla 1, muestra el rendimiento obtenido, indicando que el mejor rendimiento fue

observado en BUM, en casi un 38% mayor que BUE.

Tabla 1. Rendimiento porcentual del extracto a 40 y 60°C.

Tipo de muestra Temperatura (°C)
40 60

BUM 67.21 (+5.5004) | 64.97 (+7.3256)

BUE 35.76 (+0.0354) | 46.44 (+2.1894)

La diferencia en rendimiento observado en BUM y BUE, podria deberse a un
aumento en el area de exposicion a la cavitacion producida (formacion de burbujas)

[41] o a una menor resistencia a la difusividad por el tamafio de la muestra [35].

Estudios realizados en aceite de linaza, mostraron un rendimiento del 83% a 30°C y

77% a 50°C, para una extraccion asistida con n-Hexano [40].

3.2 Extraccion de aceite crudo

El método de bafio maria, mostro un tiempo de extraccion de 7 minutos, tiempo en

que el extracto alcanzo la temperatura de 70°C sugerida por Marquez y cols. [17].
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Los extractos resultantes de los diferentes métodos, mostraron para BM y FH una
consistencia turbia y para R, BU y M poco turbia; todas las muestras fueron liquidas a

temperatura ambiente y de olor caracteristico.

El rendimiento obtenido en cada método se observa en figura 4, el método de mayor
rendimiento fue BU (41.3% +2.0789), seguido del método de BM (36.4% +2.4749) y R
(35.7%), el de menor rendimiento fue FH (27.1% +1.1314), seguido por M (25.7%
+2.7153).

q\\ ﬂ‘}b T \1,'\ qb\')

Figura 4. Rendimiento del extracto obtenido por métodos sin el uso de solventes.

El rendimiento en todos los métodos, fue menor al obtenido en ES de 68.0%
(£6.8094). La razén, puede deberse al mecanismo de extraccion solido-liquido, donde,
el solvente penetra en el interior del solido, disolviendo los triglicéridos [26] y
aislandolo el contenido total a partir de los tejidos; siendo este método aceptado por la
mayoria de los analistas para la extraccion a fondo de los lipidos del tejido de origen
animal, entre otros, por su alto rendimiento segln estudios reportados en bibliografia
[21]. El rendimiento obtenido en ES fue muy préximo a lo reportado por Shimizu y col.
[1] de 75.5% vy al de Beaudoin y col. [9] de 78.5%.

Acorde con los resultados obtenidos los métodos BM y R, mostraron un rendimiento
similar, lo cual, pudo deberse a que en ambos casos, la obtencion del extracto fue por
deshidratacién indirecta y las condiciones de operacion fueron muy similares. El tiempo
de proceso no mostro una diferencia considerable, siendo el de menor tiempo BM en 7

min.
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Los rendimientos mostrados en los métodos sin solventes (MSD) fueron menores en
comparacion con pruebas previas realizadas en grasa adquirida en el estado de Oaxaca,
por ejemplo de 63% en R y de 68% en FM. Por su parte, resultados obtenidos por
Marquez y cols. [17] en BM reporto un 80% de rendimiento para aceite crudo. Estas

diferencias podrian deberse al método.

Lo antes mencionado, puede relacionarse con lo observado por Grompone y cols.
[20], donde reporto que al obtener aceite de emu por procesos convencionales, estos
requieren modificaciones a los pardmetros del proceso con el fin de obtener un mejor

rendimiento.

3.3 Analisis del color

La determinacion del color en forma instrumental se muestra en la Tabla 2. La
cromaticidad de colores (a y b), mostraron para a un matiz de color verde claro y b una
intensidad de color amarillo, tendiendo a este ultimo color, asi mismo se observo cierta
uniformidad a los tonos amarillos, con variaciones en intensidad, presentando la mayor

intensidad en M y menor intensidad en FH.

Tabla 2. Parametros L, a y b de extractos obtenidos por métodos sin el uso de solventes.

Método a b L
BU -2.4 2.78 74.22
M -3.54 7.17 65.18
BM -3.56 3.46 69.47
R -3.31 3.23 68.06
FH -3.12 0.8 69.93

En comparacion con muestras comerciales (Tabla 3), mostraron para a y L valores
similares, sin embargo, en b la muestra nacional mostro la mayor intensidad hacia el

color amarillo.

Tabla 3. Parametros L, a y b de aceite de emd comercial.

Método a b L
Importacion -3.37 0.79 70.04
Nacional -3.54 15.26 63.99
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Las variaciones observadas, pueden deberse a los pardmetros utilizados en el proceso
como, temperatura, tiempo de exposicion, entre otros, los cuales podrian permitir la
extraccion de sustancias liposolubles de menor importancia y que pueden determinan el
color del producto [42], como pigmentos naturales [43]. En general el color del aceite
de em0 es blanco a un color paja claro, no obstante, algunos pueden ser de color mas

oscuro [44].
3.4 Analisis del Indice de Refraccion y Densidad

Los resultados obtenidos de indice de refraccion y densidad se muestran en la Tabla
3.4.1, encontrando que tanto el indice de refraccion y la densidad fueron similares entre
los diferentes métodos.

Tabla 4. indice de refraccion y densidad a 25.5°C de extractos de grasa de emd.

Método | Densidad (g/cm?) indice de refraccion
BU 0.9112 +0.000 1.4653 + 0.000
M 0.9113 + 0.000 1.4655 + 0.000
BM 0.9104 + 0.000 1.4659 + 0.000
R - 1.4650 £ 0.000
FH 0.9112 + 0.000 1.4648 + 0.000

El indice de refraccion observado en ES (1.4657 + 0.000) y CI (1.4639 + 0.000),
fueron similar a los extractos MSD, al igual que con los rangos mencionados por
Thompson [44] para aceite de emuU refinado (indice de refraccion 1.456-1.467 y
densidad 0.897-0.920 g/cm®), de la misma forma con Hernandez [11] de
aproximadamente 1.46 a 20°C.

En comparacion con aceites de origen vegetal, Bricefio y col. [45], mencionan que el
indice refraccion y la densidad en aceite de oliva fueron de 1.467 y 0.910 g/cm3 a 25°C.
Bora y cols. [46], reportaron un indice de refraccion y una densidad de 1.4608 y 0.927
glcm®a 28°C respectivamente en aceite de aguacate.

Algunos autores mencionan que el aceite de emu es similar al aceite de oliva [44].
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Si bien, los valores antes mencionados fueron similares a los observados en los
extractos MSD.

El indice de refraccion se relaciona con las instauraciones de los acidos grasos,
teniendo indicio de una posible degradacion por las condiciones del proceso, por
ejemplo la temperatura, entre otros. Si el valor del indice de refraccion se aleja
marcadamente de su valor especificado, esto podria ser un indicio de la presencia de en

enlaces conjugados [13,43], indicios de una degradacién posicional.

Conclusiones

El método de bafio ultrasdnico permitid extraer aceite en un tiempo de 90 min, a una
temperatura de 40°C, en grasa molida, obteniendo casi un 20% menos en rendimiento

que lo reportado en la literatura para aceites de origen vegetal.

Los métodos de microondas y bafio maria proporcionaron el menor tiempo de

extraccion de 3 y 7 minutos respectivamente.

El mejor rendimiento fue observado en el método de bafio ultrasonico.

Los resultados mostraron que las técnicas evaluadas tienen la factibilidad de obtener
aceite de emu, bajo las condiciones evaluadas, de propiedades fisicas similares a lo
reportado en bibliografia (aceite refinado de em( y de origen vegetal), asi como de un
valor considerable al permitir la extraccion sin el uso de solventes; siendo técnicas
rapidas y de tecnologias accesibles, sin embargo requieren de un analisis mas profundo

para optimizar el rendimiento.

El rendimiento obtenido a traves del la extraccion solido-liquido, fue proximo a lo

reportado por estudios anteriores.
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Recomendaciones

Los métodos utilizados en el presente trabajo deben ser evaluados més a fondo,
debido a que el rendimiento resulto bajo comparado el método control, sin embargo, las
caracteristicas del extracto resultante son similares a los extractos citados en referencias
bibliogréficas, los cuales, estdn mas cerca de un método general; permitiendo asi un

mejor rendimiento.
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Politécnico Nacional (CIIDIR-IPN Oaxaca). Calle Horno 1003. Santa Cruz Xoxocotlan.
C.P. 71230. Oaxaca. México. anamaria_pinedareyes@hotmail.com

Resumen: La espectroscopia infrarroja y la espectroscopia de absorcion visible,
combinada con la absorcion ultravioleta, ademas de ser técnicas de analisis utilizadas
para caracterizar compuestos de una forma répida, son utilizadas en el estudio de la
estructura de los compuestos y sus posibles cambios por efectos de algun tratamiento.
El andlisis de la muestra, no requiere de preparaciones elaboradas o tratamientos
especiales, ventaja sobre otros tipos de anélisis instrumentales. El objetivo del presente
trabajo, fue utilizar estas técnicas de analisis en extractos de grasa de emu, para
identificar de forma rapida, su estructura y posibles cambios por las condiciones del
proceso. Los espectros mostraron una estructura caracteristica a la de un aceite,
presentandose el mismo comportamiento en todos los extractos, los cuales, no

presentaron bandas que indicaran alguna reaccioén de degradacion.

Palabras Clave: Aceite de emu, espectrometria UV-Vis, espectrometria FT-IR.

Abstract: The infrared spectroscopy and visible absorption spectroscopy combined
with UV absorption, as well as being analytical techniques used to characterize
compounds quickly, are used in the study of the structure of the compounds and their
potential effects of any changes treatment. The analysis of the sample does not require
elaborate preparations or special treatment, advantage over other types of instrumental
analysis. The aim of this study was to use these techniques of analysis in extracts of
emu fat to quickly identify, structure and possible changes in process conditions. The
spectra showed a characteristic structure of oil, presenting the same behavior in all the

extracts, which did not show any reaction bands indicating degradation.

Key words: Emu oil, UV-Vis spectroscopy, infrared spectroscopy.
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Introduccidén

En la actualidad los andlisis quimicos estan siendo sustituidos por métodos
instrumentales, encaminado a mejorar el medio ambiente, debido al uso de fuertes

volumenes de solventes y reactivos, todos ellos utilizados en los analisis quimicos [1].

Técnicas de andlisis actualmente disponibles como la espectroscopia UV-Vis y la
espectroscopia IR, son utilizadas para caracterizar compuestos de una forma rapida,
donde la muestra, no requiere de una preparacion elaborada o de tratamientos
especiales; tampoco requieren de procesos de separacion, ventajas sobre otros tipos de
analisis instrumentales [2]. Asi mismo, son utilizadas para el estudio de la estructura de
compuestos y sus posibles cambios por efectos en los tratamientos [3], como el grado de
oxidacion, alteraciones producidas por la refinacion o en andlisis de calidad [4], entre

otros.

El uso de IR puede llevarse a cabo sobre todo tipo de materia (sélida, liquida o

gaseosa) [2].

La espectroscopia UV-Vis e IR, permiten la interaccion de la radiacion
electromagnética con la materia; la energia interactia con las moléculas, estas absorben
energia de ciertas longitudes de onda y transmiten otras, permitiendo establecer el
espectro de absorcion del compuesto por la relaciona de la longitud de onda y la
cantidad de radiacion transmitida [5]. UV-Vis, involucra la absorcion molecular en la
region ultravioleta y visible por las moléculas, promoviendo los electrones desde un
orbital en su estado fundamental, hasta orbitales de mucha energia en un estado excitado
[1]. La energia absorbida corresponde a la cantidad necesaria para promover un electron
de un orbital a otro z7—=z [5]. En muchos casos, la absorcion no es observable,
limitandose a estructuras conjugadas [1]. La region del espectro electromagnético, va de
una longitud de onda baja, en el visible de 400 a 800 nm; la region de mayor interés,

esta en el intervalo de 200 a 400 nm [5].
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IR es una técnica establecida para la identificacion y el andlisis estructural de
compuestos quimicos, a través de los distintos modos de vibracion de las moléculas,
por la excitacion de las mismas; la energia absorbida por la molécula organica, es
convertida en energia de vibracion molecular, dando origen a dos tipos de vibracion, de
extension (stretching) y de flexion (bending). Las vibraciones de extension pueden ser
simétricas y asimétricas; las de flexion, de tijera (scissoring), oscilacion o balanceo
(wagging), sacudida (twisting) y de torsion (rocking), las cuales tienen que ver con el
cambio en el angulo de dos enlaces, segiin sea el movimiento relativo de cada uno los
atomos; todas ellas se representan por picos en el espectro infrarrojo [6]. Las
vibraciones son asociandose a los enlaces quimicos y a los grupos fusionales presentes,
permitiendo la identificacion de moléculas organicas [1]. La region del infrarrojo de
mayor interés se encuentra entre 4000 y 400 cm™ (reciproco de la longitud de onda en
centimetros), conocida como region media MIR [6]. Los compuestos moleculares,
tienen un comportamiento Unico, frente a un haz de infrarrojo, que manifiestan una serie
de bandas de absorcion, cada banda corresponde con un movimiento de vibracion, de un
enlace en concreto, dentro de la molécula [2]. Si bien, la espectroscopia UV-Vis es
utilizada con menos frecuencia que la IR, debido a la informacidon especializada que

proporciona [5].

La espectroscopia infrarroja no contamina; la muestra se analiza en un tiempo corto,
y es relativamente barata; en los ultimos afnos esta técnica ha sido importante, sobre
todo, desde la aparicion de los equipos con técnicas de transformadas rapidas de Fourier
FT, utilizandose en el estudio de materiales y sistemas bioldgicos, como para la
identificacion de autentificacion de grasas y aceites, la deteccion de adulteraciones en el
aceite de oliva con aceite de avellana, entre otras [2]. Ademds FT-IR, es una
herramienta, para el andlisis cuantitativo, debido a la relacion entre la intensidad de las
bandas y la concentracion [7]. También puede ser utilizada en la determinacion de
algunas propiedades quimicas, como el indice de iodo, la cual es una medida del grado
de instauraciones totales, el indice de saponificacion, que es una medida del peso

molecular medio de los triacilglicéridos, entre otros [1].
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El espectro de IR es obtenido por un cambio en el momento dipolo durante la
vibracion [8], por su parte, el espectro de UV-Vis de compuestos organicos, es
atribuible a la transicion electronica, de los electrones de grupos funcionales, con una
alta densidad electronica, como el carboxilo, grupos con dobles enlaces, dobles enlaces
conjugados, entre otros, los cuales, absorben fuertemente en el rango ultravioleta o
visible en longitudes de ondas (Amax) caracteristicas dependiendo del solvente usado [9].
Los picos y bandas de los espectros IR y UV-Vis a una especifica frecuencia y longitud
de onda, son caracteristicos de los grupos funcionales que constituyen los componentes

de una muestra [2].

La mayoria de los grupos funcionales tienen bandas caracteristicas de absorcion
infrarroja que no cambian de un compuesto a otro, por ejemplo, la absorcion del (C=0)
de una cetona casi siempre esta en el intervalo de 1680 a 1750 cm™; la de un alqueno
(C=C) entre 1640y 1680 cm™ etc.; al conocer las absorciones de los grupos funcionales
caracteristicos, es posible obtener informacion estructural de los espectros infrarrojos
[5], por su parte, la absorcion en UV de los dobles enlaces del grupo acilo (C=0) de los

acidos, es detectada en la region 203-210 nm [9].

En el infrarrojo se observan docenas de bandas de absorcion, siendo esta complejidad
valiosa, porque un espectro IR es una huella digital Uinica de un compuesto especifico
[5]. En el caso de los lipidos esta es observada a una frecuencia baja en la regiéon 1500-
900 cm™', conocida como huella digital de los lipidos, debido a la flexion que presentan

los dobles enlaces (-HC=CH-), asi como el grupo (C-H) [9].

El espectro de IR de un aceite, provee informacion substancial de la estructura, y
grupos funcionales de los lipidos, también acerca de las impurezas asociadas con este.
Esta informacion se representa como picos u hombros en el espectro; en la frecuencia
alta al final del espectro (3700-3400 cm™); una regién donde absorben los grupos
hidroxilo (RO-H), agua, hidroperdxidos y productos de rompimiento, es en una
frecuencia menor (3025-2850 cm™), encontrandose también la region de estiramiento
del (C-H), donde 3 bandas son visibles, una débil del enlace cis (HC-H,C=CH) y dos

fuertes debido al grupo metil (CH;), correspondientes a las cadenas alifaticas y al grupo
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metilo (CH3); un poco mas alld de esta region, estan los productos de oxidacion
secundarios, como los aldehidos y cetonas que absorben energia débilmente [9]; cerca
de la region 1740-1720 cm™', se identifican los aldehidos alifaticos, la principal muestra
de aldehidos absorbe en la region 2830-2695 cm™, observandose 2 bandas de intensidad
moderada, donde frecuentemente son observadas en esta region; la absorcion del grupo
aldehido carbonilo responde a cambios estructurales de la misma manera que las
cetonas [6]. Hacia el centro del espectro se encuentra una banda muy fuerte, debido a la
vinculacion del enlace éster, que fija al acido graso con el glicerol (C=0) [9]. La
absorciéon de la banda del grupo éster alifatico estd en la regién 1750-1735 cm™; la
vibracion de estiramiento del (C-O) de los ésteres, consiste de dos vibraciones de
acoplamiento asimétricas [C-C(=0)-0] y [O-C-C], siendo el primero el mas importante;
las bandas que aparecen en la region 1300-1100 cm™, en ésteres insaturados (o, f)
resultan multiples bandas en la regiéon 1160-1300 cm™ [6]. En seguida de esta banda, se

encuentra el grupo (COOH) de los &cidos grasos libres [9].

Un enlace trans monoinsaturado, absorbe en la region 967 cm™, aproximadamente,
como resultado de la deformacion de el enlace (C-H), adyacente al doble enlace trans

[10].

Par¢ y col. [1], mencionan que la absorcién caracteristica del enlace trans
monoinsaturado se encuentra alrededor de 967 cm™, esta presente en grasas y aceites
procesados, debido a la isomerizacion durante el procesamiento o a consecuencia de la

oxidacion, entre otros tipos de procesamientos.

Thompson [11], reporto6 la presencia de enlaces trans en el aceite de emq, procedente

de la alimentacion o por el procesamiento.

La aplicacion de IR en la determinacion de isdmeros trans en &acidos grasos
monoinsaturados, es un método oficial para la AOCS (American Oil Chemists’
Society), AOAC (Association of Official Analytical Chemists) y para la TUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), basado en la medida de la banda a
966 cm™', debido al enlace (C=C-H), por la vibracion de flexion fuera del plano [12].
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La banda correspondiente a los acidos grasos libres FFA es dificil de identificar,
debido a que aparece como un hombro en la banda de absorcidon correspondiente al
enlace éster, la cual es intensa por el grupo carbonilo, donde a niveles bajos de FFA, no
puede ser percibida, sin embargo, existen en la literatura métodos para la identificacion

de la banda correspondiente [12].

Castorena y cols. [2], analizaron los grupos funcionales mas importantes a través de
FT-IR, en pasta y aceite de aguacate, aceite de oliva extra virgen, de almendras y de
girasol comercial, observando la presencia de bandas asociadas al enlace (C=C) en la

cadena principal de los acidos grasos insaturados.

Sinelli y cols. [13], evaluaron por IR aceite virgen de oliva, encontrando bandas en
2924, 2852, 1743, 1463, 1377, 1238,1163, 1114, 1099 y 721 cm’; asignando las bandas
2924 y 2852 cm! a la vibracion de extension CH, asimétrica y simétrica
respectivamente; 1743 cm” a la vibracion de extension C=0; 1463, 1377 cem”! a la
vibracion de flexion de tijera CH, y CHs; 1238,1163, 1114, 1099 a las vibraciones de

extension C-O 'y 721 cm™ al modo de vibracién de torsién de CHo.

Yang y cols. [8], analizaron aceites comestibles y grasas por FT-IR, mencionando

que puede ser usada como una técnica rapida de calcificacion en aceites comestibles.

Vieira y col. [14], utilizaron UV-Vis, para evaluar la estabilidad oxidativa en el aceite
de maiz, encontrando que dicha técnica fue un indice bueno para medir las alteraciones

oxidativas.

El principal objetivo de este trabajo fue utilizar técnicas de analisis instrumental, para
la identificacion rapida de la estructura en extractos de grasa de emu, provenientes de
diferentes métodos de extraccion sin el uso de solventes, asi como, la identificacion de
posibles cambios formados por el efecto de los tratamientos térmicos; como muestras de
referencia, aceite comercial nacional (crudo) y de importacion (refinado). La

extraccion con solventes fue utilizada como método de comparacion.
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2. Metodologia

Se utilizaron extractos de aceite de emu (crudo) extraidos de diversos métodos sin el
uso de solventes y como muestra de comparacién extractos extraidos con solventes,
ambas del deposito adiposo espalda baja, faena julio 28 del 2009, hembra de 25 meses

de edad, proveniente de Cd. Benito Juérez, Ejido el Carrizo, Nuevo Ledn. México.

Las muestras de referencia fueron adquiridas en Cd. Benito Juarez, Ejido el Carrizo,
Nuevo Ledn (aceite refinado de importacion) y en Santa Cruz, Xoxocotlan, Oaxaca

(aceite crudo nacional).

Los extractos fueron almacenados en refrigeracion, con la finalidad de evitar

reacciones de degradacion, hasta su andlisis.
Los solventes utilizados fueron grado analitico.
2.1 Analisis FT-IR

Las muestras fueron colocadas en una pastilla de silicio, formando una ligera
pelicula, en un equipo (Marca Nicolet, modelo Nexus 470 FT-IR), usando un rango
MIR de 4000 a 400 cm™, en un cuarto frio, obteniendo el espectro correspondiente a
través del software OMNIC E.S.P. (Ver. 5.2). El espectro fue compensado para eliminar

la relacion de las bandas del CO, .
2.2 Anadlisis UV-Vis

El aceite fue diluido en hexano grado analitico y colocado en una cubeta de cuarzo
de 1 cm de espesor, midiendo la absorbancia en un espectrometro UV-Vis (Marca
Perkin Elmer, modelo lambda 25), de doble haz con lampara de deuterio y un rango de

longitud de onda de 200-700 nm.
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3. Resultados y Discusion

Las muestras evaluadas fueron identificadas con base al método de obtencion, bafio
maria asistido con vacio BM, fusion himeda FH, Microondas M, rotavapor R y bafio
ultrasonico BU;, para el método de compracion ES y las muestras de referencia, aceite

crudo nacional CN y refinado de importacion CI.

3.1 Espectrometria FT-IR

En la figura 1, se muestra un ejemplo de los espectros obtenidos, enumerando las

bandas analizadas. Todos los espectros mostraron el mismo comportamiento.

%Transmill ance

\ / |
10 Vog 4
g 3

4000 asoo 3000 2600 T 2000 T " Tio
Wavenumbers (cm-1)

Figura 1. Espectro IR de la muestra M.

Los espectros mostraron bandas significativas en valores proximos a 3005, 2924,
2856, 1646, 1461, 1369 y 1238 cm'l, dos bandas fuertes en 1744 y 1164 cm'l, una
banda en 960 cm™ y otra en 727 cm™ (Tabla 1).

Las bandas observadas en los espectros, se observan en la tabla 1.

Tabla 1. Bandas analizadas en espectros de aceite de em1.

Banda (cm™)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11
BU 3006 | 2924 | 2854 | 1748 | 1644 | 1459 | 1373 | 1237 | 1163 | 965 | 721
BM 3001 | 2909 | 2853 | 1744 | 1641 | 1463 | 1373 | 1239 - 944 | 763
FH 3007 | 2930 | 2858 | 1746 | 1646 | 1459 | 1378 - - 959 | 739
M 3004 | 2922 | 2855 | 1745 | 1642 | 1462 | 1371 | 1233 | 1163 | 960 | 707
R 3003 | 2920 | 2855 | 1744 | 1641 | 1463 | 1371 | 1237 | 1173 | 945 | 701
ES 3005 | 2923 | 2856 | 1745 | 1646 | 1461 | 1369 | 1237 | 1164 | 961 | 722
CI 3003 | 2918 | 2854 | 1744 | 1644 | 1460 | 1369 | 1236 | 1155 | 955 | 726
CN - 2932 | 2870 | 1744 | xxxx | 1464 | 1385 - 1171 | 955 | 740

Muestra
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La banda observada en 3005 cm™ fue asignada a las vibraciones de tensiéon de los

dobles enlaces cis (=C-H) [1,15,16].

Bandas en 2924, 2856, 1461 y 1369 cm™, indican la presencia de grupos funcionales
alifaticos, donde las bandas 2924, 2856 ¢cm’’, corresponden a la vibracion de tension del
grupo metil (CHj3), resultado del estiramiento asimétrico del enlace (C-H) y estiramiento
simétrico respectivamente; asi mismo, cerca de estas bandas, surge la presencia del
grupo metileno (CH,) de vibracion asimétrica y simétrica respectivamente, las cuales se
encuentran traslapadas [2,6,8,13,16,18]. Las bandas 1461 y 1369 cm’!, ocurren del
enlace (C-H) de los grupos alifaticos (CH;) y (CHs) por las vibraciones de flexion
asimétrica y simétrica respectivamente; la vibracion de flexion del grupo metileno,

generalmente traslapadas [13,16].

Una banda a 1744 cm™ que indican la presencia del grupo funcional carbonilo unido
al éster (—C=0) de los triacilglicéridos [1,2,13,16]; concordando con el rango
mencionado por Silverstein y cols. [6] entre 1750-1735 cm™ para ésteres alifaticos
saturados. Murcia y cols. [18], reportd que la vibracion de la banda del grupo cabonyl
éster se centra aproximadamente a 1735 cm’, siendo un modo de absorcién en el

monitoreo del contenido de lipidos.

Otra banda cerca de 1646 cm™ fue asociada a la vibracion de tensién del doble enlace

cis (C=C) [2,12].

Las bandas cercanas a 1238 y 1163, fueron asociadas a la vibracion de tension del
grupo éster y a la vibracion de flexion del grupo metileno (-CH,-), las cuales se relacion

con la proporcién de los grupos acilo saturados [6,13,16].

La banda observada en 960 cm™ fue asociada a la vibracion de flexion del grupo
funcional (-HC=CH-) del enlace trans en olefinas monoinsaturados. Paré y col. [1] y
Ratnayake [10], reportaron que aproximadamente la banda 967 cm™, corresponde al
enlace trans monoinsaturado, asi como Lerma y cols. [16], mencidén que este enlace fue

identificado en la banda 968 cm™, por su parte comentan que el rango correspondiente
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al enlace es de 1006-929 cm™ debido a la vibracion de flexion fuera del plano. Sedman
[12], reporta esta banda en 966cm™. La diferencia mostrada con la bibliografia,
posiblemente se debe a que todos los triacilglicéridos muestran una banda de absorcion
débil que se traslapa con la banda de absorcion del enlace aislado trans, la intensidad de
las bandas traslapadas varia dependiendo de la composicidon de los triacilglicéridos, lo

que contribuye a la medida del valor de la banda de 3 a 5 puntos porcentuales [12].

La banda en 727 cm’, se asigno a la vibracion de torsion del grupo metileno -(CHy),-
de cadenas alifaticas de mas de cuatro grupos metilenos, asi como a las vibraciones que
estan fuera del plano por la distribucion sic del doble enlace (C-C) de la cadena

hidrocarbonada [13,16].

Los espectros no muestran formacion de bandas correspondientes a grupos
peroxidos, lo que podria ser un indicio del dafio por temperaturas elevadas o por la
influencia del oxigeno del medio ambiente [3]. Paré¢ y col. [1], reportan frecuencias de
aldehidos y cetonas entre 1735-1715 y 1720-1710 cm™ respectivamente; por su parte

Silverstein y cols. [6], reportan estas vibraciones entre 1740-1720 cm’.
3.2 Espectrometria UV-Vis

Los espectros UV-Visible fueron practicamente iguales, en todas las corridas (Fig.
2), presentando un méaximo de absorcion electronica, menor que el indice de interés
espectrofotométrico de absorcion a 206 nm, no se observaron alteraciones que indicaran
la presencia de oxidacion, la cual, es acompainada del aumento de la radiacion
ultravioleta UV, por algin cambio en la posicion de los dobles enlaces, en los acidos

grasos poliinsaturados, presentando una absorcion intensa a 232-234 nm [14,12].

Paz y col. [4], mencionaron que los compuestos de oxidacidon primarios como
peroxidos e hidroperdxidos absorben a 232 nm, concordante con Vieira y col. [14].
Tampoco se observaron alteraciones por la presencia de oxidacion secundaria, a decir,

aldehidos en 262 nm o cetonas en 268 nm [4]. Lo antes mencionado, podria deberse a
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alteraciones en el aceite durante el proceso de extraccion por la temperatura de

calentamiento al que fue expuesto.

b)

c)
d)
e)

Absorbancia (u.a)

T T
200 250 300
Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectros UV-Vis a) M, b) CI, c) CN, d) ES, ¢) BM, f) FH, g) R y h) BU.

Conclusiones

Las técnicas analizadas pudieron contribuir de manera rdpida e importante a la
investigacion de la estructura de las muestras analizadas, asi como, de otros
componentes que pudieran estar presentes debidos cambios a nivel molecular en el

aceite debido a diversos factores como temperatura, oxidacion, entre otros.

A través de la espectroscopia infrarroja (MIR), se pudo observar de manera clara la
presencia de las bandas caracteristicas asociadas a los enlaces de los grupos funcionales
principales caracteristicos de un aceite. Identificando especies de grupos funcionales

correspondientes a los diferentes componentes del aceite de emu.

Los espectros no mostraron formacién de peroxidos lo que podria ser un indicio del
dafio sobre el aceite por temperaturas elevadas, lo cual, se pudo confirmar con los

resultados observados en UV-Visible, al no mostrar bandas caracteristicas de oxidacion.
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Recomendaciones

La existencia de la banda aproximada en 2363 cm™ en todos los espectros, puso de

manifiesto la posible presencia de CO,, a pesar de que los espectros fueron

compensados para eliminar la banda correspondiente, razéon por la que se debe

considera revisar el procedimiento de andlisis, considerando que en pruebas

preliminares en un equipo Perkin Elmer con una técnica de muestreo de reflectividad

total atenuada (ATR), reflejo la presencia de esta banda en una menor intensidad.
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ANALISIS DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE EMU
POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ana Maria Pineda Reyes

Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional Unidad Oaxaca Instituto
Politécnico Nacional (CIIDIR-IPN Oaxaca). Calle Horno 1003. Santa Cruz Xoxocotlan.
C.P. 71230. Oaxaca. México. anamaria_pinedareyes@hotmail.com

Resumen: La combinacion de la cromatografia de gases GC, para la separacion de
mezclas complejas y la espectrometria de masas MS en la identificacion, constituye un
instrumento poderoso que se estd convirtiendo rapidamente en una herramienta importante
en el analisis de acidos grasos, previa derivatizacion de los mismos. El analisis del perfil de
acidos grasos PAG del aceite de emu extraido de diferentes métodos sin el uso de solventes,
fue el objetivo del presente trabajo. La identificacién se consiguidé por la comparacion
directa de los tiempos de retencioén con un estandar externo, los cuales fueron identificados
a su vez, por el uso de una biblioteca digital, asi como, por el analisis de los espectros de
masas. Observando que la composicion del aceite de emu fue en todos los analitos de cinco
acidos grasos mayoritarios, a decir: palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estedrico
(C18:0), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2). El perfil proveniente del método de bafio maria
fue el mas sobresaliente con una menor proporcion de acidos grasos saturados SFA y una

mayor proporcion de acidos grasos monoinsaturados MUFA.

Palabras Clave: Perfil de acidos grasos, cromatografia de gases, espectrometria de masas,

aceite de emd, espectro de masas.

Abstract: The combination of gas chromatography (GC), for the separation of complex
mixtures and the mass spectrometry (MS) in the identification, is a powerful tool that is
rapidly becoming an important tool in the analysis of fatty acids after derivatization of the
same. The analysis of fatty acid profile of emu oil (PAG), extracted from different methods
without the use of solvents, and was the objective of this work. The identification was
achieved by direct comparison of retention times with an external standard, which in turn

were identified by the use of a digital library, as well as for the analysis of mass spectra.
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Noting that the composition of emu oil was all analytes of five major fatty acids, to say,
palmitic (C16:0), palmitoleic (C16:1), stearic (C18: 0), oleic (C18:1) and linoleic (C18:2).
The profile from the water bath method was the most outstanding with a lower proportion
of saturated fatty acids (SFA), and a higher proportion of monounsaturated fatty acids
(MUFA).

Key words: Fatty acid profile, gas chromatography, mass spectrometry, 0il emu, mass spectrum.

1. Introduccién

El perfil de acidos grasos del aceite de emi1 es un factor critico en su calidad; el interés
radica en la tendencia que este tiene al modificar su composicion y proporcion durante la
extraccion o bien en el proceso de andlisis, estos son muy polares y poco volatiles, lo que
conlleva a una serie de desafios y problemas, debido a la posible presencia de reacciones de
degradacion por la formacion de isdbmeros posicionales y/o geométricos, demeritando la
composicion original. La concentracion y presencia de acidos grasos FA es fundamental en

la estabilidad del aceite [1].

El aceite de emu tiene una amplia gama de aplicaciones terapéuticas, muchas de ellas, se
encuentran patentadas [2]; su valor terapéutico depende del PFA, sin embargo, Shimizu y
cols. [3] comentaron que las caracteristicas quimicas del aceite de emu, no han sido
divulgadas. Grompone y cols. [4] mencionan que son escasas las publicaciones de trabajos
cientificos, acerca de la composicion del aceite del emu. Wang y cols. [5] sefialaron que son
pocos los estudios de investigacion, conducidos a las caracteristicas de los lipidos del emu.
Por su parte, el aceite crudo de emu, es rico en acidos grasos poliinsaturados,

predominando el acido oleico y linoleico [6].

Marquez y cols. [6] y Shimizu y col. [3] mencionan que el aceite de emu, esta formado

de casi un 100% de triacilglicéridos, lo cual, significa que es un lipido casi neutro.
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Wang y cols. [5] detectaron que la composicion del deposito adiposo espalda baja del
emu, fue de 100% de acidos grasos, predominando el oleico (C18:1n-9), en un 49.91%,
seguido del palmitico (C16:0), en un 21.51%; en total detectaron 10 &cidos grasos, 5

mayoritarios y 5 minoritarios, identificados por cromatografia de gases.

Shimizu y col. [3], determinaron la composicion en el deposito adiposo espalda baja,
observando los 4cidos grasos oleico en 54.3%, seguido del palmitico en 22.5% y el
linoleico en 10.4%, en total detectaron 6 acidos grasos, 5 mayoritarios y 1 minoritario,

identificados por cromatografia de gases.

Grompone y cols. [4], identificaron el perfil de acidos grasos en muestras comerciales,
reportando 7 4cidos grasos, entre los que se encontraron el oleico (47.5%), seguido del

palmitico (22.7%) y el linoleico (15%), observando también el miristico (0.3%).

Estos estudios se relacionan con emus criados en Australia, Estados Unidos y Canada,
mientras que en México, no se cuenta con informacion disponible del perfil de 4cidos
grasos. Sin embargo, un estudio aun no publicado de Reyes y cols. [7] en el estado de
Oaxaca, reveld que la composicion del aceite de emu es de 47.9% de oleico, 23.3% de
palmitico, 14.7% de linolénico, 8.4% de estearico y 4.5% de palmitoleico, asi como 0.9%

de linoléico.

Los 4cidos grasos que no contienen enlaces dobles se conocen como saturados (SFA),
como el palmitico (C16:0), los que contienen solo un doble enlace se llaman
monosaturados (MUFA), como el oleico (C16:1), presentando en la mayoria de ellos la
doble ligadura entre los atomo de carbono 9 y 10; con mas de un doble enlace, como el
linoleico (C18:2), se conocen como poliinsaturados (PUFA), el doble enlace, tiende a
comenzar en el carbono 12 y 15 como el linoleico y linolenico, razén por la que los dobles

enlaces no son conjugados [8].
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La presencia de instauraciones hace que los acidos grasos tengan una gran reactividad
quimica, ya que estan propensos a transformaciones oxidativas y de isomerizacion [8]. Las
instauraciones presentan dos tipos de isomeros, geométrico Cis (¢ 6 Z), y trans (t 6 E), asi
como, posicional, segun sea la localizacion de la doble ligadura en la cadena de atomos de

carbono; en estado natural la mayoria son Cis [1].

Diferentes metodologias han sido desarrolladas para la determinacion de la composicion
de aceites, siendo la técnica mas utilizada GC con un detector de ionizacion de flama FID;
ha sido la técnica mas elegida en la identificacion de dacidos grasos y el método
ampliamente utilizado para la separacion e identificacion de los perfiles de acidos grasos en
el aceite de emu [3,4,5,6,9], considerando previamente la derivatizacion de los acidos
grasos a sus esteres metilicos FAME’s; practica comn para el analisis por GC, debido a su
baja volatilidad en compuestos de mas de 6 carbonos, no permitiendo su analisis directo
[8,10]. Los FAME’S son mas estables, menos polares y mas volatiles que el acido graso
original; pueden ser preparados a través de diversos métodos de derivatizacion;
comunmente es utilizada la saponificacion alcalina seguida del uso del trifluoroborano-
metanol, este tiene una alta habilidad de esterificar y transesterificar, la saponificacion
alcalina, solo permite minimizar el tiempo de velocidad de reaccion [11]. La separacion de
los FAME’s se lleva a cabo a través de una columna capilar, por ejemplo, CPSil 88, BPX-
70 o0 SP2340, reportadas con excelente resolucion para su analisis, y sobre todo en isomeros
de posicion y geométricos [8,11]. La introduccion de nuevas fases polares como la columna
BPX-70, permite estabilidad a temperaturas elevadas y se considera de sangrado bajo en
analisis de MS [12]; por su parte las columnas empacadas son practicamente obsoletas; la
tecnologia capilar posee una precision alta, posibilitando que los 4cidos grasos puedan por
lo general ser identificados por GC con una certeza razonable, debido a los tiempos de
retencion, mejora si el analisis se realiza con una variedad de fases estacionarias; para una
confirmacion definitiva de la estructura, deben ser considerados otros procedimientos

espectroscopicos [8].
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El principio de GC radica en un fluido llamado fase mévil, que circula a través de un
liquida o solida llamado fase estacionaria [13], cual se encuentra fija la columna capilar,
ubicada en el horno del GC. La muestra debe ser volatil y térmicamente estable; la fase
movil es un gas inerte que permita la elucion [15]; la fase estacionaria liquida es la mas
usada, el liquido es inmovilizado sobre un soporte solido inerte y debe ser estable y no
volatil a las temperaturas empleadas en el andlisis y de naturaleza similar a las muestras que
se desea separar [14]. La muestra se inyecta y se arrastra por la fase movil, los distintos
componentes pasan a través de la fase estacionaria, reteniéndolos con base a su afinidad,
permitiendo el paso mas rapido a través de la columna a compuestos menos retenidos, por
ser menos afines, los mas afines pasan lentamente, por ser fuertemente retenidos;
llevandose a cabo la separacion; la presion de vapor del compuestos juega un papel
importante en el equilibrio entre el analito y la fase estacionaria, a mayor presion, el tiempo

de retencion es menor en la columna [15].

Una de las técnicas analiticas mas completas es la espectrometria de masas MS; en la
actualidad es utilizada no solo para fines de investigacion, sino para analisis de rutina en
procesos industriales, en control de calidad, entre otros; permite identificar cualitativamente
y cuantitativamente cualquier tipo de mezcla de sustancias de forma inequivoca,
permitiendo identificar la masa molecular del compuesto y la estructura molecular de forma
eficaz a través de los fragmentos resultantes del impacto electronico controlado [15]; se ha

demostrado que es una herramienta importante en el analisis de lipidos [8].

La asociacion de GC y MS da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la
separacion e identificacion de mezclas complejas. GC permite la separacion de mezclas
muy complejas, sin embargo, una vez separados los componentes individuales de la
muestra problema, solo se cuenta con el tiempo de retencion para la identificacion de los
correspondientes picos cromatograficos, lo que resulta insuficiente para una identificacion
inequivoca, sobre todo si la muestra contienen un niamero elevado de componentes; MS no

es capaz de identificar de manera inequivoca cualquier sustancia pura, sin que esta sea
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separada previamente en sus componentes, debido a la extrema complejidad del espectro
obtenido por superposicion de los espectros individuales de cada componente [15]. Este
acoplamiento requiere de sistemas especiales de conexion, porque trabaja en fase gaseosa,
necesitando solo una pequefia cantidad de muestra para su andlisis, lo que los hace muy
compatibles; sin embargo, su acoplamiento resulta facil si este es directo con la columna
capilar del GC, siendo este el caso mas habitual, ademas, el espectrometro de masas actia
como detector cromatografico, al registrar la corriente ionica total TIC generada en la
fuente i6nica, representada graficamente por un pico gaussiano de area proporcional a la
concentracion del compuesto detectado, dicha grafica es conocida como cromatograma TIC
[15]. El resultado de este acoplamiento es el registro de cada componente en forma de pico

cromatografico, que se identifica por su respectivo espectro de masas.

Dobson y col. [10], mencionaron que este sistema es extensamente utilizado en el
analisis de metil ésteres de acidos grasos y que es posible identificar la localizacion de la
posicion del doble enlace en la cadena hidrocarbonada, especialmente cuando se cuenta con
un estandar para su comparacion. El doble enlace es una de las caracteristicas estructurales
de los acidos grasos, pueden ser localizables a través del acoplamiento GC-MS, entre otras
caracteristicas [10], sin embargo, en el caso de los monoinsaturados y diinsaturados deben

ser interpretados con precaucion [16].

Los espectros de masas, contiene informacion relevante para identificar la masa
molecular y la estructura quimica de un muestra molecular [12]; pueden ser comparados
con un espectro estandar que se obtienen de alguna biblioteca de espectros para una mayor

confiabilidad.

El objetivo del presente trabajo consistio en identificar y analizar el perfil de 4cidos
grasos del aceite de emu (crudo), por GC-MS, en muestras provenientes de diferentes
métodos de extraccion sin el uso de solventes, considerando como método de comparacion

la extraccién con solventes y como muestras de referencia, aceite de emt adquirido del
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comercio de importacion (refinado) y nacional (crudo), por cromatogratfia de gases

acoplada a masas.

2. Metodologia

2.1 Materia Prima

Las muestras de aceite de emu fueron extraidas de métodos sin el uso de solventes y
como muestra de comparacion con el uso de solvente, ambas del depdsito adiposo espalda
baja, faena julio 28 del 2009, hembra de 25 meses de edad, proveniente de Cd. Benito

Juarez, Ejido el Carrizo, Nuevo Le6n. México.

Las muestras de referencia fueron adquiridas en Cd. Benito Juarez, Ejido el Carrizo,
Nuevo Leon (aceite refinado de importacion) y en Santa Cruz, Xoxocotlan, Oaxaca (aceite

crudo nacional).

El aceite crudo fue almacenado en refrigeracion, con la finalidad de evitar reacciones de

degradacion.

Los solventes utilizados fueron grado analitico y grado capilar GC al 99.99%.

El estandar externo con numero de parte 47885-U fue adquirido en Supelco, Co, de 37

componentes de metil ésteres de acidos grasos.

2.2 Derivatizacion de acidos grasos

El aceite de emu fue derivatizado con trifluoroborano-metanol al 14% como agente
metilante y catalizador, convirtiendo los &cidos grasos en sus ésteres metilicos

correspondientes, utilizando la técnica modificada de Guzman [17], como sigue:
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Una muestra de 50 mg de aceite fue diluida en 5 ml de hidréxido de potasio 0.5 M
(KOH), en un matraz redondo de fondo plano esmerilado, adicionando 2 gotas de butil-
hidroquinona terciaria (TBHQ) al 2% disuelto en metanol, y perlas de ebullicion, reflujado
por 5 min, al término, se anadieron 6 ml de BF3, reflujando por 7 min, adicionando
posteriormente 2 ml de heptano grado capilar, agitando por 30 seg y anadiendo 20 ml de
solucién saturada de cloruro de sodio (NaCl), la parte organica fue separada, adicionandole
2 ml de solucion acuosa de bicarbonato de sodio (NaHCOs3) al 10%, filtrada a través de
sulfato de sodio anhidro (NaSQ,), recolectando los ésteres metilicos en un vial ambar,

adicionando 2 ml de heptano y refrigerandolo para su posterior analisis.

2.3 Analisis por GC-MS

Los analitos (FAME’s) fueron analizados por GC-MS en un cromatdgrafo de gases
autosystem XL acoplado a un espectrometro de masas TurboMass, ambos (Marca Perkin
Elmer). El espectrometro utilizé una fuente de ionizacion de 70eV por impacto electronico.
Los FAME’s fueron separados en una columna capilar BPX-70 de 60 m de largo y 0.25
mm de diametro interior (Marca SGC). El programa de temperaturas del horno del GC fue:
temperatura inicial 140°C por 5 min; 4°C por min hasta alcanzar la temperatura final de
240°C que se mantuvo por 8 min. Como gas acarreador se utilizd6 He a un flujo de 1.5
ml/min. El inyector fue operado en modo slip 5:1, a una temperatura de 240°C. El rango de
masas fue de 40 a 650 u.m.a. La temperatura de la fuente y linea de transferencia fue de

250°C. Todos los analitos fueron inyectados a las mismas condiciones cromatograficas.

2.4 ldentificacidén de acidos grasos

La identificacion de cada 4cido graso a través de su correspondiente metil ésteres, se
realiz6 a través de la comparacion con los tiempos de retencion de cada pico obtenido del
cromatograma TIC del estandar externo. Los espectros de masas del estdndar externo

fueron identificados por comparacion con los espectros de la libreria de la base de datos
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(NIST Mass Spectral version 1.7), los cuales fueron también analizados a través de las

fragmentaciones abundantes observadas en los espectros.
2.4.1 Determinacion de la proporcién relativa

La proporcion de cada acidos graso fue expresada como la composicion relativa de los
acidos grasos en %, referidos al total de 4cidos grasos (Ec. 1). Considerando que la cantidad
de cada componente es proporcional al area del pico correspondiente, considerado como

aceptable para los 4cidos grasos.

A
L1000 Ec. 1
A 100 c

T

p(%) =

De donde:

Aj= area correspondiente al pico del 4acido graso.
Ar=su.m.a de las areas de todos los picos identificados como acidos grasos.

2.5 Anélisis Estadistico

Los perfiles de 4cidos grasos fueron analizados por ANOVA (Analysis of Variance), a

través del software NCSS (Number Cruncher Statistical Systems, version 2007).

3. Resultados y Discusién

La identificacion del perfil de acidos grasos PFA de las muestras analizadas por GC-

MS, se realiz6 con base a la identificacion del método de extraccion (Tabla 1).

El PFA de todas las muestras fue analizado en el mismo GC-MS, bajo las mismas
condiciones, asi como el estandar externo. Este se consiguid primeramente identificando
los tiempos de retencion de cada pico obtenido del cromatograma TIC de las muestras y

comparandolo con los tiempos de retencion del TIC del estdndar externo. Los espectros
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resultantes fueron cotejados con los espectros de la libreria NIST, asignando el acido graso

correspondiente por este criterio.

Tabla 1. Aceite de emu de diversas fuentes de obtencion.

Método de extraccion
Bafio maria asistido con vacio (BM)
Fusion humeda (FH)
Microondas (M)
Rotavapor (R)
Baiio ultrasénico (BU)
Extraccion solido-liquido (ES)
Referencia nacional (CN)
Referencia de importacion (ClI)

3.1 Identificacion del perfil de acidos grasos a través de la libreria

Todos los cromatogramas mostraron el mismo comportamiento, observando la presencia
de 7 picos (Fig. 1), con excepcion del TIC de la muestra CN de 5 picos. El tiempo de

interés se observo en el minuto 27.36 a 35.56.
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Figura 1. Cromatogramas TIC de aceite de emu.
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El cromatograma del estdndar se observa en la figura 2, sefialando los picos

correspondientes a las muestras, con base a los tiempos de retencién mostrados en la tabla

2. El andlisis del TIC a través del software TurboMass, permitié identificar un total de 34

picos de los 37 correspondientes al estandar; uno pico no resuelto en el correspondiente al

disolvente del cloruro de metileno (CH,CL,) y el otro pico en el acido araquidico (C20:0),

identificados con un asterisco. Los picos de los tres acidos restantes podrian identificarse a

través de pruebas experimentales mas detalladas.
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Figura 2. Cromatograma TIC del estandar externo.

Tabla 2. Tabla 3.1.1. Tiempos de retencion de muestras de aceite de emu y estandar externo.

Muestra | Método | Pico 1 |Pico 2 |Pico 3 [Pico4 |Pico5 |Pico6 |Pico7
BM 27.16 | 28.15 | 3090 | 31.82 | 33.16 | 34.75 35.43
BM 2735 | 2834 | 3099 | 31.89 | 33.21 34.84 | 35.56
FH 2736 | 2835 | 31.03 31.89 | 3325 | 34.83 35.54
FH 27.12 | 28.13 | 30.88 | 31.76 | 33.12 | 34.75 3541
M 2742 | 2841 31.07 | 3195 | 33.29 | 34.88 | 35.61
M 27.11 28.10 | 30.85 31.74 | 33.08 | 34.71 35.43
2735 | 2834 | 3099 | 31.89 | 33.21 34.83 35.54
BU 27.40 | 28.39 | 31.07 | 31.95 | 33.29 | 3490 | 35.58
BU 27.11 28.13 | 30.85 31.73 33.08 | 34.71 35.39
ES 2736 | 2835 | 31.03 31.89 | 33.25 34.86 | 35.61
ES 27.12 | 28.13 | 30.86 | 31.78 | 33.12 | 34.71 35.45
CI 2738 | 2837 | 31.06 | 31.93 33.27 | 34.90 | 35.60
1 CN 2740 | 2841 31.05 31.93 33.29

Estandar Externo | 27.42 | 28.41 | 31.08 | 31.94 | 33.32 | 34.90 | 35.63

—_—

—_— N | = = DN = DN = DN | — | DN
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Los tiempos de retencion de la tabla 2, no mostraron fluctuaciones considerables, siendo
estas acordes a las condiciones experimentales (temperatura, inyeccion, fase estacionaria,

gas portador, caudal,

Capitulo III. Analisis del perfil de 4cidos grasos del aceite de emu por cromatografia de

gases acoplada a la espectrometria de masas.

entre otros), lo que permiti6 la comparacion de los mismos entre las

muestras y el estandar.

La figura 3, muestra los espectros del pico 1 de tiempo de retencion en 27min,

observando que los iones en m/z 270, 239, 227, 213, 199, 185, 171, 157, 143, 129, 115,

101, 87 y 74, fueron

de acuerdo con la estructura del espectro del acido Hexadecanoico o

palmitico (C16:0), mostrado en el espectro b.
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Figura 3. Espectros de masas del picol, estandar (a), NIST (b) y muestra ES (c).

La figura 4, muestra los espectros del pico 2 de tiempo de retencion en 28 min,
observando que los iones en m/z 236, 194, 152, 138, 124, 110, 96, 87, 83, 74, 69, 55 y 41,

los cuales, se encontraron de acuerdo con la estructura del espectro del 4cido 9-

Hexadecenoico o palmitoleico (C16:1), mostrado en el espectro b.
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Figura 4. Espectros de masas del pico 2, estandar (a), NIST (b) y muestra BM (c).
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La figura 5, muestra los espectros del pico 3 de tiempo de retencion en 31 min,
observando que el tiempo de retencion de las muestras se presento entre 30.8 y 31.0. Los
iones en m/z 298, 267, 255, 241, 227, 213, 199, 185, 171, 157, 143, 129, 115, 101, 87 y 74,

fueron de acuerdo con la estructura del espectro del 4cido Octadecanoico o estedrico

(C18:0), mostrado en el espectro b.
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Figura 5. Espectros de masas del pico 3, estandar (a), NIST (b) y muestra M (c).

La figura 6, muestra los espectros del pico 4 de tiempo de retencion en 31.9 min,
observando que los iones en m/z 264, 222, 180, 152, 138, 124, 110, 97, 74, 55 y 41,

estuvieron acorde con la estructura del espectro del acido 9-Octadecenoico u oleico

(C18:1), mostrado en el espectro b.
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Figura 6. Espectros de masas del pico 4, estandar (a), NIST (b) y muestra M (c).

La figura 7, muestra los espectros del pico 5 de tiempo de retencion en 33 min,
observando que el tiempo de retencion de las muestras se presento entre 33.08 y 33.29 min.

Los iones en m/z 294, 263, 178, 164, 150, 136, 123, 109, 95, 81, 67, 55 y 41, fueron de
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acuerdo con la estructura del espectro del acido 9,12-Octadecadienoico o linoleico

(C18:2n6), mostrado en el espectro b.

150 163 177 133

205 220 237 250 252 276 294 313
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Figura 7. Espectros de masas del pico 5, estandar (a), NIST (b) y muestra BU (c).

La figura 8, muestra los espectros del pico 6 de tiempo de retencion en 34 min,
correspondientes a la muestra y a la libreria NIST, observando que los iones en m/z 292,
163, 149 0 150, 121, 107 0 108, 93, 81, 79, 67, 55 y 41, fueron de acuerdo con la estructura
del espectro del 4cido linolenico, sin embargo no fue posible su identificacion por medio
del espectro de masas del estdndar externo, este se encontrd en dos tiempos de retencion
diferentes (34.24 y 34.90 min), los cuales corresponden al acido graso 6, 9, 12-
Octadecatrienoico (y-linolenico o C18:3n6) y 9, 12, 15-Octadecatrienoico (a-linolenico o
C18:3n3), de la familia n-6 y n-3 respectivamente, donde sus espectros fueron confusos en
cuanto a los iones que los caracterizan, mencionados posteriormente. Por su parte en el caso
de los 4cidos con mas de 3 dobles enlaces, existen pocos iones caracteristicos que ayudan a
la identificacion del mismo, en especial la familia n-6 y n-3, gama y alfa respectivamente
[16]. Esto pudo deberse a un incremento en la energia de fragmentacion, donde el exceso
de esta es cedida a un ion, generando fragmentaciones posteriores de manera que el
espectro resultante contenga un gran numero de iones de abundancia que dependeran de

diversos factores como la vida media y la estabilidad acorde a sus precursores.

Por su parte Dobson y col. [10] y Christie [16], mencionan que el espectro del C18:3n6
contiene un ion en M/z 150, que puede ser considerando por la escision del doble enlace
entre el carbono C7 y C8; analogamente para el C18:3n3, seria el ion en m/z 108 por la

escision del doble enlace entre el C10 y C11, los cuales pueden ser identificados como
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iones caracteristicos de los &cidos poliinsaturados de la familia n-6 y n-3 resp.,

considerando que no siempre pueden estar presentes o ser unicos de estos acidos grasos, sin

embargo se consideran una guia util. Adicionalmente Christie [16], comenta que existen

iones de intensidad baja como en m/z 194, formados por la escision del doble enlace entre

el C11 y C12 para el espectro del C18:3n6 y en m/z 236, formados por la escision del doble

enlace entre el C14 y C15 para C18:3n3.

Se podria decir que este acido corresponde a la familia n-3, debida a la secuencia en que

fue identificado en la hoja de datos del producto. Sin embargo, los espectros de las

muestras no mostraron claridad de los picos caracteristicos (m/z 236 y 108 para alfa, 194 y

150 para gama), como se puede observar en la figura 8.

7 193 g1 27

> 15-OCTADECATRIENOIC ACID, METHYL ESTER

7S )

105 215 238

Figura 8. Espectros de masas del pico 6, muestra ES (a), NIST (b) y muestra BU (c).

La figura 9, muestra los espectros del pico 7 de tiempo de retencion en 35 min,

observando que los iones en m/z 324, 292, 250, 194, 152, 138, 124, 111, 97, 83, 74, 69 y

55, fueron de acuerdo con la estructura del espectro del 11-Eicosenoico, mostrado en el

espectro b.
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Figura 9. Espectros de masas del pico 7, estandar (a), NIST (b) y muestra ES (c).
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3.2 Analisis de los espectros de masas

Las fragmentaciones id0nicas interpretables caracteristicas de los espectros antes
mencionados, fueron analizados con la finalidad de confirmar el &cido asignado por la
comparacion de espectros; encontrando que en todos los espectros se presento el ion en m/z
74 [H,C=C:OCH3(OH)]", debido a, la transposicion de McLafferty o transposicion
especifica de H, por un reordenamiento del H en posicién y (gama), asi como, la
fragmentacion de masas por la pérdida consecutiva de 14 u.m.a (CH), la cual, es
ocasionada por escision C-C y ruptura alilica, dicha fragmentacion permitié que el ion
molecular (M) se observara a baja intensidad, porque en cadenas alifaticas, el rompimiento
de los enlaces preferentemente se lleva a cabo en el enlace C-C, para formar iones de
mayor estabilidad (ruptura alquilica). Sin embargo, no en todos los casos fue posible
observar el ion molecular, siendo este, el primer indicio en la identificaciéon de un acido

graso [16]. Lo antes mencionado observado en el apéndice 2.

Los espectros de cada acido graso presentaron iones diferentes entre si, mencionados a

continuacion:

a) El espectro del acido palmitico (Fig. 10) en todas las muestras, mostro un ion a m/z
270 de intensidad débil y con isotopia en el ion 271, no mayor a su intensidad maxima de
19.49%, identificado entre los conglomerados en masas altas que es el que pose las
caracteristicas de ion molecular (M), concordando con su peso molecular (270 u.m.a),
siendo esto, el primer indicio en la identificaciéon de un acido graso, asi mismo, el ion
molecular fue par y el resto de las masas abundantes impares. También se encontrd, una
perdida 16gica del ion molecular en m/z 239 [M-31]" (radical metoxilo "OCH3); un ion en
m/z 227 [M-43]" representando la pérdida del radical propilo 'CsH;, debido a un
reordenamiento complejo; los iones en m/z 199, 185, 171, 157, etc., por la pérdida del
radical metilo H,C™ [M-14]" y el ion en m/z 87 [M-183]", por la pérdida del radical
"COOCHs.

59



Capitulo III. Analisis del perfil de 4cidos grasos del aceite de emu por cromatografia de

gases acoplada a la espectrometria de masas. c == D - q

oAXAcA

Figura 10. Espectro del 4cido palmitico proveniente del TIC de la muestra ES.

b) El espectro del acido palmitoleico (Fig. 11) en todas las muestras, no fue posible
observar el ion molecular a m/z 268, correspondiente a su peso molecular (268 u.m.a). Por
su parte, se observo una perdida logica del ion molecular en m/z 236 [M-32]" (radical
metoxilo "OCH; mas un H); otra perdida a m/z 194 [M-74]", siendo el ion McLafferty,
antes mencionado. El ion en m/z 152, se forma por la pérdida de un fragmento que contiene
al grupo carboxilo por la escision entre el carbono 5 y 6 con la adiciéon de un H [16]. Los
iones en m/z 138, 124, 110, 96, etc., por la pérdida del radical metilo H,C™ [M-14]". A
diferencia del espectro del acido saturado palmitico, los iones hidrocarburos de formula

[CuHan1]" son representados en m/z 55 de abundancia notable.

Es importante notar que la ubicacion del doble enlace no cuenta con alguna
caracteristica que permita definir su posicion en la cadena hidrocarbonada, debido a que
puede transponerse a cualquier posicion al ionizar la cadena y el espectro de masas sera

practicamente igual en casi todos los isdmeros Cis del acido 16:1 [16].
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Figura 11. Espectro del 4cido palmitoleico proveniente del TIC de la muestra M.
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c) El espectro del acido estearico (Fig. 12) mostro en todas las muestras, un ion a m/z
298 de intensidad débil, sin percibir su isotopia en el ion 299 de intensidad no mayor a
21.78%, sin embargo, se identifico como el ion molecular (M".), concordando con su peso
molecular (298 u.m.a), su confirmacion, fue con el analisis de los siguientes iones, un ion
en m/z 267 [M-31]" (radical metoxilo "OCH3), considerado como una perdida logica del ion
molecular, asi como el ion en m/z 255 [M-43]" representando la pérdida del radical propilo
"C3H;, debido a un reordenamiento complejo. Los iones en m/z 241, 227, 213, etc., por la

pérdida del radical metilo H,C+ [M-14]".

M-43]+
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Figura 12. Espectro del acido estearico proveniente del TIC de la muestra FH.

d) El espectro del 4cido oleico (Fig. 13) para todas las muestras, mostro los siguientes
iones, en M/z 296 de intensidad muy débil, sin percibir su isotopia en el ion 296 de
intensidad no mayor a 21.75%, sin embargo, se identificé como el ion molecular (M".),
concordando con su peso molecular (296 u.m.a), su confirmacion, fue posible con el
analisis de los iones en m/z 264 [M-32]" (radical metoxilo "OCH3 mas un H),
correspondiente a una perdida logica del ion molecular; otra perdida a m/z 222 [M-74]",
siendo el ion McLafferty, antes mencionado. El ion en m/z 180, se forma por la pérdida de
un fragmento que contiene al grupo carboxilo por la escision entre el carbono 5y 6 con la
adicion de un H [16]. Los iones en m/z 166, 152, 138, 124, 110, etc., por la pérdida del
radical metilo H,C" [M-14]". A diferencia del espectro del 4cido saturado palmitico, los

iones hidrocarburos de formula [CnHzn_l]+ son representados a m/z 55 de abundancia

notable.
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De igual forma la ubicacion del doble enlace no cuenta con alguna caracteristica que

permita su posicion, como se menciono en el andlisis del espectro de masas del acido

Cle:1.
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Figura 13. Espectro del 4cido oleico proveniente del TIC de la muestra FH.

¢) El espectro del 4cido linoleico (Fig. 14) en todas las muestras, mostro un ion en m/z

294 de intensidad débil, sin percibir su isotopia en el ion en m/z 293 de intensidad no mayor

. . . , . +
a 21.72%, sin embargo, se identificé como el ion molecular (M "), concordando con su peso

molecular (294 u.m.a), donde su confirmacion, fue a través del andlisis de los iones

siguientes, en m/z 263 [M-31]" (radical metoxilo "OCH3); una perdida légica del ion

molecular en m/z 222 [M-74]" correspondiente al ion McLafferty antes mencionado; la

pérdida del radical metilo H,C" [M-14]" en m/z 177, 163, 149, 135, etc.; en m/z 81 se

debid a la escision del enlace alilico en el carbono B-CH,, proceso comunmente

encontrado. Del mismo modo que en los acidos monoinsaturados, existe muy poca

evidencia que ayude con la localizacion de los dobles enlaces [16].
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Figura 14. Espectro del acido linoleico proveniente del TIC de la muestra BM.
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f) El espectro del &cido linolenico (Fig. 15) en todas las muestras se observd un ion en
m/z 292 de intensidad débil, sin percibir su isotopia en el ion en m/z 291 de intensidad no
mayor a 21.69%, sin embargo, se identific6 como el ion molecular (M") de peso molecular
(292 u.m.a), el cual fue confirmado a través de las pérdidas de iones caracteristicos como,
un ion en m/z 260 [M-32]" (radical metoxilo "OCH;3 mas un H), correspondiente a una
perdida légica del ion molecular; otra perdida en m/z 218 [M-74]", siendo el ion
McLafferty, antes mencionado. El ion en m/z 176, se forma por la pérdida de un fragmento
que contiene al grupo carboxilo por la escision entre el carbono 5 y 6 con la adicién de un
H [16]. Los iones en m/z 149, 135, 121, 107, etc., por la pérdida del radical metilo H,C"
[M-14]".

Debido a que la informacioén de la posicion del doble enlace es limitada, se puede
considerar que la identificaciéon del peso molecular es un dato importante en Ia

identificacion del acido graso [16].
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Figura 15. Espectro del acido linolenico proveniente del TIC de la muestra BU.

g) El espectro del acido eicosenoico (Fig. 16) en todas las muestras, mostro los
siguientes iones, en M/z 324 de intensidad muy débil, sin percibir su isotopia en el ion en
m/z 325 de intensidad no mayor a 24.03%, sin embargo, se identifico como el ion molecular
(M".), concordando con su peso molecular (324 u.m.a), su confirmacion, fue posible con el
andlisis de los iones en m/z 292 [M-32]" (radical metoxilo "OCH; mas un H),
correspondiente a una perdida légica del ion molecular; otra perdida en m/z 250 [M-74]",
siendo el ion McLafferty, antes mencionado. El ion en m/z 208, se forma por la pérdida de

un fragmento que contiene al grupo carboxilo por la escision entre el carbono 5 y 6 con la
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adicion de un H [16]. Los iones en m/z 152, 138, 124, etc., por la pérdida del radical metilo
H,C" [M-14]". El ion en m/z 55 mencionado anteriormente por los iones hidrocarburos de

formula [CyHan]"
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Figura 16. Espectro del 4cido 11-Eicosenoico proveniente del TIC de la muestra BM.

3.3 Andlisis del perfil de &cidos grasos

Los 4cidos grasos FA identificados, se muestran en la tabla 3, observando la proporcién
relativa promedio expresada en porcentaje respecto al area total de FA + error estandar
identificados en el cromatograma, de los cuales, 5 4cidos fueron mayoritarios MFA y 2
minoritarios MiFA, estos Gltimos no observados en el TIC de la muestra CN, mencionado
anteriormente. Los FA fueron el palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0),
oleico (C18:1n9), linoleico (C18:2n6), linolenico (C18:3) y eicosenoico (C20:1). Se puede
decir que el tipo de acidos grasos del perfile fueron iguales en todas las muestras

analizadas.

Tabla 3. Composicion de FA de diferentes métodos de extraccion sin el uso de solventes*.

FA BM! FH! M R? BU*

16:0 18.88+0.02 20.06+0.00 19.42+0.02 19.19 22.85+0.04
16:1 1.43£0.00 1.83+0.00 1.58+0.00 1.44 1.98+0.00
18:0 7.3340.00 8.4120.00 8.09+0.01 8.31 7.36+0.01
18:1 51.360.03 48.25+0.01 50.47+0.05 49.34 45.83+0.03
18:2 20.3040.01 20.80+0.01 19.85+0.01 21.00 21.14+0.01
18:3 0.410.00 0.35+0.00 0.32:0.00 0.33 0.510.00
20:1 0.270.00 0.20:£0.00 0.210.00 0.36 0.230.00

valores promedio (%), ' n=2, % n=1.
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Los FA mas abundantes en promedio en términos porcentuales fueron el C18:1 (49.05),
C18:2 (20.62) y C16:0 (20.08). En comparacion con ES estos fueron similares C18:1
(50.23), C18:2 (21.92) y C16:0 (18.34). En relacion con las muestras de referencia, en Cl
se observaron proporciones mayores en C18:1 (53.48) y C16:0 (23.82), asi como
proporciones menores en C18:2 (10.51); en el caso de CN, mostro una proporcion similar
en C18:1 (50.93), mayor en C16:0 (22.03) y menor en C18:2 (13.61) (Tabla 4). En
comparacion con otros estudios como el de Wang y cols. [5], los valores fueron similares
en C18:1 (49.90), menores en C16:0 (21.51) y en C18:2 (10.95), de igual manera fueron
comparados con los obtenidos por Shimizu y col. [3], observando una similitud en C18:1

(49.90), mayores en C16:0 (24.60) y menores en C18:2 (10.00).

Tabla 4. Composicion de FA de muestras control*.

FA ES? ClI? CN?
C16:0 18.34+0.03 23.82 22.03
Cl6:1 1.72+0.00 3.44 3.15
C18:0 7.07+0.01 8.28 10.17
Ci18:1 50.23+0.05 53.48 50.93
C18:2 21.91+0.01 10.51 13.61
C18:3 0.42+0.00 0.33 0.00
C20:1 0.25+0.00 0.12 0.00

“valores promedio (%), ' n=2, * n=1.

Por su parte, el contenido de C16:1, fue bajo en comparacién con el aceite comercial, asi

como, por lo reportado en diversos estudios [3,4,5,7,18], de igual forma en C18:0.

El 4cido graso més abundante en todas las muestras evaluadas fue el oleico, lo cual, fue
acorde con diversos autores [3.,4,5,7,18], siendo el método de mayor proporcion BM
(51.36%) y M (50.47%), el cual fue ligeramente mayor de lo reportado por Wang y cols.
[5] y Shimizu y col. [3]; dicho acido puede mejorar la penetracion de compuestos biologico
activos, que son benéficos para la piel y es ampliamente utilizado como soporte de bases en
la industria cosmética [5]. Por su parte se identificaron 2 acidos grasos esenciales uno de la

familia n-6 (linoleico) y el otro no fue posible determinar la familia al que pertenece
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(linolenico); por su parte los acidos considerados de la familia n-6 son muy importantes por
su doble enlace localizado en el C6 del metilo terminal, la cual se considera una posicion
importante que permite la actividad de algunas enzimas [19]. Sin embargo, Wang y cols.

[5] no reportaron presencia de linolenico.

Se puede decir que mediante el analisis de su composicion porcentual el PFA del aceite
extraido sin el uso de solventes, en comparaciéon con las muestras de referencia y de
comparacion (ES, Cl y CN), mostro un perfil igual y de concentraciones similares con
excepcion del acido esencial linoleico C18:2, observando una diferencia importante de casi
el doble de su proporcion en comparacion con las muestras de referenci; dicho
comportamiento fue observado también en los estudios de Wang y cols. [5] y Shimuzu y
col. [3], los cuales, provienen del depdsito adiposo espalda baja. En comparacion con otros
estudios provenientes de diferentes depositos adiposos, se observo el mismo

comportamiento [4,7,18].

Un analisis comparativo del PFA de la bibliografia consultada y el obtenido en el
presente trabajo (Tabla 5), mostro en todos los perfiles, los mismos acidos grasos
mayoritarios (palmitico, palmitoleico, estearico, oleico y linoleico), observando diferencias

en los acidos minoritarios.

Tabla 5. Perfil de acidos grasos de diversas fuentes.

= Thompson, Grompone Wang y Reyesy Shimizuy
2002 y cols., 2005 | cols.,; 2000 " cols.; 2008 | col., 2003
C14:0 +
C16:0 + & i A
Ci16:1 + & i
C18:0 + & i
C18:1t
C18:1n9
C18:1n7
C18:2n6c¢
C18:3
C20:0
C20:1
C20:4n6

Aceite extraido con métodos sin disolventes
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Si bien, Thompson [18], publico un rango porcentual de cada acido, proveniente de
diversos estudios de cientificos australianos, observando que los valores reportados por los
autores mencionados en la figura 17, se encontraron dentro de dicho rango, sin embargo, la
identificacion de acidos minoritarios fue diferente para cada autor, al igual que en el
presente trabajo; diferencias que podrian deberse al proceso de extraccion y refinacion, asi

como del hébitat del emu [2].

La figura 17, muestra la composicion porcentual de los acidos grasos saturados SFA,
monoinsaturados MUFA, poliinsaturados PUFA, asi como, los acidos grasos mayoritarios

MFA y minoritarios MiFA.

T ——
R _
HAGS " AGM
BAGMo AGMi
CN
By AG
g e z
e —
F T T T T N -
0 20 40 60 80 100 92 93 94 95 96 97 93 99 100
Porcentaje de acidos grasos Porcentaje de acidos grasos

Figura 17. Contenido porcentual del grupo de acidos grasos del aceite de em.

El grupo de FA en todas las muestras fue similar, su composicion porcentual fue de
aproximadamente 99.9, de los cuales 99.35 corresponden a MFA y 0.65 de MiFA. La
proporcion de MUFA represento poco mas del 50% de la composicion, seguido de SFA

con un poco mas del 28% y aproximadamente un 20% de PUFA.

Comparando el grupo de FA presentes en el aceite de emu extraido sin el uso de
solventes con lo reportado en la literatura, se observo una proporciéon menor en promedio

de 4% en SFA, una proporcion mayor de 3.4% en MUFA y de 9.69% en PUFA.
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El método BM, mostro la menor proporcion de SFA y la mayor proporciéon en MUFA
entre los métodos de extraccion sin el uso de solventes. BU, mostro la proporcion mayor en

PUFA.

La muestra nacional mostro un perfil con valores mayores en SFA en un 82% y una
produccion menor de PUFA de casi un 100%, sin embargo, para el 4cido palmitoleico este
fue mayor en casi un 50%, en comparacion con el resto de las muestras evaluadas y lo

reportado en bibliografia.

3.2.1 Analisis estadistico

Los perfiles de &cidos grasos fueron analizados a través del andlisis de varianza
(ANOVA), usando el software NCSS 2007. Observando que el PAG no fue significativo,
lo cual puede indicar que los métodos utilizados en la extraccion del aceite de emu, no

muestran un efecto en la composicion del aceite.
Conclusiones

El aceite de emu proveniente del depdsito adiposo espalada baja, extraido sin el uso de
solventes, a través de los cromatogramas T1C, mostraron un total de 7 acidos grasos, de los

cuales, 5 son acordes con los perfiles de acidos grasos reportados por diversos autores.

La identificacion de 34 4cidos grasos de los 37 componentes del estdndar externo,
permitio la identificacion de los acidos grasos mayoritarios y minoritarios en muestras de

aceite de emu.

De acuerdo con los andlisis realizados, se puede concluir que, los acidos grasos
presentes en los aceites extraidos sin el uso de solventes son el acido palmitico (C16:0),
palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolenico
(C18:3) y eicosenoico (C20:1), dicho perfil de &cidos grasos fue acorde con lo reportado

por diferentes autores, mismo que fueron identificados en el aceite extraido con solventes y

68



Capitulo III. Analisis del perfil de 4cidos grasos del aceite de emu por cromatografia de

gases acoplada a la espectrometria de masas. c == D - q

ORAXACA

el adquirido de importacién, sin embargo, en el aceite comercial nacional, no fue posible

visualizar los 4cidos linolenico (C18:3) y 11-Eicosenoico (C20:0).

El analisis de los fragmentos principales de cada espectro de las muestras evaluadas, dio
como resultado el mismo acido graso identificado por comparacion con el estdndar y la

libreria NIST.

El perfil de acidos grasos reflejo diferencias en 4cidos minoritarias vs. lo reportado en
otros estudios, donde el acido graso C18:3 solo es reportado por Shimuzu y col. [7],
respecto al mismo deposito adiposo, por su parte Reyes y cols. [8], también lo reportaron
sin especificar el depdsito adiposo, en el caso del C20:1 fue reportado por Wang y cols. [6],

el resto de los autores no reportan estos acidos grasos [9, 18].

El perfil de 4cidos grasos del aceite de emu mostro una proporcion promedio del
99.94%, constituida de 7 4cidos grasos, de los cuales el 28.36% son saturados, 50.96% son

monoinsaturados y 20.62% son poliinsaturados, los cuales son 4cidos grasos esenciales.

No se observo diferencia significativa entre los perfiles de 4cidos grasos, en el analisis

estadistico realizado, debido a que los métodos utilizados no degradaron el aceite obtenido.
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Recomendaciones

El estudio detallado del estandar externo a través de GC-MS en la identificacion de los
37 componentes, es importante para la caracterizacion de trazas que pudieran estar

presentes en el aceite de emu.

Es importante realizar analisis mas detallados que permitan confirmar la presencia del
acido graso de configuracion trans (elaidico), el cual, pudo ser identificado en pruebas
previas en un GC-MS marca (Varian, Satur 2100 D), asi como, otros acidos grasos de

configuracion cis (laurico, miristico, oleico n-7, araquidico y araquidonico).

El estudio de la composicion quimica, permitiria confirmar si el aceite extraido sin
solventes puede tener un perfil de calidad sin la necesidad de someterlo a un proceso de

refinacion.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los métodos utilizados para la extraccion fueron factibilidad para la obtener aceite de
emu, de propiedades fisicas como el color, densidad e indice de refraccion, similares a lo
reportado en bibliografia. Ademas fueron técnicas rapidas y de tecnologias accesibles, asi
como de un valor considerable, al no requerir el uso de solventes, los cuales son eficientes,
sin embargo, es una técnica lenta, que requiere de cantidades considerables de solventes,

aunado a los altos costos en el equipo o en el proceso de produccion.

El aceite obtenido, no mostro dafio estructural por las condiciones utilizadas en los
procesos, confirmado en el analisis espectroscopico. Los perfiles de acidos grasos
identificados, no mostraron diferencias en su composicion entre si y las proporciones no
variaron significativamente, permitiendo observar que los métodos evaluados no influyeron
en la composicion y proporcion de los &cidos grasos del aceite. Sin embargo, se
encontraron diferencias significativas en comparaciéon con muestras comerciales y
referencias bibliogréficas, tal es el caso del acido linoleico de proporcion promedio
(20.5%), en comparacion con lo reportado en estudios anteriores de aproximadamente

(10.5%), de igual manera en muestras comerciales.

Con estos resultados se rechaza la hipétesis planteada donde la composicion y
proporcién del perfil de acidos grasos del aceite de emu no varié en fusion del proceso de

extraccion, entre los métodos evaluados en el presente estudio.
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RECOMENDACIONES GENERALES

Si bien, el presente estudio permitié obtener resultados importantes en la caracterizacion
del aceite de emu, queda trabajo por realizar en busca de confirmar que el aceite de emu
proveniente de emds criados en Meéxico, puede ser explorado con miras a su
comercializacion en la industria cosmética y farmacéutica, entre otras aplicaciones,
apegandose a la calidad requerida a través de un andlisis sistematico de factores
determinantes como el proceso de extraccion, asi como de mecanismos de analisis

apegados a una caracterizacion mas detallada.

Lo antes mencionado, propone evaluar otros métodos de extraccion, considerando
condiciones de operacion, para determinar el efecto en las propiedades fisicoquimicas y el

rendimiento.

Por su parte, se propone una evaluacion mas profunda de la columna y del detector del
espectrometro de masas, debido a que fueron detectadas diferencias en la identificacion de

los perfiles de &cidos grasos minoritarios, indicando su influencia en los resultados.

Con base a las diferencias observadas en los estudios realizados, diversos factores
pueden influir en los resultados, que deben ser analizados, tal como: la parte adiposa, la

edad, la alimentacién, el entorno de desarrollo del emu, entre otros.
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Anexo 1

Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).

ANEXOS

Espectros IR correspondientes a los extractos evaluados.
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Anexo

Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).

2

Concentrado: tiempos de retencion y areas, obtenidos de los cromatogramas TIC.

Muest Métod Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Pico 7
uestra) MIEI000  mIp TAREA| TR |AREA| TR |AREA| TR |AREA| TR |AREA| TR |AREA| TR |AREA
1 ES  |27.36| 85214 | 28.35 | 8366 |31.03| 31782 | 31.89 |189923| 33.25 | 91188 |34.86| 1817 |35.61| 1031
2 ES  |27.12] 64431 | 28.13 | 5649 |30.86] 25925 | 31.78 |219526| 33.12 | 87440 |34.71| 1626 |35.45| 1041
1 BM _ |27.16|111511| 28.15 | 8189 |30.90| 43856 | 31.82 |336813| 33.16 |122524|34.75] 2085 |35.43| 1573
2 BM _ |27.35]240133| 28.34 | 18648 |30.99] 92238 | 31.89 |589339] 33.21 |253130|34.84| 5814 |35.56| 3442
1 FH  |27.36] 87950 | 28.35 | 8073 |31.03] 37180 | 31.89 |210849| 33.25 | 95333 |34.83| 1738 |35.54| 792
2 FH  |27.12] 32817 | 28.13 | 2990 |30.88] 13645 | 31.76 | 79167 | 33.12 | 32501 |34.75| 488 |35.41| 346
1 M 27.42| 79196 | 28.41 | 6553 |31.07| 32840 | 31.95 | 175816 33.29 | 78434 |34.88| 1294 |35.61| 720
2 M 27.11| 63853 | 28.10 | 5067 |30.85| 26744 | 31.74 |194853| 33.08 | 67726 |34.71| 1074 |35.43| 807
1 R 27.35|227288| 28.34 | 17094 |30.99| 98386 | 31.89 |584338| 33.21 |248658|34.83| 3931 |35.54| 4311
2 BU  |27.40]118986| 28.39 | 10593 |31.07| 47021 | 31.95 |286508| 33.29 |132169|34.90| 2903 |35.58| 1986
1 BU  |27.11] 31092 | 28.13 | 2629 |30.85| 8274 | 31.73 | 52794 | 33.08 | 24354 |34.71| 641 |35.39| 167
1 Cl 27.38]175742| 28.37 | 25350 |31.06| 61104 | 31.93 |394621| 33.27 | 77549 |34.90| 2431 |35.60| 913
1 CN  |27.40| 29625 | 28.41 | 4232 |31.05] 13681 | 31.93 | 68501 | 33.29 | 18312

Anexo 3

Espectros de masas de los picos de interés de los cromatogramas correspondientes a

las muestras extraidas de los diferentes métodos y muestras comerciales.
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Pico 1 (Rt=27.36)
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).

Pico 2 (RT=28.35)
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).

Pico 5 (R7=33.24)
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de emU (Dromaius novaehollandiae).

Pico 1 (Rt=27.16)
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).

Pico 4 (R7=31.81)
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de emU (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de emU (Dromaius novaehollandiae).

Pico 2 (RT=28.39)
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Pico 5 (R1=33.28)

Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de emU (Dromaius novaehollandiae).

Pico 1 (R1=27.36)
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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ico 5 (RT=33.26)

100+ a1

Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de eml (Dromaius novaehollandiae).
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Caracterizacion del perfil de acidos grasos del aceite de emU (Dromaius novaehollandiae).
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Abstract

This study evaluates the efficiency of six extraction methods for emu fat based on the quantification of
yield, color, density, refraction index and rheological behavior. Both physical methods (Bain Marie,
rotary evaporator, fusion, ultrasound, and microwave) and chemical methods (solvents) were evaluated.
Oil properties were compared with commercial emu oil as a reference. Solvent-based extraction
produced the greatest yield (72.8%). Among the physical methods, the greatest yield was produced by
the ultrasound method (42.8%). In general, properties were similar to those reported for vegetable oils.
The rotary evaporator method showed the greatest difference in total color (AE) in comparison with a
commercially-produced reference, while the fusion method showed the smallest AE. No statistically
significant differences were found between the density and refraction index of the treated samples and
those of the reference. Kinematic viscosity increased significantly in samples extracted via microwave
method. All samples displayed pseudoplastic behavior. The data showed a good fit to the Power Law
Model (R? >0.90). The consistency coefficient and flow behavior index were determined for all

methods.

Keywords: Emu oil, extraction method, physical properties, rheological behavior.

Practical applications

Therapeutic applications oil have been posited for emu oil. In pharmaceutical products, oils are used as
emollients and as carriers for medicinal substances. The practical importance of an oil depends on its
physical properties, thus a thorough understanding of those physical properties is very important for

identifying potential applications. These properties are affected by the extraction method employed; the
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present paper evaluates the effects of a range of extraction methods on vyield efficiency, as well as
physical and rheological properties. Novel extraction methods such as ultrasound and microwave are

also evaluated in this study.

1. Introduction

In recent years, interest in lipids obtained from emus (Dromaius Novae-Hollandiae) has increased due
to potential applications in the cosmetics and pharmaceutical industries. Recently, a wide range of
therapeutic applications for the oil have been claimed [2], for example, the anti-inflammatory and anti-
arthritic activity shown by Snowden and Whitehouse [3] in laboratory animals. Other studies have
suggested its usefulness in tissue restoration, burn treatment, and the treatment of skin diseases [4]. In
pharmaceutical products, oils are used as emollients and as carriers for medicinal substances. In the
cosmetics industry, the hydrating and transdermal efficacy of the oil has garnered great interest [5].
Although natural fats were replaced in the past by high-purity hydrocarbon oils, this tendency has been

reversed in Europe in recent years due to concerns over dermatologic and toxicological safety [6].

The physical and therapeutic properties of emu oil may be altered during the separation of the liquid fat
of aqueous tissue fluids from solid structures composed of protein. Physical properties are known to be
determined by the number, geometry, and position of double bonds, and the degree of unsaturation in
the fat.

Extraction of animal fats is carried out by rendering processes, a term which applies to the process of
removing all fat from fatty animal tissues or other materials with a high ratio of fat to solid matter.
Animal fat rendering methods are determined by the nature of the fatty stock and the desired
characteristics in the rendered fat. The most common methods are dry rendering, wet rendering, and
digestive rendering [6]. The Bain Marie method, the rotary evaporator method, and the fusion method
all belong to the wet rendering category. The ultrasound method and the microwave method belong to
the dry rendering category, and the solvent method is a digestive rendering method. Both dry and wet
rendering methods can cause deterioration in the quality of the native fat due to prolonged exposure to
heat. Some solvents in the digestive rendering method are suspected of being carcinogenic and
dangerous to the visual system [7]. Additionally, solvent extraction equipment is relatively expensive.
Mechanical methods have been proposed, but the practical difficulties of commercial applications have
led to other approaches.
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In terms of the extraction of emu oil, specifically, the digestive method [4], [8], [9], [10], [11], wet

rendering method [12],[11] and autoclave method [13] have most commonly been used.

It has been demonstrated that the use of different extraction methods results in different lipid
recoveries. Very few studies have been done comparing lipid extraction methods for avian meat
products [14]. Comparative investigations evaluating two or three solvent systems have been
performed vis-a-vis the extraction of lipids of various animal origins [7]. Marquez et al.[15] used a
Bain Marie system for the extraction of rhea abdominal fat, while Sales [16] extracted ostrich oil using
the Folch method. Variations were found in physicochemical characteristics, extraction efficiency, and

lipid content.

The practical importance of an oil depends on its physical properties: oiliness, viscosity, density in the
liquid state, color, and refraction index, among other factors. In the cosmetics industry, information on
shear forces is useful in spraying, pumping, spreading and pouring products. Density information is
used in the determination of specific gravity for medical preparations. For the design of cosmetic and
medical formulas, it is necessary to establish the refraction index and color parameters for
identification and purity purposes. The success of a dermatological drug to be used for systemic drug
delivery depends on the ability of the drug to penetrate through skin in sufficient quantities to achieve
the desired effect [18], [19].

All of the previously mentioned properties are affected by the extraction method employed, due to the
changes each to cause in the molecular structure of the fat. A greater understanding of the physical and
chemical changes that occur as a result of these methods would make it possible to choose the
appropriate one for a given industrial application due to a thorough understanding of the specific

characteristics produced via each form of extraction.

Physical properties have been reported for numerous vegetal and animal fats and oils [20], but there is
little if any such data on emu oil. The present study aimed to evaluate the efficiency of six lipid
extraction methods (Bain Marie, rotary evaporator, fusion, ultrasound, microwave and solvent), and

identify their effects on physical and rheological properties.

2 Methodology
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Emu fat obtained from adipose deposits in the lower back was purchased from an emu farm in Nuevo
Leon, Mexico. A 25-month-old female emu was butchered in July of 2009, and its fat was stored at -

4°C until the time of use.

The properties of the oil samples obtained via each extraction method were compared with commercial

refined emu oil as a reference.

2.1 Extraction of Raw Oil

Homogenized 10 g samples blended in a household blender were used for all tests. For extraction via
rotary evaporator (Yamamato, RE52), the material was exposed to 60°C heat for a period of 15
minutes, as per the method used by Marquez et al. [15] modified. Rotation velocity was set at 40 rpm

and vacuum was set at 25 inHg. The extract was filtered using Whatman num. 1 paper.

Fusion extraction was performed using a sample submerged in distilled water at the boiling point for 20
minutes, at a ratio of 10 ml of water per gram of the sample. It was subsequently filtered through
fiberglass wool. The organic phase was separated with a separatory funnel. The oil obtained was
filtered through fiberglass wool and Whatman num. 1 paper. Subsequently, the sample was dissolved in
analytical grade chloroform to facilitate filtration through sodium carbonate in order to eliminate any

water. The solvent was evaporated using air displacement and mild heating.

A modified version of the method proposed by Marquez et al. [15] was used for the Bain Marie
extraction. The sample was placed in a kitasato flask connected to a vacuum system (25 inHg) and

placed in a Bain Marie at 70°C for 7 minutes. The extract was filtered through Whatman num. 1 paper.

For the ultrasonic method, samples were placed in a 250 ml Erlenmeyer flask and submerged in an
ultrasonic bath at a frequency of 50 kHz and a power of 200 W (Fisher Scientific, FS36H) at room
temperature for 90 minutes. The extract was filtered through fiberglass wool and Whatman num. 1
paper.

For the microwave method, emu fat samples were exposed to microwave energy for a period of 3
minutes in a 750 W household microwave, as per the method proposed by Gomez [21] for microwave

lipid extraction. The extract was filtered through fiberglass wool and Whatman num. 1 paper.
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For solvent extraction, a modified version of the method proposed by Folch, Lees and Sloane [17] was

employed, using a chloroform-methanol mix at a ratio of 2:1.

All samples were stored in refrigeration at -4°C in dark vials until analysis.

2.2 Yield Determination
Yield was calculated using the following equation:

oil extracted mass (g)

% yield = 100

mass of total in the sample (g) *

2.3 Color

The CIELAB scale was used to determine color values. Values were taken using a MiniScan XE
Spectrophotometer (Hunter Associates Laboratory, Inc. USA). Lightness (L*), redness (a*), and

yellowness (b*) were captured three times for each sample. Color differences between the commercial

reference sample and experimental samples are represented byAL:(L*—L’;> , Aaz(a*—ag) and

Ab = (b*—bg). Total color difference AE was calculated using the Hunter-Scotfield equation [22]:

AE = (L*5 f +(ax—a3f +(b>—b3 ]
2.4 Density and Refraction Index

A refractometer with an accuracy of £0.0001np (Reichert, Abbe Mark Il plus) and a density meter
(Anton Parr, DMA 5000) were used to determine the refraction index and the density of the samples at
25.5°C. Prior to these measurements, values were calibrated with water and air, respectively. All

measurements were carried out in triplicate.
2.5 Rheological Behavior

Shear viscosity was determined using a rheometer (Anton Parr, MCR301), utilizing a cone-plate
geometry with a diameter of 50mm at an angle of 1°. Measurements were taken in controlled shear rate

mode, and shear stress was measured in simple shear flow. All measurements were carried out at a

104



constant temperature of 25.5°C, and at shear rates ranging from 1 to 1500 1/s. All tests were performed

in triplicate.

Rheological behavior was adjusted to the Power Law model as a two-parameter model:

n=k(H)"*

where 1 is apparent viscosity (Pa-s), y is deformation velocity (1/s), k is the consistency coefficient

(Pa-s"), and n is the flow behavior index (dimensionless). The last parameter constitutes a measurement
of the degree of deviation from Newtonian behavior.

2.6 Statistical Analysis

Data are reported as mean + standard deviation of duplicate determinations. Statistical analysis was
executed by General Lineal Model (GML) procedure using the NCSS (Number Cruncher Statistical
Systems, version 2003).

3 Results

The raw oil obtained by the evaluated methods displayed a liquid consistency at room temperature. Qil
obtained by the fusion and Bain Marie methods was turbid; extracts obtained via the rotary evaporator
and solvent methods displayed very little turbidity. Visually, the color of the extracts varied from white
to a pale yellowish-cream color. On the CIELAB scale, all samples were off-white and greenish.
Nevertheless, significant differences in the b* parameter were found for samples extracted via the Bain
Marie and rotary evaporator methods; these samples tended towards blue, while samples extracted

using the solvent method tended towards yellow (Table 1).

Table 1. Physical Properties of Emu Oil

Extraction * - - Density | Refractive Kinematic
Method L a b AL Aa Ab | AE [kg/m’] index viscosity [cSt]
Bain marie 69.47 | -3.6 | 3.46 | -0.57 | -0.19 | 2.67 | 2.73 910.4 1.466 34.21
Rotary 68.06 | -33 | 3.23 | -1.98 | 0.60 | 244 [ 314 | .. 1.465
evaporator
Fusion 69.93| -3.1 | 080 | -0.11 | 0.25 | 0.01 | 0.27 911.2 1.464 35.63
Ultrasound 7422 | -24 | 278 | 418 | 0.97 | 1.99 | 4.73 911.2 1.465 22.30
Microwave 65.18 | -35 | 7.17 | -4.86 | -0.17 | 6.38 | 8.02 911.3 1.4655 41.91
Solvent 68.23 | -2 112 -1.81 | 1.38 191 2.97 1.4657 | -
Reference 70.04 | -34 | 0.79 - - - - 916.0 1.4639 22.30

... In some samples, there was insufficient material to determine the properties.
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Comparisons between all samples with a commercial refined emu oil reference showed minimal
differences in the lightness (L*) and redness (a*) parameters. The yellowness parameter (b*) of the
commercial reference was similar to that of the raw oil obtained via the fusion method, but differed
from that of samples extracted via the other methods (Table 1). Oil color is often used as an indicator of
quality; however, fresh oils vary in color. The differences found could be a result of the origin and

natural pigments of the samples.

Ultrasound extraction (Fig. 1) produced a relatively high yield (42.8%), while fusion extraction
produced the lowest (18.06%). High yields using ultrasound extraction were reported by Zhen-Shan
Zhang et al. [23] and Li, Pordesimo, and Weiss [24] for flaxseed and soybean oil. Results were
attributed to mechanical effects due to ultrasonically induced cavitation increasing the permeability of

tissues.
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Figure. 1 Effect of Extraction Method on Emu Qil Yield.

Digestive rendering with solvents doubled the yield produced with ultrasound extraction (68 %). This
result is consistent with values reported by Beaudoin and Martin [25], who extracted emu lipids with a
chloroform-methanol mixture at a ratio of 10:1, and obtained a yield of 78.5%. This method, proposed
by Folch, Lees and Sloane [17] is widely accepted in the extraction of lipids from animal and vegetable
tissues [26]. The use of a relatively non-polar solvent such as chloroform favors the separation of lipids
with molecular structures with a hydrophobic end, but not membrane-associated lipids which have
hydrophilic structures and are more polar. The use of polar solvents such as methanol to disrupt the
hydrogen bondings or electrostatic forces is more efficient for extraction. Statistics confirmed that yield
was significantly affected (a=0.05) by extraction method.
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No significant differences in density and refraction index were observed between extraction methods
(Table 1). Liquid density at 25°C was very similar to oils of vegetable and marine animal origin, such
as coconut oil (919 kg/m®), sunflower oil (915 kg/m?), refined cottonseed oil (916 kg/m®), peanut oil
(910 kg/m3), olive oil (909-915 kg/m?), sesame oil (914 kg/m®) corn oil (915 kg/m®) and whale oil
(910-920 kg/m?®). However, it was higher than that found for lard oil (864 kg/m?® at 15.5 °C) and poultry
fat (880 kg/m® at 23.9°C) [20], [27].

The refraction index at 25 °C was found to be in the range reported by Formo et al. [20] for oils with
vegetable origins, such as refined cottonseed oil (1.468), peanut oil (1.467), olive oil (1.469) and crude
palm oil (1.459). This property could be useful in identifying the length of hydrocarbon chains and
number of double bonds in the structure of fatty acids. Values between duplicates were find equal so

standard deviation for those measurements were zero.

Apparent viscosity diminished when deformation velosity increased, while shear force increased with
deformation velocity (Fig. 2). All samples exhibited pseudoplastic behavior (0<n<1). This shear
thinning behavior is common in oils and some polymers [28]. The resulting measurements were fitted
to a Power Law model (R? > 0.9) to obtain values for the consistency coefficient and the flow behavior
index (Table 2). A significant effect of extraction methods on apparent viscosity was observed; the
majority of samples displayed n values close to 1. Samples extracted via the microwave method
displayed the highest viscosity, with an n value of 0.7138, whereas samples extracted via the solvent
method showed the lowest viscosity, with an n value of 0.98. Samples which underwent microwave
method displayed clearly pseudoplastic viscous behavior, and desireable transdermal delivery

properties due to their low flow resistance.
1

+ Sclvent & Microwave X Ultrasound

O Fusion < Bainmarie O Rotary evaporator

B Reference —Power Law model

o

Log apparent viscosity (Pas)
o
=

0001

1 10 iog 1000

log shear rate {1/5)

Figure. 2 Rheological Behaviour of Emu Qil.
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This property is important in oils which are to be used as carriers. In fluids with newtonian behavior
(n=1), stress is linearly proportional to its strain rate. This suggests that extracted samples with n values
close to 1 may have greater stability against deformation, a property which is important in lubricants

submitted to stress. Monia et al. [29] reported similar behavior in prickly pear seed oils.

The kinematic viscosity of the oils obtained via the Bain Marie and fusion methods was close to those
found by Formo et al. [20] for cottonseed (35.88 cSt) and sunflower (33.31 cSt) at 37.8°C. The samples
extracted via the ultrasound method and the commercial reference displayed the lowest kinetic
viscosity (22.30 cSt), similar to those reported for sperm whale oil (22.99 cSt) [20]. The highest value
found was for samples extracted via the microwave method. The pseudoplastic behavior of samples
extracted using the microwave method made determining a constant kinematic viscosity impossible; a
range of 33-125cSt as a function of shear rate was found (Fig. 3). Increased kinematic viscosity after

microwave treatment has been reported for olive and sunflower oils [30].

Kimmmatle vicontry (i)

A
A A
A
B A A A A A A A A A A A A

] 1 400 00 m 1000 1100 1400 1600
S sata (1553

Figure 3 Kinematic Viscosity of Samples in Microwave Extraction Treatments

This behavior has been explained by the possible isomerisation of the double bonds of fatty acids as a
consequence of exposure to the high temperatures reached by microwave energy (Albi et al. [30]).
Kinematic viscosity values (Table 1) are consistent in orders of magnitude with those reported for
common oils; nevertheless, the results suggest that extraction method has a significant effect on fatty
acid distribution and composition. In general, the kinetic viscosity of oils diminishes slightly with an

increase in unsaturation. Oils containing fatty acids of low molecular weight are slightly less viscous
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than oils of an equivalent degree of unsaturation containing high weight acids [20]. The results are
consistent with the oleic acid (49.9%) and palmitic acid (24.6%) contents reported for emu oil by

Shimizu and Nakano [4], two fatty acids which are unsaturated and saturated, respectively.

4 Conclusions

Differences were found in the physical properties and yield for the oils obtained by the compared
extraction methods. In general, the properties found were similar to those reported for vegetable oils.
The fusion extraction method had a significant effect on color, whereas microwave significantly
affected apparent and kinetic viscosity. The ultrasound extraction technique was shown to be very
efficient in the extraction of emu oil without the use of solvents, which may be toxic or otherwise
undesirable in pharmaceutical and cosmetic applications. Pseudoplastic behavior was found in samples
extracted using the microwave method, whereas samples extracted by the other methods displayed
behaviors approaching Newtonian behavior. These differences in physical properties may be of interest

for certain industrial applications.
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