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Aislamiento de Acidos Grasos Poli-Insaturados
por Complejacién con Urea
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RESUMEN. Se estudi6 la complejacién con urea del aceite de lobo marino urugua-
yo (Arctocephalus australis Zim.) para obtener concentrados enriquecidos en icidos
grasos poli-insaturados de la serie omega-3. El mejor procedimiento para obtener
concentrados de alto contenido en icidos grasos poli-insaturados usa etanol como
solvente y un proceso en dos etapas, la segunda de las cuales consiste en el agregado
de urea a las FNCU obtenidas. Cuando se obtiene dicho concentrado a partir de
cidos grasos del aceite de lobo marino, ¢l contenido total en icidos poli-insatura-
dos es del orden del 90% con un rendimiento global del 17 %. La eficiencia de recu-
peracién total en poli-insaturados es del 78%. Este procedimiento es muy simple y

relativamente barato.

SUMMARY. “Isolation of Polyunsaturated Fatty Acids by Urea Complexation”, The
urea complexation of the Uruguayan fur seal oil (Arctocephalus australis Zim), was
studied in order to obtain enriched omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
concentrates. Ethanol as a solvent and a two steps process (the second step consists
of the addition of urea) is the most useful procedure to obtain a concentrate of
higher PUFAs content using urea complexation of the free fatty acids from marine
oils. When the concentrate is obtained from fur seal fatty acids, the total PUFAs
content is of 90% with an overall yield of 17% . The recovery efficiency of total
PUFAs is 78%. This procedure is very simple and relatively cheap.

INTRODUCCION

Los aceites de origen marino constituyen
una fuente importante de dcidos grasos po-
li-insaturados pertenecientes a la familia
w-3. Debido a sus efectos profilacticos y
terapéuticos '» ? interesa la obtencién de
concentrados, ya sea bajo forma de trigli-

céridos, de ésteres etilicos o metilicos o de

4cidos grasos libres. Con los métodos actua-
les de produccién (frigelizacién controlada
o cristalizacién fraccionada con solventes)
no es posible obtener concentrados de acei-
tes marinos bajo forma de triglicéridos con
contenidos en 4cidos poli-insaturados ma-
yores del 30%. Si se emplean 4cidos grasos
libres o sus ésteres como materia prima, se
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pueden obtener concentraciones de hasta
un 50% por medio de la destilaciéon frac-
cionada a vacio ?, cromatografia liquida de
alta resoluciéon ¢, cromatografia con resinas
argentadas * o extracciéon con fluidos su-
percriticos ®. Todos estos métodos tienen
el inconveniente de usar equipos muy espe-
cializados o de tener un alto costo opera-
tivo,

La complejacién por urea es uno de
los métodos més promisorios, ya que per-
mite emplear grandes cantidades de mate-
rias primas con equipos simples y reactivos
relativamente baratos. Este método se basa
en la mayor facilidad de formacion de com-
puestos de inclusién (aductos) con los Aci-
dos grasos saturados y monoénicos que con
los poliénicos.
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En este trabajo se expone una modifica-
cibn al método de complejacién por urea
utilizado por Ratnayake et al. &, que permi-
te obtener concentraciones mayores de ici-
dos poli-insaturados. Como materia prima
se utilizd un aceite de lobo marino (Arcto-
cephalus australis Zimmermann), de origen
uruguayo, cuya composicién es similar a la
de muchos aceites de animales marinos.

PARTE EXPERIMENTAL

A partir de un aceite comercial de lobo
marino de procedencia uruguaya se obtu-
vieron los 4cidos grasos por saponificacién,
de acuerdo con el método Cc 12-59 de la
American Oil Chemists’ Society (AOCS) 1!,

ACIDOS GRASOS + Etanol + Urea (disolucién en caliente)

temperatura
ambiente
¥ K
FCU 1 FNCU 1 (solucién)
heladera
K

FCU 2

FNCU 2 (solucién
HCl(pH 4-5) + hexano
FNCU 2 pura

etanol + urea

temperatura
ambiente

FCU 3

FCU 4
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v

FNCU 3 (solucién)

heladera

FNCU 4 (solucién)
HCI (pH 4-5) + hexano

FNCU 4 pura

Figura 1. Esquema operativo del método de complejacion con urea 11



Se disolvieron 20 g de dichos 4cidos gra-
sos en 250 ml de alcohol etilico, se agrega-
ron 45 g de urea y se calentd con agitacién
hasta obtener una solucién limpida. Se
dejé el sistema a temperatura ambiente
durante 24 horas. Los cristales formados
(FCU,; )* se separaron de la fase liquida
(FNCU, )** por filtracién a vacio en un
Biichner. La solucién resultante se enfrié
en un refrigerador doméstico a —6 °C du-
rante 24 horas para continuar la cristaliza-
cién. Los cristales formados (FCU,) tam-
bién se separaron por filtracién. La solu-
cion etandlica remanente (FNCU,) se di-
luyé con un volumen igual de agua desti-
lada y se acidific6 a pH 4-5 con HCI con-
centrado. Los acidos grasos asi separados
se extrajeron con hexano. Luego de elimi-
nado el solvente (FNCU, pura) se pesaron
10 g de dichos 4cidos grasos y se disolvie-
ron en 125 ml de alcohol etilico se agrega-
ron 23 g de urea y se repitié el procedi-
miento inicial: enfriamiento a temperatura
ambiente y filtracion (FCU; y FNCUj;),
enfriamiento en heladera y filtracién (FCU,
y FNCU, ).

Todas las FCU separadas por filtracién y
la FNCU, fueron tratadas por un procedi-
miento similar al empleado con la solucién
FNCU, a los efectos de liberar los 4cidos
grasos complejados por la urea y recuperar-
los.

* FCU: fraccién complejada con.urea; ** FNCU: frac-
cién no complejada con urea.
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El esquema operativo queda indicado en
la figura 1.

Los ésteres metilicos de Jos 4cidos gra-
sos, obtenidos con el método Ce 2-66 de la
AOCS ', fueron analizados en un croma-
tégrafo gaseoso Shimadzu, modelo GC-6,
equipado con detectores de ionizaci6n de
llama. Se usaron columnas de acero inoxi-
dable rellenas con SP-2330, de 10 pies de
largo y 1/8 de pulgada de didmetro inter-
no (fabricadas por SUPLECO Inc.). Las co-
lumnas fueron operadas isotérmicamente a
200 °C con N, como gas transportador.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se resumen en
la Tabla 1. Los 4cidos grasos saturados y los
mono-insaturados (especialmente 20:1 y
22:1) formaron ficilmente aductos con la
urea. El concentrado final (FNCU, ) repre-
sentd un 17% del total del material de par-
tida. Su contenido en polienos fue del
91,6% (valor muy alto comparado con los
de la bibliografia), por lo que el valor ini-
cial del 20% quedé multiplicado aproxima-
damente por 4,6. En particular, esta con-
centracion se debié al 4cido graso 22:6, que
pasd del 12,7 % inicial al 66,4 % final.

Si bien la mayor cantidad de 4cidos poli-
insaturados se recuperd en FNCU,, una pe-
quefia proporciéon de ellos se perdié por
complejacién con la urea (especialmente en
FCU,). Debido a esto conviene definir el
parametro ER% (‘“‘eficiencia de recupera-
cién”) de acuerdo con:

(Rendimiento % de FNCU). (% polieno en FNCU)

ER% =

En la Tabla 2 se dan los valores de ER %
para los 4cidos poli-insaturados totales y
para algunos de ellos por separado. La efi.
ciencia en la recuperacién global de los 4ci-
dos poli-insaturados fue del 78%, es decir
que un 22% de ellos se perdieron en las su-

v
.

% polieno en material de’partida

cesivas separaciones de las FCU. Por otra
parte, cada dcido graso tiene su ER %: ésta
varia desde el 23% para el dcido 22:5 hasta
el 89% para el acido 22:6. Debido a estas
diferencias, el concentrado final tiene una
composicién relativa en 4icidos grasos poli-
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Acido graso |  inicial FCU 1 FCU2 | FNCU2* | FCU3 FCU4 | FNCU4
12:0 0,1 — 0,2 0,2 0,2 — —
desconocido — — — — — 0,2 -
14:0 5,2 6,9 11,2 19 34 0,4 1,1
14:1 0.4 — 0,1 0,5 1,1 0,6 —
15:0 0,9 0,9 0,5 1,1 1,0 2,3 0,7
15:1 0,1 — 0,1 0,2 0,2 0,3 —
16:0 129 25,9 3,5 0,3 0,3 0,5 —
16:1 7,7 3,6 10,3 114 20,7 12,2 1,0
17:0 - — - - - 2,4 0,4
17:1 - - 0,0 — 0,2 1,0 0,2
18:0 2,6 3,9 1,3 1,7 1,3 2,1 0,5
18:1 22,3 18,6 43,6 20,2 42,4 6,6 0,7
desconocido - - - - - - 0,5
18:2 2,5 0,7 2,4 5,1 6,3 10,8 1,7
20:0 0,6 0,8 — 0,1 - — 0,2
desconocido —_ — - — - - 0,4
20:1 11,0 135 16,3 5,1 8,6 5,1 0,8
18:4 1,5 — 0,2 3,4 0,7 2,3 7,2
20:2 0,4 0,2 0,4 0,6 1,1 0,7 —
22:0 — 0,1 — 0,2 - - 0,2
22:1 10,7 18,9 5,0 1,7 1,6 2,5 1,3
desconocido - — — - - 0,4 0,3
20:4 1,3 — 0,3 2,9 11 5,5 4,1
20:5 2,0 0,3 0,6 4,7 1,7 8,3 6,3
24:1 2,6 4,5 — — — - -
21:5 - - — 0,8 0,2 1,2 14
22:4 0,6 - 0,2 1,5 0,5 2,0 2,3
22:5 1,8 0,2 0,7 4,5 2,8 12,2 2,4
22:6 12,7 1,0 2,3 321 4,4 20,3 66,4
Rendimiento — 46 15 (39) 41 14 45
(por etapa) i
Rendimiento 100 46 18 (36) 15 4 17
total
saturados 22,3 38,3 16,7 5,4 6,2 5,3 2,7
monoenos 54,8 59,1 76,0 39,1 74,8 28,5 4,0
polienos 20,0 1,5 4,5 49,7 11,6 54,7 91,6
dienos 29 0,9 2,8 5,7 7,4 11,5 1,7

* no incluido en el rendimiento total

Tabla 1. Composicién en acidos grasos de las diferentes fracciones obtenidas por complejacién con urea,
expresados en forma porcentual.
.
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Acido graso ER % Acido graso PROMEGA EPA-MAX
18:4 82 14:0 5,4 7,2
20:4 54 16:0 7,6 16,2
20:5 54 16:1 10,0 8,8
22:5 23 18:0 2,2 3,9
22:6 89 18:1 11,7 15,2
18:2 5,6 4,4
polienos 78 20:1 2,6 4,7
totales 18:4 4,9 2,9
Tabla 2. Eficiencia de recuperacién para los 4cidos 22:1 0.8 4,2
grasos poli-insaturados contenidos en FNCU 4. 20:4 1,2 0,8
20:5 28,1 15,5
22:4 0,3 0,2
insaturados distinta de la del material de 22:5 2,2 2,0
partida; en particular se produjo un enri- 22:6 13,6 10,8
quecimiento relativo en el 22:6.

En la Tabla 3 se resume la composiciéon saturados 15,6 28,0
en acidos grasos, determinada por el proce- mOnoenos 25,8 34,0
dimiento ya descrito, de dos concentrados dle’_’os 5,6 5,3
de aceite de pescado en venta en el Uru- polienos 53,0 32,7

guay, bajo forma de cdpsulas: Promega y
Epa-Max. Estos concentrados resultaron ser
similares a los analizados por Ackman et
al. '? para algunos encapsulados de U.S.A.,
Reino Unido y Canadi. De la comparacién
de los resultados del presente trabajo se de-
duce que el procedimiento aqui expuesto
es muy eficiente para obtener productos de
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