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ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

BHA Butirato de hidroxianisol

BHT Butirato de hidroxitolueno

TBHQ Terbutilhidroquinona

NIH Institutos Nacionales de Salud

CLAR Cromatografia liquida de alta resolucion
CG Cromatografia de gases

GAC Quimica analitica verde

GSP Preparacién de muestras verdes

SDME Microextraccion en gota

LLME Extraccion liquido-liquido

SPME Microextraccion en fase solida

MEPS Microextraccion con sorbente empacado
DES Disolvente eutéctico profundo

HBD Donador de enlaces de hidrégeno

HBA Aceptor de enlaces de hidrégeno

ChCl Cloruro de colina

AOAC Asociacion Oficiales de Quimicos Agricolas



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Aceite vegetal comestible

Un aceite vegetal comestible se define como un aceite desodorizado que
puede contener uno 0 mas aceites aptos para consumo, obtenido por extraccion
con disolventes, extraccion mecanica o por cualquier otro procedimiento, en cuya
composicién predominan triacilgliceroles y que proviene de plantas oleaginosas
o de sus variedades biotecnolégicas aprobadas para alimentacibn humana

(NMX-F-223-SCFI-2011).



Ademas de los triacilglicéridos, los aceites vegetales comestibles contienen
en menores cantidades compuestos como diacilgliceroles, monoacilgliceroles,
acidos grasos libres, hidrocarburos, fitoesteroles, fosfolipidos (Gunstone, 2013) y
antioxidantes intrinsecos, como los tocoles y carotenos (Cheung et al., 2007). Sin
embargo, a pesar de la presencia de antioxidantes en este alimento, no son
suficientes para mantener la integridad de los &acidos grasos insaturados
presentes en el aceite, los cuales se exponen a altas temperaturas y al oxigeno
durante la coccién y almacenamiento haciéndolos susceptibles a la oxidacion

(Cheung et al., 2007).

Ademas, La oxidacion se ha considerado, a lo largo del tiempo, como la
principal causa del deterioro de un aceite vegetal comestible que afecta no solo
la calidad organoléptica que puede percibir el consumidor por los malos olores y
sabores debido a la ranciedad producida, sino también la calidad nutricional del
alimento. Asimismo, se ha convertido en un problema de gran importancia por la
disminucién de la vida de anaquel por la ranciedad producida, ya que provoca

pérdidas econdmicas (Yanishlieva & Marinova, 2001).

La ruta de oxidacion en los aceites se lleva a cabo en los sitios de doble
enlace de las moléculas de triacilglicerol (Yanishlieva & Marinova, 2001), donde
estd implicado un mecanismo de cadena de radicales libres a través de tres

etapas, una de iniciacion, otra de propagacién y, por ultimo, una de terminacién.



Los radicales producidos en el paso de iniciacion reaccionan con los acidos
grasos insaturados, lo que ocasiona que se extraiga un atomo de hidrégeno de
un sitio que requiere la menor energia, es decir la posicion alilica o dialilica. Esto
sucede durante el paso de propagacion. El suceso de las primeras dos etapas
produce una reaccion en cadena que no se detiene hasta que ocurre una

reaccion de terminacion como puede verse en la Figura 1 (Berdahl et al., 2010).

Propagacién
Terminacion

Iniciacion
R R
02
q
e oo-®
Oxigeno
Altas temperaturas R R
R Radical alquilo Radical peroxilo
R
R’
Y
R’ O
LT
o) (e}
& L™
R R R

Acido graso R

Productos estables

Figura 1. Mecanismo de oxidacion de lipidos.



1.2 Antioxidantes fenoélicos sintéticos

Para poder detener la oxidacion de los &cidos grasos insaturados y
mantener la seguridad adecuada en los aceites vegetales comestibles, es
necesario el uso de antioxidantes como aditivos, ya sean sintéticos o naturales

(Bera et al., 2006).

Un ejemplo de antioxidantes sintéticos son los antioxidantes fendlicos
sintéticos, los cuales son los mas utilizados en alimentos para detener los
procesos de oxidacion de lipidos (Shahidi, 2000). Se ha demostrado que el uso
de mezclas de antioxidantes fendlicos sintéticos es mas efectivo que su uso
individual a la misma concentracion. Por esta razén la practica comun consiste

en afadir a los alimentos mezclas de antioxidantes (Badui Dergal, 2006).

El mecanismo de los antioxidantes durante los procesos de oxidacion se
basa en la interrupcién de la cadena de radicales libres de reacciones oxidativas.
Esto se logra a través de la donacion de un radical de un 4&tomo de hidrégeno,
del hidroxilo fendlico unido a los anillos aromaticos. Posteriormente, los nuevos
radicales formados se vuelven estables y no inician ni propagan una mayor

oxidacion de los lipidos, como puede verse en la Figura 2 (Waisundara, 2021).
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Figura 2. Mecanismo de accion de los antioxidantes

Dentro de los compuestos quimicos llamados antioxidantes fendlicos
sintéticos, podemos encontrar al butirato de hidroxianisol (BHA), el butirato de
hidroxitolueno (BHT) y la terbutilhidroquinona (TBHQ) (Saad et al., 2007). En la
Figura 3, se muestran las estructuras quimicas de los compuestos antes

mencionados.
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Figura 3. Estructura quimica de antioxidantes fendlicos alimentarios de origen

sintético.

En la Tabla | se presentan algunas de las propiedades fisicoquimicas del
BHA, BHT y del TBHQ, que son importantes para la determinacion analitica de

estos compuestos.

Tabla I. Propiedades fisicoquimicas de los antioxidantes fendlicos sintéticos.

Propiedad Compuesto quimico
fISICOQUimlca TBHQ BHA BHT

Peso 360.50 g/mol | 220.35 g/mol | 166.22 g/mol
molecular

LogP 3.78 5.30 2.8

. 213 mg/L 0.0006 mg/mL 2000 mg/L

Solubilidad | A3 2500) | (Agua, 25°C) | (Agua, 30 °C)

pKa 10.60 11.60 9.94

*[Drug Bank, 2022; Australian Government, 2022; NIH, 2023]



A pesar de la destacable funcidén de estos compuestos, hay una creciente
preocupacion por los posibles efectos negativos que provocan, principalmente su
asociacion al desarrollo de cancer. Hay evidencia de que el BHA produce tumores
en la parte anterior del estbmago de roedores después de una exposicion
dietética créonica mayor a 55 mg/kg/dia (Felter et al., 2021). En cuanto al BHT, se
ha encontrado que su administracion en ratones causa lesién pulmonar y una
respuesta inflamatoria posterior y, cuando se administra de forma cronica,
aumenta la multiplicidad de tumores pulmonares (Alison K. Bauer, 2001). Por
altimo, se ha observado que el TBHQ produce tumores gastricos cuando se
administran en animales dosis altas durante un periodo prolongado (X. Xu et al.,

2021).

Tal es la preocupacion por los efectos negativos de estos compuestos que
se ha limitado su uso en aplicaciones alimentarias, permaneciendo como

prohibidos en Canad4, Japdn y algunos paises europeos (Shahidi, 2000).

Lo anterior ha llevado a diversas instituciones regulatorias a establecer
limites de exposicion seguros en los alimentos. Por ejemplo, el Codex
Alimentarius (1995), ha establecido un maximo permitido de 200 mg/kg para el
BHA, BHT y TBQH de forma individual en aceite vegetal comestible. En el caso
de que se utilicen multiples antioxidantes sintéticos en combinacion el maximo

permitido es de 200 mg/kg.



En México, la Norma Mexicana NMX-F-223-SCFI-2011 que establece las
especificaciones para aceites vegetales comestibles, esta normatividad permite
un porcentaje maximo de BHA de 0.01%, y de 0.02% para Bot y TBHQ. Cuando

se utilicen multiples antioxidantes combinados, el limite permitido es de 0.02%.

Ademas, en la norma oficial mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010 se indica
gue en la etiqueta de los productos preenvasados cuya comercializacion sea en
forma individual, debe figurar una lista de ingredientes donde debe incluirse todo
aditivo empleado en cantidad notable o suficiente para desempefiar en él una

funcién tecnoldgica.

1.2.1 Anélisis de antioxidantes fendlicos sintéticos en aceites comestibles.

Es evidente que es necesario un control de calidad en aceites con el
propésito de asegurar que la presencia y cantidad de los compuestos afiadidos,
tales como los antioxidantes fendlicos sintéticos, cumplen con los limites

permitidos y seguros.

Debido a la complejidad de la matriz, es necesario realizar un tratamiento a

las muestras de aceite vegetal comestible previo a su analisis. Para la
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determinaciéon de antioxidantes fendlicos sintéticos en aceites se han
desarrollado diversas metodologias. Las técnicas mas comunes para aislar los
antioxidantes fendlicos sintéticos se basan en la extraccion directa con
disolventes organicos (Kim et al., 2016) o la extraccion en fase solida (Mateos et

al., 2001; Wang et al., 2022).

Por otra parte, para el analisis de las muestras, se incluyen técnicas como
la cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién UV-Visible (CLAR-UV-
Vis) (Perrin & Meyer, 2003; Rashidi et al., 2016; S. Xu et al., 2016), cromatografia
de gases (CG) con deteccién de ionizacion de llama (CG-FID) (Sin et al., 2006;
Yang et al., 2002), y técnicas electroquimicas con deteccién UV-Visible (Delgado-

Zamarrefio et al., 2007).

La AOAC ha establecido un método para la determinacion de estos
compuestos en aceite vegetal comestible, donde la preparacion de la muestra
incluye una extraccion liquido-liquido. En esta se utilizan 5.5 g del aceite vegetal
comestible, el cual es afiadido en un embudo de separacion de 125 mL que
contiene 20 mL de hexano saturado con acetonitrilo. Posteriormente, se agita
para mezclar la porcién de la muestra junto con el hexano y se procede a extraer
los antioxidantes fendlicos sintéticos con tres porciones de 50 mL de acetonitrilo
saturado con hexano. Una vez realizado lo anterior, se recuperan los extractos
en un matraz bola de fondo plano de 250 mL para a continuacion evaporar hasta

tener de 3 a 4 mL de disolvente, usando para ello un rotavapor con un bafio de



agua a <40° C, durante 10 min. Luego se transfiere el disolvente a una probeta
graduada con tapon de vidrio de 10 mL y se enjuaga el matraz con pequefas
porciones de acetonitrilo no saturado hasta que se recojan 5 mL, posteriormente
se continla enjuagando el matraz con pequefas porciones de 2-propanol hasta
gue se recojan 10 mL. Esta ultima mezcla es la que se utiliza para su posterior

analisis mediante CLAR con deteccion UV-Vis (AOAC, 1995).

Esta técnica presenta desventajas, tales como el uso de una gran cantidad
de muestra y de disolventes toxicos que se hecesitan para llevar a cabo el analisis
y, ademas, es un procedimiento de multiples pasos, lo cual lo hace ser laborioso

y con una gran inversion de tiempo.

1.3 Quimica verde

Como consecuencia de las desventajas que se presentan en diversas
técnicas analiticas y el impacto que las técnicas de analisis y separacion pueden
provocar al medio ambiente y la salud, surgid, a principios de la década de 1990,
la Quimica Verde (Gatuszka et al., 2012; Lenoir et al., 2020). La quimica verde

se define como el uso de metodologias o procedimientos quimicos en donde se
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reducen y/o eliminan el empleo o generacion de sustancias peligrosas para el

medio ambiente y la salud humana (Anastas, 1999; Armenta et al., 2008).

Posteriormente los conceptos generales relacionados con la Quimica Verde
se han implementado en la Quimica Analitica, lo que genero el surgimiento del
concepto de Quimica Analitica Verde (GAC, por sus siglas en inglés, Green
Analytical Chemistry), lo cual culminé en el desarrollo de 12 principios (Figura 4)
(Kokosa & Przyjazny, 2022). Estos principios son conceptos generales, pero
precisos, que se han utilizado para desarrollar métodos cuyo propadsito es realizar
una evaluacion ecoldgica a los métodos analiticos en el proceso de muestreo,

preparacion, y analisis (Nowak et al., 2021).

Con el fin de enfocar la Quimica Verde en la preparacion ecoldgica de
muestras, se desarrollaron 10 principios ecoldgicos para este proceso (GSP, por
sus siglas en inglés Green Sample Preparation). Estos se basaron en los
principios de la GAC, combinando algunos de estos y agregando uno que se
ocupa del rendimiento de la muestra, como puede verse e la Figura 4 (Kokosa &

Przyjazny, 2022).
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preparacion posterior ala
muestra mas ecologica
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Figura 4. Comparacion de los 12 principios de GAC y los 10 principios de GSP

(Adaptado de Kokosa & Przyjazny, 2022).

En base a lo anterior, se han establecido cuatro prioridades principales de

la Quimica Verde: 1) eliminar, o reducir la cantidad de reactivos utilizados,

particularmente los disolventes organicos; 2) disminuir la emisién de vapores y

gases, asi como de residuos generados en los procedimientos analiticos; 3)

excluir reactivos con alta toxicidad y/o ecotoxicidad de los procedimientos

realizados; y 4) limitar la mano de obra y energia de los procedimientos analiticos

(Namiesnik, 2001).
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1.4 Técnicas de preparacion de muestra.

La preparacion de la muestra es una etapa fundamental para la
identificacion, confirmacion y cuantificacion inequivoca de los analitos, ya que se
pueden ver afectados casi todos los pasos de analisis posteriores, entre ellos la
separacion y la deteccion de los analitos, cuando no se realiza o se realiza de

manera incorrecta (Chen et al., 2008).

El objetivo principal del tratamiento de muestra es llegar a una muestra libre
de interferencias y con la concentracion adecuada para el analisis del o los

analitos (Pawliszyn, 2012).

Establecer un método de preparacién de muestra eficiente puede llegar a
ser complicado debido a diversos factores como la presencia de interferencias,
la complejidad de las matrices, la baja concentracibn de analitos y la
incompatibilidad de las muestras con el andlisis posterior. Por ello, comiunmente
se emplean multiples pasos en esta etapa, lo cual a su vez provoca que sea
tediosa, lenta, propensa a la contaminacion y a pérdidas tanto de los

componentes de la muestra como del analito (Pawliszyn, 2012).

Debido a lo anterior, las técnicas de preparacion de muestras se han
convertido en un area de oportunidad en la Quimica Analitica, que ha llevado al

desarrollo de nuevas técnicas y al mejoramiento de las técnicas existentes con
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el fin de desarrollar métodos mas rapidos, menos costosos y alineados con los

principios de la quimica verde (Kokosa & Przyjazny, 2022).

1.5. Técnicas de Microextraccioén

Uno de los procesos que se alinean con los principios de la Quimica Verde,
es la miniaturizacidon de las técnicas de extraccion convencionales (Armenta et

al., 2008).

La microextraccion se define como una técnica de extraccion donde la
cantidad de la fase extractante o de extraccion es muy pequefia en relacion con

la muestra (Lord & Pawliszyn, 2000).

Las técnicas de microextraccién presentan destacables ventajas, tales
como la facilidad de operacion, facilidad de automatizacién, son relativamente de
bajo costo, emplean pocos volumenes de disolventes, generan baja cantidad de
residuos y se adaptan facilmente a una amplia variedad de muestras y analitos

(Valcércel Cases et al., 2017).

Estas técnicas se dividen en dos categorias en base al estado fisico de la

fase extractante, la primera es la microextraccion en fase liquida y la segunda en
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fase solida. Algunos ejemplos de las técnicas de microextraccion liquido-liquido
son: la microextraccion de gota Unica (SDME) (Bitas & Samanidou, 2019), la
microextraccion liquido-liquido (LLME) (Campone et al., 2014), la
microextraccion liquido—liquido dispersiva (Assadi et al., 2012), entre otras. En
cuanto a las que se basan en una fase sdlida, se encuentran: la microextraccion
en fase solida (SPME) y la microextraccion con sorbente empacado (MEPS)

(Spietelun et al., 2013), entre otras.

1.5.1 Microextraccioén liquido-liquido

La microextraccion liquido-liquido (LLME) es un método de extraccion que
se basa, al igual que la extraccion liquido-liquido convencional, en la particion de

una o mas analitos entre disolventes inmiscibles (Yamini et al., 2019).

Esta es una técnica simple y rapida de utilizar, y se ha convertido en un
método de extraccidon verde debido al procedimiento de preparacién de muestra
minimizado, ya que utiliza cantidades pequefias de disolvente (fase extractante),
en el rango de mililitros o microlitros, (Miskam et al., 2020). El proceso general

para llevar a cabo esta técnica se encuentra en la Figura 5.
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Figura 5. Proceso general de la microextraccion liquido-liquido.

1.6Disolventes eutécticos profundos.

A pesar de las numerosas ventajas de la LLME los disolventes que se
utilizan cominmente son toxicos, con alta volatilidad e inflamabilidad. Con la
introduccién de la Quimica Verde se han buscado alternativas para estos
disolventes, una de ellas son los disolventes eutécticos profundos (DES, por sus

siglas en inglés Deep Eutectic Solvent) (Prabhune & Dey, 2023).
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Los DES se obtienen al combinar dos 0 mas compuestos sélidos o liquidos,
a una cierta proporcion molar y temperatura especifica, obteniendo como
producto una mezcla eutéctica, es decir, una mezcla que tiene un punto de fusién
mucho mas bajo que el de los componentes originales de forma individual, ocurre
una disminucién del punto de fusion (Hansen et al., 2021). La disminucion del
punto de fusion se debe a que en estos compuestos se encuentra una carga
deslocalizada que se produce a través de los enlaces de hidréogeno que se forman
entre ellos (Zahn et al., 2016). En la Figura 6 se presentan ejemplos de donadores
de enlaces de hidrégeno (HBD, por sus siglas en inglés, hydrogen bond donor) y
aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA, por sus siglas en inglés, hydrogen bond
acceptor) comunmente utilizados en la sintesis de los DES (El Achkar et al.,

2021).

[ Aceptores de enlaces de hidrégeno [ Donadores de enlaces de hidrégeno

Alanina
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Figura 6. Estructura quimica de algunos aceptores de enlaces de hidrégeno y
donantes de enlaces de hidrogeno utilizados para la preparacion de disolventes
eutécticos profundos.
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Existen diferentes tipos de disolventes eutécticos profundos, sin embargo,

la féormula general de estas mezclas es la siguiente:

Catt™ X~ zY Ecuacion 1.

donde Cat* es en principio cualquier cation de amonio, fosfonio o sulfonio, y X~
es una base de Lewis, generalmente un anion haluro. En este caso se generan
especies anionicas complejas entre X~ y un acido Y de Lewis o Brgnsted (z
representa al nUmero de moléculas de Y que interactian con el anion) (Smith
et al., 2014). En el caso en el que un HBA sea un compuesto aniénico, como
cloruro de colina (ChCl) o betaina, se le considera un DES i6nico (Huang et al.,

2019).

En un sistema eutéctico la temperatura y la relacion molar de los
componentes son dos determinantes principales. En la Figura 7, se observa la
representacion de un diagrama de fase de los componentes de un DES, los
cuales interaccionan a través de fuerzas intermoleculares y donde el punto mas
bajo de las curvas representa el punto de fusién de la mezcla eutéctica a una

proporcion molar especifica (El Achkar et al., 2021).

18



Tem (A) = Liquido
Tem (B)
o
- |
e
hud
o
g' Punto
) eutéctico
._
profundo
Te eutéctica |« ‘.
Solido
4
Composicion eutéctica
0 Fraccion molar B 1
1 Fraccion molar A 0

Figura 7. Diagrama general de fases sélido-liquido de una mezcla eutéctica.

Los DES se clasifican en cuatro grupos principales: 1) sal cuaternaria con
un cloruro metalico; 2) sal cuaternaria con un cloruro metélico hidratado; 3) sal
cuaternaria (HBA) con un compuesto HBD; y 4) cloruro metélico con un HBD. Los
dos primeros grupos se utilizan para sintetizar DES con caracter hidrofilico, por
el contrario, los otros dos son para DES con caracter hidrofébico (Plastiras et al.,

2020).

Este tipo de nuevos disolventes han tenido un amplio interés dentro de la

Quimica, debido principalmente a sus propiedades fisicoquimicas, ya que,
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ademas de tener buena estabilidad quimica y térmica, baja inflamabilidad,
viscosidad variable y que la mayoria son liquidos a temperatura ambiente. Los
DES son considerados quimicamente ajustables, es decir, que pueden disefiarse
para aplicaciones especificas debido a la gran variedad de compuestos
formadores de estos disolventes, por lo que pueden tener tanto un caracter
hidrofilico como hidrofébico (El Achkar et al., 2021). Estas propiedades se ven
influenciadas por el tipo de interaccion que se produce entre un HBD y un HBA,
como intercambio anidnico, interacciones no covalentes débiles y/o enlaces de
hidrogeno, las cuales dependen de la combinacion entre los componentes que
forman el sistema eutéctico y las proporciones molares de estos (Plastiras et al.,

2020).

Los DES presentan la ventaja de que son relativamente de bajo costo,
debido a que se pueden preparar facilmente en el laboratorio mediante métodos
simples de calentamiento, liofilizacion y molienda (Huang et al., 2019). En
general, la sintesis de los DES se realiza simplemente mezclando los
componentes individaules, lo cual mantiene un costo de produccioén relativamente
bajo y permite aplicaciones a gran escala, puesto que los componentes son

relativamente econdémicos (Smith et al., 2014).

Otra ventaja destacable es que, en general, los DES tienen presiones de
vapor mas bajas que la mayoria de los disolventes convencionales, lo cual genera

bajas emisiones a la atmosfera. Ademas, tienen baja toxicidad, tienen una alta
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biocompatibilidad y se consideran como sustancias biodegradables. Por todo lo
anterior, se han considerado como disolventes verdes (Huang et al., 2019).
Actualmente se han descrito muchas aplicaciones de estos disolventes
dentro de la Quimica Analitica (Hansen et al.,, 2021). Por ejemplo, se ha
demostrado su uso en la etapa de preparacion de muestras, ya que se han
realizado extracciones y separaciones utilizandolos como fases extractantes
(Dheyab et al., 2021), asi como para modificar algunos materiales empleado
como fases extractantes, como polimeros o silice, para mejorar la eficiencia de
la extraccion (Roda et al., 2019). Actualmente, se ha observado su uso eficiente
junto con distintas técnicas de microextraccion tanto en fase liquida como en fase

sélida (Nakhle et al., 2021; Plastiras et al., 2020; Werner et al., 2022).

1.7 Antecedentes

Anteriormente se ha reportado el uso de los DES para analizar distintos
compuestos en aceites vegetales comestibles mediante diversas técnicas de
microextraccion. En el 2017, W. Liu y colaboradores reportaron que con un
volumen del DES de 400 pL, 0.15 g de la muestra y con un tiempo de tiempo de
extraccion de 30 min, se logré extraer TBHQ en 13 muestras de aceites

comestibles utilizando una LLME asistida por ultrasonido con un andlisis
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mediante CLAR con detector UV-Vis de longitud de onda variable. Esta
extraccion utilizo un DES compuesto por Etilenglicol y ChCI, con una proporcién
molar de 1:2, obteniendo recuperaciones de 98.5 a 112%. (W. Liu et al., 2017).
En 2022, Cao y colaboradores utilizaron un DES a base de agua para una
LLME asistida por ultrasonido para la extraccién de parabenos en aceite vegetal
comestible. EI DES estuvo constituido por cloruro de tetrabutilamonio como
aceptor de enlaces de hidrogeno y agua como donante de enlaces de hidrogeno
en una relacion molar de 1:5. Se aplicé satisfactoriamente el uso de este DES,
puesto que, al utilizar el agua como un componente, se generaron cambios en
las propiedades fisicoquimicas del mismo DES, lo que contribuy6 a que el cloruro
de tetrabutilamonio pudiera capturar mas eficazmente a los parabenos,

obteniendo recuperaciones del 85.1 a 106.8 % (Cao et al., 2022).

Ademas, diversos estudios reportan que la adicion de agua en el DES puede
generar cambios en las propiedades fisicoquimicas como la polaridad,
conductividad, punto de fusién, densidad, tension superficial y viscosidad (El
Achkar et al., 2021). Estos cambios son la causa de ciertas ventajas. Por un lado,
los cambios en la viscosidad favorecen el manejo de dicho disolvente debido a la
disminucién de esta y por otro, al adicionar agua el DES se vuelve més ecoldgico
(Gabriele et al., 2019). Asi mismo, se ha reportado que la adicion de agua en
ciertas proporciones puede fortalecer los enlaces de hidrégeno entre los

componentes del DES (Hammond et al., 2017).
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

La microextraccion liquido-liquido junto con los disolventes eutécticos
profundos (DES) ha demostrado ser una técnica eficiente para la extraccion de
antioxidantes fenolicos sintéticos en aceites comestibles. Sin embargo, los
trabajos publicados hasta el dia de hoy solo incluyen la determinacion de un solo
antioxidante y los DES utilizados no incluyen el uso de agua. Por lo anterior,
resulta interesante proponer el uso de DES alternativos e incluir la determinacion
de varios antioxidantes que pudieran estar presentes en el aceite vegetal

comestible.
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CAPITULO 3

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método de microextraccion liquido-liquido basado en DES

para antioxidantes fendlicos sintéticos en aceite vegetal comestible.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar y caracterizar DES a base de cloruro de colina, glicerol y urea.

Implementar y validar un método por HPLC para el andlisis simultaneo de

TBHQ, BHT y BHA.

Establecer las condiciones Optimas para la técnica de microextraccion
liquido-liqguido basada en DES para TBHQ, BHT y BHA en aceite vegetal

comestible.

Evaluar el desempefio del método de extraccion previamente optimizado en

muestras de aceite vegetal comestible.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1. Reactivos.

Acido acético (299.7%), J.T. Baker.

Acido férmico (299.7%), Sigma Aldrich.
Butirilhidroxianisol (298.5%), Sigma Aldrich.
Butirilhidroxitolueno (299%), Sigma Aldrich.
Cloruro de colina (299%), Sigma Aldrich.
Etanol grado CLAR, J.T. Baker

Glicerol (299%), Sigma Aldrich.
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Metanol, grado CLAR, J. T. Baker.

Terbutilhidroquinona (97%), Sigma Aldrich.

Urea (299%), Sigma Aldrich.
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5.2. Equipos.

Balanza analitica, OHAUS 3510.
Bafio de ultrasonido, Branson 3510.
Bomba de vacio, GAST, modelo: 1 HA B-25-M1100X.

Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion Agilent HP-1100, equipado con
sistema de bombeo cuaternario, automuestreador, sistema de control de

temperatura para columna y detector UV-Vis de longitud de onda variable.
Espectrofotdmetro de infrarrojo FT-IR-ATR, Modelo Frontier de Perkin EImer
Placa de calentamiento

Purificador de agua, Pure Lab UHQ, Elga, Veolia.

Recirculador de agua, Modelo DC10-B3 de HAAKE.

Vortex-Genie2 Scientific Industries.
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5.3. Materiales.

Agitador magnético.

Bulbo para pipeta Pasteur.

Columna Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.6 um, 1OOA).

Desecador.

Espétulas.

Frascos reservorios para la fase moévil de 500 mL con tapa rosca.
Matraces volumétricos de 5,10 y 50 mL.

Matraz bola de fondo plano de 50 mL.

Membranas para filtracion para disolventes de Nylon 0.45 uym, Millipore.
Microjeringas de 100, 250 y 500 uL, Hamilton.

Pipetas automaticas de 2 a 20 pL, de 10 a 100 yL y de 100 a 1000 yL, Eppendorf
Papel Parafiim M.

Pipetas Pasteur.

Programa Excel 2007, Microsoft ®, EE. UU.

Programa MODDE 13, Sartorius, AG. Alemania.

Puntillas para pipeta automatica.

Sistema de filtracion, Pall Corporation.
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Termometro -20°C a 110°C, Brannan.

Tubos para microcentrifuga de 1.5 mL, Marca HBH, Modelo 80-1500

Vasos de precipitado de 10, 50, 100 y 250 mL.

Viales de vidrio ambar de 2 mL con tapdn de rosca y septum de teflon/silicon,

Agilent Technologies

Viales de vidrio ambar de 8 y 10 mL.
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5.4. Métodos.

5.4.1. Preparacion y caracterizacion de los DES.

Para este proyecto de investigacion se utilizaron dos tipos de DES como
fases extractantes. Para la sintesis de los DES se utiliz6 un compuesto como
HBA, el cloruro de colina; mientras que como HBD se utilizaron dos compuestos,

para un DES el glicerol y para el otro DES a la urea.

Las condiciones que se tomaron en cuenta para la preparacién de los DES
fueron en base a procedimientos reportados por diversos autores (Peng et al.,
2016; Yin et al., 2020). Para el DES formado por cloruro de colina y glicerol
(ChCI:Gly), se pes6 en una balanza analitica 1.7808 g de cloruro de colina y
2.3134 g de glicerol para tener una proporcion molar 1:2. Para el DES formado
por cloruro de colina y urea (ChCI:Ur), se pes6 1.7816 g de cloruro de colina y
1.5000 g de urea para tener una proporcion molar 1:2. Posteriormente los
compuestos de cada DES se colocaron en un matraz bola de fondo plano, se
mezclaron y se mantuvieron en agitacion constante a 600 rpm a una temperatura
de 80 °C en un bafio de agua con recirculador durante una hora. Pasado este

tiempo se obtuvo un liquido transparente viscoso, lo cual indica la formacion del
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DES. Finalmente, los DES se colocaron en un desecador al vacio para su

almacenamiento hasta su uso.

Para caracterizar los dos DES sintetizados, se dilucidaron las interacciones
entre los componentes de los DES utilizando espectroscopia infrarroja. Se
obtuvieron espectros FT-IR-ATR para la mezcla eutéctica formada y para los
componentes individuales utilizando un espectrofotometro de infrarrojo FT-IR-
ATR, Modelo Frontier de Perkin Elmer. Antes de cada andlisis el diamante del
ATR se limpi6 con agua y metanol utilizando gasas, después se realizo el registro
de la sefal de fondo del aire. Previamente, cada compuesto individual y cada
DES, fueron llevados a sequedad en una estufa a 60 °C durante 24 h. Después,
se colocd una pequefia cantidad de cada compuesto y de los DES en el
portamuestras y los espectros se obtuvieron en un intervalo de nimero de onda

de 550 a 4000 cm! con 50 escaneos.
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5.4.2. Desarrollo del método cromatografico para la determinacion de TBHQ,

BHT y BHA.

Con el fin de desarrollar el método cromatografico adecuado para la
separacion de los analitos modelo se utilizé un cromatégrafo HP 1100 y se probo
una columna Kinetex C18, (150 x 3 mm, 2.6 um, 100A). Se utiliz6 una fase movil
(FM) compuesta por etanol y una solucién acuosa de acido féormico o acido
acético ambos al 0.1 %. En todos los experimentos llevados a cabo, se mantuvo
un flujo de constante de 0.1 mL/min, se probaron diferentes gradientes de la fase
movil y se realizaron variaciones en la temperatura de columna. El volumen de
inyeccién fue de 2 pL y para todos los compuestos la deteccién se realizé a una

longitud de onda de 280 nm.

En todos los experimentos se emplearon estandares en fase movil de 10 y
100 mg/L del TBHQ, BHA y el BHT. Para la preparacion de la solucion acuosa
de acido se utiliz6 agua desionizada obtenida del equipo Pure Lab UHQ, Elga.
Posteriormente se filtraron las fases con membranas Nylon (47 mm, 0.45 ym de

poro; Durapore, Millipore) y fueron sonicadas por 15 min para su desgasificacion.

La seleccidn de las condiciones cromatograficas éptimas para el analisis de
los analitos diana de este trabajo, se llevo a cabo por medio de una inspeccién
visual de los cromatogramas obtenidos, se consideraron los tiempos de retencién

(tr) de cada analito y la resolucion (Rs) entre las sefales cromatograficas.
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5.4.3. Validacion del sistema cromatografico para la determinacion de TBHQ,

BHT y BHA.

Para la validacion del sistema cromatografico los parametros que se
evaluaron fueron la linealidad, precision, exactitud y los limites de deteccion y
cuantificacion. Esto se realizé en base a las recomendaciones establecidas por
la Eurachem (2014), a excepcion de los limites de deteccion y de cuantificacion,
donde se tomé en cuenta lo establecido por la ICH (2005). Para llevar a cabo
esto, se prepararon soluciones madre individuales de TBHQ, BHA y BHA a una
concentracion de 500 mg/L en etanol. A partir de estas soluciones se prepararon

las soluciones de trabajo para los tres analitos en mezcla disueltos en fase movil.

* Linealidad

Se construy6 una curva de calibracion por estandar externo a 7 niveles de
concentracion (15, 30, 60, 90, 180, 240 y 300 mg/L) en una solucién de etanol y
acido aceético al 0.1% en una proporcion de 45:65, por triplicado. Utilizando las
areas de las sefales obtenidas en los cromatogramas se construyo un grafico de

concentracion contra las respuestas (areas).

Para la evaluacion de este parametro se realizé una inspeccion visual de la

curva de calibracion obtenida y posteriormente se realizé un analisis de regresion
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lineal por el método de minimos cuadrados para obtener la ecuacién de la recta
y observar la relacién de linealidad mediante el coeficiente de determinacién (R?
= 0.99) y correlacion (R = 0.995) (Castro et al., 2020). Ademas, se calcularon los
factores de respuesta obtenidos en cada nivel de concentracion de la curva de

calibracion (<15%) (Portillo et al., 2022).

* Precision

Se evalué mediante el porcentaje de desviacion estandar relativa (% DER)
de las respuestas, para cada nivel de concentracion de los estandares de la curva
de calibracién, de acuerdo con la Ecuacion 2. También se evalu6é con el

porcentaje de desviacion estandar relativa de los tiempos de retencion (tr) de

cada analito.
%DER = i Ecuacion 2.
Donde:

%DER = Desviacion estandar relativa en porcentaje

s = Desviacion estandar

x = Media
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» Exactitud

La exactitud se evalu6 mediante la correlacion entre la concentracion
calculada para los estandares de calibracidén y su concentracion real. Para ello
se calculd la concentracion de los estandares utilizando la ecuacion obtenida por
la curva de calibracion y se realizé un andlisis de regresion por minimos
cuadrados. Se analizaron los valores de la pendiente y el coeficiente de
determinacién de las curvas de regresion ajustada, considerando como criterios
de aceptacion valores de m ~ 1y R? 2 0.99 (Burke, 2001; Swartz & Ira Krull,

2015).

+ Limites de deteccién y de cuantificacién

Los limites de deteccidon y de cuantificacion se determinaron en base a la
relacion sefal/ruido de los cromatogramas obtenidos de los estandares del nivel
mas bajo de concentracion de la curva de calibracion de acuerdo con las

Ecuaciones 3y 4, respectivamente (ICH, 2005).

LD =3 (S/N) Ecuacion 3.
Donde:

LD = Limite de deteccidn
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(§/N)= Relacién sefal ruido

LC =10 (S/N) Ecuacion 4.
Donde:

LC = Limite de cuantificacién

(§/N)= Relacién sefal ruido

5.4.3.1. Evaluacion del efecto de la presencia de los DES en la separacion y

cuantificacion de los analitos

Para determinar el efecto en la separacion y en las respuestas
cromatograficas obtenidas de los analitos con la presencia de los DES utilizados
como fases extractantes, se realizaron inyecciones por triplicado de soluciones
estandar de los analitos diana de 100 mg/L, bajo las condiciones del método
previamente validado. Las soluciones fueron preparadas bajo las siguientes
condiciones: soluciones estandar de los analitos disueltas en fase movil (FM)
compuesta por etanol y una solucién acuosa de acido acético 0.1% (45:55) y
disueltas en mezcla de FM y DES en dos proporciones. Las proporciones
evaluadas fueron 50:50 (DES:FM, respectivamente) y 70:30 (DES:FM,
respectivamente), tanto del DES formado por cloruro de colina con urea y del

formado por cloruro de colina con glicerol. Con los resultados obtenidos, se
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realiz6 una prueba estadistica t de Student de dos colas, con un nivel de
confianza del 95 % (a = 0.05) en el programa Excel, para comparar las medias
obtenidas de las areas (respuestas cromatograficas) y los tiempos de retencion

de los analitos.

5.4.4 Optimizacion de las condiciones de extraccion de TBHQ, BHT y BHA por

la técnica de LLME basada en DES en aceite vegetal.

5.4.4.1. Selecciéon de la matriz.

Antes de comenzar con la optimizacién de la extraccion, se realizé una
prueba preliminar para seleccionar la matriz libre de lo analitos que se utilizé en
el proceso de optimizacién. Para ello se adquiri6 comercialmente un aceite
vegetal comestible que reportdé no contener antioxidantes fendlicos sintéticos.
Este fue un aceite comestible puro de cartamo de la marca Oléico®. Se realizaron
extracciones de esta matriz, sin adicion de los analitos, bajo las condiciones que
se muestran en la Tabla Il, las cuales fueron seleccionadas de acuerdo con

condiciones reportadas en la literatura anteriormente (W. Liu et al., 2017).
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Tabla Il. Condiciones de extraccion utilizadas para la seleccion de la matriz.

Variable Valor
Fase extractante (DES) Ch1C:I2.Ur, Chi!.2G|y,
Volumen de fase extractante 250 pL
Proporcién de H20 0
Cantidad de aceite (muestra) 05¢g
Método de agitacion Vortex
Tiempo de agitacion 5 min
Velocidad de centrifugacion 3000 rpm
Tiempo de centrifugacion 10 min

Se recuperaron 150 pL de cada una de las fases extractantes, se diluyeron
con 50 pL de la fase movil (etanol - &cido acético 0.1%, 45:55) y se inyectaron al

cromatdgrafo bajo las condiciones del método previamente validado.

5.4.4.2. Tamizaje de las condiciones de extraccion.

Como un primer paso para la optimizacion del proceso de microextraccion
se realiz6 un disefio de experimentos en el programa MODDE 13 (Sartorious,
AG. Alemania) con el fin de realizar un rastreo de las variables o factores de
extraccion que afectan significativamente la recuperacion de los analitos diana y

poder obtener la mayor eficiencia en la extraccion de dichos compuestos.
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Los factores se estudiaron a dos niveles (alto y bajo). Las condiciones se
muestran en la Tabla Ill. Las variables fueron de dos tipos: continuas (numéricas)

y determinantes.

Tabla Ill. Variables incluidas en el disefio de experimentos en la etapa de

tamizaje.
Variable Nivel bajo Nivel alto
Tipo de DES (fase extractante) | ChCIl:Gly (1:2) ChClI:Ur (1:2)
Volumen de fase extractante 100 pL 500 pL
Proporcion de H20 0% 30%
Cantidad de aceite (muestra) 0.2g 05¢
Método de agitacion Vortex Ultrasonido
Tiempo de extraccion 1 min 5 min
Velocidad de centrifugacion 3000 rpm 5000 rpm
Tiempo de centrifugacion 1 min 5 min

Las variables determinantes se evaluaron a dos niveles codificados como 1
y 2, las cuales fueron el tipo de DES, donde el DES que esta compuesto por
ChCI:Gly (1:2) corresponde al 1y el de ChCl:Ur (1:2) corresponde a 2; y el método

de agitacion, donde el virtex corresponde a 1y el ultrasonido corresponde a 2.
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Todas las variables, tanto continuas como determinantes, se evaluaron bajo
un disefio de experimentos factorial fraccionado 282 aleatorizado con 3 puntos
centrales y sin bloques, el cual consté de un total de 67 experimentos de acuerdo

con la matriz proporcionada por el programa MODDE 13 en la Tabla IV.
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Tabla IV. Disefio de experimentos factorial fraccionado utilizado en la etapa de tamizaje (experimento 1 al 20).

Variable
E , Cantidad | Volumen . Proporcién | Método Tiempo Velocidad de Tiempo de
Xperimento de de fase Tipo de de a d _de_ trif . trif -
gua e .| centrifugacién | centrifugacion
muestra | extractante | DES (%) agitacion agitacion (rpm) (min)
9) (uL) (min)
1 0.5 100 1 30 1 1 3000 5
2 0.2 100 2 0 1 1 3000 5
3 0.2 500 1 0 1 1 3000 5
4 0.5 500 2 30 1 1 3000 5
5 0.5 100 1 0 2 1 3000 5
5 0.5 100 1 0 2 1 3000 5
6 0.2 100 2 30 2 1 3000 5
7 0.2 500 1 30 2 1 3000 5
8 0.5 500 2 0 2 1 3000 5
9 0.5 100 1 0 1 5 3000 5
10 0.2 100 2 30 1 5 3000 5
11 0.2 500 1 30 1 5 3000 5
12 0.5 500 2 0 1 5 3000 5
13 0.5 100 1 30 2 5 3000 5
14 0.2 100 2 0 2 5 3000 5
15 0.2 500 1 0 2 5 3000 5
16 0.5 500 2 30 2 5 3000 5
17 0.2 100 1 30 1 1 5000 5
18 0.5 100 2 0 1 1 5000 5
19 0.5 500 1 0 1 1 5000 5
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Tabla IV. Disefio de experimentos factorial fraccionado utilizado en la etapa de tamizaje (experimento 20 al 39).

Variable
Experimento Candt|dad Volumen Composiciéon | Proporcién Método | Tiempo Velocidad de Tiempo de
© de fase de DES de agua .de” .de.' centrifugacion | centrifugacion

muestra | extractante € 9 agitacién | agitacion 9 g
20 0.2 500 2 30 1 1 5000 5
21 0.2 100 1 0 2 1 5000 5
22 0.5 100 2 30 2 1 5000 5
23 0.5 500 1 30 2 1 5000 5
24 0.2 500 2 0 2 1 5000 5
25 0.2 100 1 0 1 5 5000 5
26 0.5 100 2 30 1 5 5000 5
27 0.5 500 1 30 1 5 5000 5
28 0.2 500 2 0 1 5 5000 5
29 0.2 100 1 30 2 5 5000 5
30 0.5 100 2 0 2 5 5000 5
31 0.5 500 1 0 2 5 5000 5
32 0.2 500 2 30 2 5 5000 5
33 0.2 100 1 30 1 1 3000 10
34 0.5 100 2 0 1 1 3000 10
35 0.5 500 1 0 1 1 3000 10
36 0.2 500 2 30 1 1 3000 10
37 0.2 100 1 0 2 1 3000 10
38 0.5 100 2 30 2 1 3000 10
39 0.5 500 1 30 2 1 3000 10
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Tabla IV. Disefio de experimentos factorial fraccionado utilizado en la etapa de tamizaje (experimento 40 al 59).

Variable
Experimento Candt|dad Volumen Composiciéon | Proporcién Método | Tiempo Velocidad de Tiempo de
© de fase de DES de agua .de” .de.' centrifugacion | centrifugacion

muestra | extractante € 9 agitacién | agitacion 9 g
40 0.2 500 2 0 2 1 3000 10
41 0.2 100 1 0 1 5 3000 10
42 0.5 100 2 30 1 5 3000 10
43 0.5 500 1 30 1 5 3000 10
44 0.2 500 2 0 1 5 3000 10
45 0.2 100 1 30 2 5 3000 10
46 0.5 100 2 0 2 5 3000 10
47 0.5 500 1 0 2 5 3000 10
48 0.2 500 2 30 2 5 3000 10
49 0.5 100 1 30 1 1 5000 10
50 0.2 100 2 0 1 1 5000 10
51 0.2 500 1 0 1 1 5000 10
52 0.5 500 2 30 1 1 5000 10
53 0.5 100 1 0 2 1 5000 10
54 0.2 100 2 30 2 1 5000 10
55 0.2 500 1 30 2 1 5000 10
56 0.5 500 2 0 2 1 5000 10
57 0.5 100 1 0 1 5 5000 10
58 0.2 100 2 30 1 5 5000 10
59 0.2 500 1 30 1 5 5000 10
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Tabla IV. Disefio de experimentos factorial fraccionado utilizado en la etapa de tamizaje (experimento 60 al 67).

Variable
Experimento Candtldad Volumen Composicion | Proporcion Método | Tiempo Velocidad de Tiempo de
e de fase de de . - ; )
muestra | extractante de DES de agua agitacion | agitacion centrifugacion | centrifugacion

60 0.5 500 2 0 1 5 5000 10
61 0.5 100 1 30 2 5 5000 10
62 0.2 100 2 0 2 5 5000 10
63 0.2 500 1 0 2 5 5000 10
64 0.5 500 2 30 2 5 5000 10
65 0.35 300 15 15 1.5 3 4000 7.5
66 0.35 300 15 15 1.5 3 4000 7.5
67 0.35 300 15 15 1.5 3 4000 7.5
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El protocolo general de extraccion consistio en el pesaje de la cantidad de
aceite vegetal libre de antioxidantes fendlicos sintéticos, indicado por la matriz de
experimentos, en una balanza analitica utilizando un tubo coénico de 1.5 mL.
Luego se afadi6 cierto volumen de la solucidén estandar de antioxidantes (TBHQ,
BHA y BHT) para tener una concentracion final de 100 mg/L de cada uno.
Posteriormente, se agreg6 cierto volumen del DES y proporcion de agua,
dependiendo del experimento; se agito por los minutos y método indicados segun
el experimento desarrollado. Por ultimo, se centrifugé a la velocidad y por el
tiempo especificado por cada experimento. Luego, para el andlisis cromatografico
se procedié a recuperar 90 pL de la fase rica en DES (fase extractante), se
colocaron en un vial con inserto y se agregaron 40 pL de fase movil (etanol -
acido acético 0.1%, 45:55). Estos extractos se inyectan al cromatografo y
posteriormente se obtuvieron los datos de las areas de los picos cromatograficos
de los compuestos de cada uno de los experimentos y se introdujeron en el

programa MODDE 13.

Para evaluar el efecto y la significancia de las variables en el proceso de
extraccion de los analitos, se construyeron los gréaficos de coeficiente a partir de
las areas obtenidas de los picos cromatogréaficos en las diferentes condiciones

experimentales, con ayuda del programa MODDE 13.
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Del mismo modo, con el mismo programa y los datos obtenidos de los
experimentos, se construyeron graficos de contorno como un modelo de
prediccidon para encontrar el impacto que tienen las variables estudiadas sobre
las respuestas de los analitos. Una vez obtenidos los valores de las variables en
los cuales se espera una mayor respuesta se procedio a la etapa de optimizacion

de dichas variables.

5.4.4.3. Optimizacion de las condiciones de extraccion.

Una vez que se identificaron las variables con influencia significativa en la
recuperacion de los analitos diana, se procedioé a optimizar estas condiciones, las
cuales fueron el volumen de fase extractante, tiempo de agitacion y tiempo de
centrifugacion, tal como se muestra en la Tabla V. Para llevar a cabo la
optimizacién, se utilizé un disefio de experimentos simplex de multiple descarte
con el set de experimentos desglosado en la Tabla VI. Por ultimo, se analizaron
los extractos por CLAR con el método previamente validado, posteriormente se
introdujeron los datos de las respuestas obtenidas en el programa Excel para ser
procesados y obtener los valores Optimos de las variables para la mayor

eficiencia de la extraccion.

a7



Tabla V. Variables incluidas en el disefio de experimentos en la etapa de

optimizacion.
Variable Valor
DES (fase extractante) ChClI:Gly (1:2)
Proporcién de H20 0%
Cantidad de aceite (muestra) 0.2g
Método de agitacion Vortex
Velocidad de centrifugacion 5000 rpm

Tabla VI. Disefio de experimentos simplex de multiple descarte utilizado en la

etapa de optimizacion.

Volumen de

I Tiempo de Tiempo de
, a fase L . g
Experimento agitacion centrifugacion
extractante (min) (min)
(uL)

1 50 4 8

2 100 4 8

3 75 7 8

4 75 55 12

5 100 10 8

6 75 8.5 4

7 50 10 8

8 50 7 8
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5.4.5. Evaluaciéon del desempefio del método de extraccidn previamente

optimizado y validado en muestras de aceite vegetal.

5.4.5.1. Validacién del método de microextraccion liquido-liquido.

Durante los experimentos de la optimizacion de la extraccion, se observo
que las recuperaciones para los antioxidantes BHA y BHT fueron bajas, de
manera que se decidié desarrollar y validar un nuevo método tomando en cuenta
solo al TBHQ. Para la evaluacion se tomaron en cuenta los parametros de
linealidad, efecto de matriz, precision, exactitud, limite de deteccién y limite de
cuantificacion. El analisis de todos los experimentos se llevé a cabo en el
cromatografo de liquidos Agilent 1100 con detector UV-Vis con las condiciones

cromatograficas mostradas a continuacion (Tabla VII).

Tabla VII. Condiciones 6ptimas para el analisis del TBHQ.

Columna Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.6 ym C18, 100A)
Fase movil Fase A: Acido acético 0.1%; Fase B: Etanol
Flujo 0.15 mL/min
Tiempo (mi) Fase A Fase B
0 40 60
. 10 0 100
Gradiente 0 0 100
23 40 60
40 40 60
Temperatura
dela 45° C
columna
V_olume_n,de 2 L
inyeccion
Deteccion 280 nm
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Para llevar a cabo la evaluacidon del método propuesto se construyeron dos
curvas de calibracion a 7 niveles de concentracion (1, 5, 15, 25, 75, 150, 300
mg/L), por triplicado. En una de estas curvas, los estandares se prepararon en
fase movil y no fueron sometidos al proceso de extraccion. Mientras que, en la
otra curva de calibracion, los estandares se prepararon en matriz, es decir en el
aceite vegetal libre de antioxidantes fendlicos sintéticos seleccionado y los
estandares fueron sometidos al proceso de extraccion con las condiciones

previamente seleccionadas como optimas.

La evaluacion de los parametros de linealidad, precision y exactitud de las

curvas de calibracion se realiz6 como se menciona en la seccién 5.4.2.1.

Los limites de deteccién y de cuantificacion se determinaron con las

siguientes ecuaciones (ICH, 2005).

LD =3.30/s Ecuacion 5.

LD = Limite de deteccion

o= Desviacion estandar de la pendiente

s= Pendiente de la curva de calibracion
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LD = 100/s Ecuacion 6.

LC = Limite de cuantificacion

o= Desviacion estandar de la pendiente

s= Pendiente de la curva de calibracion

Para evaluar el efecto matriz se prepar6 una curva de calibracion de
estandares en hexano (matriz oleosa) por triplicado, en el mismo rango de
concentracion utilizado para las curvas de calibracion en fase movil y matriz de
aceite. Los estandares preparados fueron sometidos al proceso de extraccion
con las condiciones seleccionadas como 6ptimas. Cabe mencionar que de esta
curva de calibracion se evalué la linealidad, precision y exactitud de acuerdo con
lo mencionado en la seccion 5.4.2. y los limites de deteccion y cuantificaciéon se

evaluaron con las Ecuaciones 5y 6.

El efecto matriz se evalué mediante la relacion entre la pendiente de la curva
de calibracién en hexano y la pendiente de la curva de calibracion en matriz de
aceite después de llevar a cabo el proceso de extraccion en cada una de ellas.
Para esta esta evaluacion se realiz6 una prueba t de Student (0=0.05) en el
programa Excel (Aguilar-Arteaga et al., 2020), entre las pendientes de las curvas
previamente mencionadas. Por otra parte, también se evalué el efecto de matriz

mediante el calculd del parametro llamado efecto matriz (EM %), de acuerdo con
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lo reportado en la bibliografia (Buppasang et al., 2022; Santaladchaiyakit et al.,

2022) y mediante el uso de la Ecuacion 7.

Pendiente de las muestras reales adicionadas ..
EM(%) = x100 Ecuacion 7.

Pendiente de las soluciones estandar en hexano

5.4.5.2. Evaluacion del desempefio analitico del método propuesto.

Para la evaluacion del desempefio analitico del método desarrollado se

evaluo la precision, exactitud y el factor de enriquecimiento.

Para la precision y exactitud se analizaron muestras de aceite vegetal
comestible (libre de antioxidantes) afiadidas a tres niveles de concentracion (10,

100 y 200 mg/L) de TBHQ por triplicado.

La precisidon se evalu6 en términos de precision intradia e interdia. Para la
precision intradia se analizaron tres replicados de las muestras adicionadas a de
cada nivel de concentracién bajo las condiciones 6ptimas de extraccion en un
mismo dia. Mientras que para la precision interdia se analizaron tres replicados
de las muestras adicionadas de cada nivel de concentracién bajo las condiciones
Optimas de extraccion en tres dias consecutivos. Para la evaluacién de estos

pardmetros, se calcul6 el porcentaje de desviacién estandar relativa de las
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concentraciones obtenidas de cada muestra adicionada y también se calcul6

para los tiempos de retencion (tr), de acuerdo con la Ecuacion 1.

Para la exactitud se obtuvo el porcentaje de recuperacion de las muestras
adicionadas utilizadas en los experimentos de precision, los calculos se

realizaron en base a la Ecuacion 8 (Aguilar et al., 2020).

., C muestra adicionada .
% Recuperacion = x 100 Ecuacion 8.
C esperada

La eficiencia de extraccion se evalué mediante el factor de enriquecimiento

(FE) (Karami & Shokrollahi, 2023) utilizando la Ecuacion 9.

Pendiente de la curva de calibracion en DES

FE = Ecuacion 9.

" Pendiente de la curva de calibracion (inyeccion directa)

53



5.4.5.3. Evaluacién ecoldgica del método propuesto.

Para evaluar el grado ecoldgico del método propuesto para la determinacién
de TBHQ en aceite vegetal comestible se utilizaron tres escalas ecoldgicas,
Analytical Eco-Scale, Green Analytical Procedure Index (GAPI) y Analytical

GREEnNness metric (AGREE).

Los datos obtenidos con las escalas utilizadas se compararon con los

resultados obtenidos para otros métodos propuestos.

5.4.5.4. Aplicacion del método de microextraccién propuesto.

El método propuesto se aplico al andlisis de diferentes muestras
comerciales de aceite vegetal comestible, las cuales fueron sometidas al
protocolo de extraccion y posterior analisis por CLAR-UV-Vis bajo las condiciones
del método validado. La marca, origen vegetal y el contenido de antioxidantes
fendlicos sintéticos reportado de las muestras analizadas se encuentran en la

Tabla VIII.
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Tabla VIII. Informacion de las muestras analizadas con el método propuesto.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
n v -
Muestra W Vg [ ]
| e =
- ganl
et
Marca Mazola® Vita premium® Kartamus®
Mezcla de
. . canola, soya,
Origen vegetal Maiz Soya girasol y
cartamo

Contenido de
antioxidantes fenoélicos
sintéticos reportado

TBHQ: 0.01%

TBHQ: 0.01%

TBHQ: <0.02%
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1. Preparacién y caracterizaciéon de los DES.

En este trabajo, se sintetizaron dos DES hidrofilicos, los cuales fueron
evaluados como fases extractantes para TBHQ, BHA y BHT. Un DES estuvo
conformado por ChCl como HBA y glicerol como HBD en una proporcion molar
1:2, respectivamente; mientras que el otro estuvo conformado por ChCl como
HBA y urea como HBD también en una proporcion molar 1:2. Los dos DES,

fueron sintetizados bajo las condiciones evaluadas (80°C y agitacion constante a
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600 rpm, 1 hora), para ambos se obtuvo un liquido transparente, incoloro y

viscoso. En ninguno de los casos se observo formacion de cristales.

Para la caracterizacion, se obtuvieron espectros de infrarrojo del DES de
cloruro de colina y urea (1:2), asi como de sus componentes individuales (Figura
8) y del DES de cloruro de colina y glicerol (1:2), al igual que los componentes

individuales de este (Figura 9).
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Figura 8. Espectros infrarrojo de: a) cloruro de colina, b) urea, c) DES

compuesto de cloruro de colina 'y urea (1:2).
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Figura 9. Espectros infrarrojo de: a) cloruro de colina, b) glicerol, c) DES

compuesto de cloruro de colina y glicerol (1:2).
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Al comparar los espectros obtenidos de los DES con los espectros de los
correspondientes compuestos que los conforman, se observdé que no hay
presencia de nuevas sefales, que algunas de las sefiales se han desplazado
debido a las interacciones entre los componentes y que otras se solapan. Esto

nos indica que los DES se formaron de manera adecuada.

6.2 Desarrollo del método cromatogréafico para la determinacién de TBHQ,

BHT y BHA.

Con la columna seleccionado, se probaron diversas condiciones
cromatograficas, en las que se hicieron cambios en el gradiente de la fase mdvil.
La fase movil estuvo compuesta por acido formico 0.1% y etanol, mientras que
en otros métodos se utilizé una fase mévil compuesta por acido acético 0.1% y
etanol. En la Tabla IX se presenta un resumen de los resultados obtenidos con
las condiciones cromatograficas probadas, y en el apartado de anexos se
encuentran las condiciones evaluadas, asi como cromatogramas representativos

obtenidos bajo las condiciones evaluadas.
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Tabla IX. Resumen de los resultados obtenidos en el desarrollo del método

cromatografico para la determinacion de TBHQ, BHA y BHT.

Condicién cromatogréfica evaluada
Resultados
Fase movil
Fase A: Acido férmico 0.1% Resolucion > 1.5
Fase B: Etanol Deriva en la linea base
Fase A: Acido acético 0.1% Resolucion > 1.5
Fase B: Etanol Deriva de la linea base

En base a los resultados obtenidos se seleccioné el método en el que se
obtuvo una separacidén adecuada de los tres analitos diana en el menor tiempo
de analisis y una menor deriva de la linea base, las condiciones de este método
se muestran en la Tabla X. Utilizando dicho método se obtuvo una resolucion
entre el TBHQ y el BHA de 25.6 y entre el BHA y BHT de 37.3. De igual forma,
en la Figura 10 se presenta un cromatograma obtenido utilizando dichas
condiciones para un estandar en mezcla de los analitos a una concentracion de

60 mg/L preparado en fase movil.
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Tabla X. Condiciones Optimas para el analisis del TBHQ, BHA y BHT.

Columna Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.6 um C18, 100A)
Fase movil Fase A: Acido acético 0.1%: Fase B: Etanol
Flujo 0.1 mL/min
Tiempo (min) Fase A Fase B
0 55 45
. 10 0 100
Gradiente 15 0 100
18 55 45
50 55 45
Temperatura
dela 45° C
columna
\(olumen'de 2 L
inyeccion
Detecciodn 280 nm
mAU 1
50 4
.‘C__.
|
"1 TBHQ — | BHA —» BHT —»
20 4 ‘
\
|

0 = 10 15 20 25 30 35 40 min

Figura 10. Cromatograma de una solucion en mezcla de TBHQ, BHA y BHT (60
mg/L en fase movil compuesta por etanol y una solucion acuosa de acido

acético 0.1%, 45:55) bajo las condiciones de la Tabla XIII.
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6.3. Validacion del sistema cromatografico para la determinacion de

TBHQ, BHT y BHA.

El sistema cromatografico fue validado incluyendo los parametros de
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccidn y limite de cuantificacion. Los
resultados de la validacion se presentan en la Tabla XI. Las curvas de calibracion
resultantes que se realizaron para el parametro de linealidad se muestran en la

Figura 11.
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Tabla XI. Resultados de la validacion del sistema cromatografico 6ptimo para el analisis de TBHQ, BHA y BHT.

Analito
TBHQ BHA BHT
Parametro
Rango lineal 15 - 300 mg/L
Ecuacion de regresion | y = 16.274x - 72.66 | y =15.703x + 31.599 | y =8.5192x + 77.503
R? 0.998 0.999 0.999
Linealidad
R 0.999 0.999 0.999
0,
#DER de factores de 7.953 2.480 12.616
respuesta
% DER de respuestas* 0.768 — 2.885 0.547 — 2.037 0.381 — 2.549
Precision
% DER de tr 0.204 0.138 0.042
Pendiente 0.9984 1 1
Exactitud
R? 0.9984 0.9996 0.9993
Limite de deteccion 1.079 mg/L 0.686 mg/L 2.419 mg/L
Limite de cuantificacion 3.596 mg/L 2.288 mg/L 8.065 mg/L

*0DER de las respuestas de cada nivel de concentracion.
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Figura 11. Curvas de calibracion de los antioxidantes fendlicos sintéticos

TBHQ, BHA y BHT bajo las condiciones del método de la Tabla XIII.
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6.3.1 Evaluacién del efecto de la presencia de los DES en la separacion y

cuantificacion de los analitos

Los resultados correspondientes a la evaluacion de la posible interferencia
de las fases extractantes (DES sintetizados) sobre la separacion y cuantificacion
de los analitos se presentan en las Tablas XllI, Xl y XIV. En ellas se muestran
los promedios de las respuestas (areas) y de los tiempos de retencion obtenidos
a partir del analisis de los analitos en presencia de los dos DES evaluados como
fases extractantes, el compuesto por cloruro de colinay urea (1:2) y el compuesto
por cloruro de colina y glicerol (1:2), en las proporciones evaluadas. En estas
tablas también se presenta el valor critico de t y la t calculada de las pruebas

realizadas.
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Tabla Xll. Andlisis del TBHQ en presencia de los DES compuestos por cloruro de colina y urea (1:2) y cloruro de colina 'y

glicerol (1:2).
TBHQ*
Disolvente ; B t _ .
Area (x) critica tr (%) t critica
Fase movil (FM**) 1707.696 4.303 12.126 4.302
DES Proporcién (DES:FM) Area (%) t calculada tg (X) t calculada
50:50 1728.854 -1.958 12.151 -0.949
ChCl:Ur
70:30 1721.107 -1.105 12.178 -2.311
50:50 1686.110 4.009 12.179 -3.422
ChCl:Gly
70:30 1647.123 4.248 12.171 -1.747

*Analisis por triplicado.

**EM = etanol y solucion acuosa de acido acético al 0.1% (55:45).
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Tabla Xlll. Andlisis del BHA en presencia de los DES compuestos por cloruro de colina y urea (1:2) y cloruro de colina 'y

glicerol (1:2).
BHA*
Disolvente -
Area (x) tcritica tg (X) t critica
Fase mévil (FM**) 1575.914 4.303 20.365 4.303
Proporcién " _ _
DES (DES:FM) Area (x) t calculada tr (X) t calculada
50:50 1648.691 -4.245 20.381 -4.221
ChCl:Ur
70:30 1743.899 -2.009 20.371 -0.447
50:50 1664.750 -1.533 20.378 -2.360
ChCl:Gly
70:30 1686.227 -1.065 20.379 -2.425

*Analisis por triplicado.

**EM = solucidon compuesta por etanol y solucion acuosa de acido acético al 0.1% (55:45).

68



Tabla XIV. Andlisis del BHT en presencia de los DES compuestos por cloruro de colina y urea (1:2) y cloruro de colinay

glicerol (1:2).
BHT*
Disolvente .
Area (x) t critica tr (%) t critica
Fase movil (FM**) 1356.447 4.303 30.267 4.303
DES Proporcion (DES:FM) Area (%) t calculada tg (X) t calculada
50:50 1356.580 -0.035 30.268 0.495
ChCl:Ur
70:30 1359.563 -0.254 30.240 0.892
50:50 1315.250 -0.718 30.224 1.318
ChClI:Gly
70:30 1288.767 3.092 30.217 1.342

*Analisis por triplicado.

**EM = solucién compuesta por etanol y soluciéon acuosa de acido acético al 0.1% (55:45).
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6.4. Optimizacion de las condiciones de extraccion de TBHQ, BHT y BHA

por latécnica de LLME basada en DES en aceite vegetal.

6.4.1. Seleccién de la matriz para la optimizacion.

En el andlisis del aceite comestible puro de cartamo de la marca Oléico®
bajo las condiciones de extraccion previamente reportadas por W. Liu y
colaboradores (W. Liu et al., 2017) y posterior andlisis con el método
cromatografico validado, no se encontraron sefiales en los tiempos de retencion
de los analitos diana. En las Figuras 12 y 13 se muestran cromatogramas

representativos obtenidos en estos experimentos.

Figura 12. Cromatograma obtenido bajo las condiciones mostradas en la Tabla

Il utilizando con fase extractantes el DES compuesto por ChCl:Gly(1:2).
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Figura 13. Cromatograma obtenido bajo las condiciones mostradas en la Tabla

Il utilizando con fase extractantes el DES compuesto por ChCl:Ur(1:2).

6.4.2. Tamizaje de las condiciones de extraccion.

Para evaluar el efecto y significancia de las variables probadas en la
extraccion de los analitos se realizé un disefio de experimentos de tipo factorial
fraccionado 282 aleatorizado con 3 puntos centrales y sin bloques, el cual consté
de un total de 67 experimentos de acuerdo con la matriz proporcionada por el
programa MODDE 13. Los resultados de las areas de picos cromatograficos

obtenidos para cada analito en cada uno de los experimentos realizados se
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tomaron como respuesta y se introdujeron en el programa MODDE, el cual

estadisticamente mostro la relevancia de cada factor que se evaluo.

Con respecto a la evaluacion del disefio experimental realizado, en la Figura
14 se presentan los resultados obtenidos del resumen del ajuste y validacién del
modelo para TBHQ, BHA y BHT. En relaciéon con el pardmetro R? (bondad de
ajuste) para el TBHQ fue 0.78, para el BHA 0.88 y para el BHT 0.54 por lo que
se considera un buen resultado. Para la Q?, esta debe ser mayor que 0.1 para un
modelo significativo y mayor que 0.5 para un buen modelo por lo tanto podemos
decir que solo el TBHQ y el BHA cumplen con lo anterior, mientras que el BHT
no cumple con esto. La diferencia entre R? y Q? deberia ser menor que 0.3 para
un buen modelo y al compararlo con la grafica se cumple con esto para el TBHQ
y el BHA, por lo tanto, en este caso ambos modelos son buenos. Respecto a la
validez del modelo para los tres casos es mayor que 0.25, por lo que no hay falta
de ajuste. Por ultimo, la reproducibilidad, la cual es la variacion de la respuesta
en las mismas condiciones (error puro) es mayor a 0.5 para los tres modelos y
por lo tanto se puede decir que bajo las mismas condiciones la mayoria de los

valores de la respuesta son idénticos.
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Figura 14. Resumen de ajuste del modelo.

Con los resultados obtenidos, se realizé un analisis mediante el modelado
con minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares Path Modeling, PLS-PM
por sus siglas en inglés) y se construyo el grafico de coeficiente para el efecto

estandarizado de los factores evaluados para cada analito.

En estos graficos se presentan las variables que tuvieron influencia
significativa sobre la extraccién, las cuales se identifican cuando la barra de
significancia no cruza cero. Si estas variables son modificadas dentro del rango

estudiado, se modificara la respuesta.
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Como puede verse en la Figura 15, para el TBHQ las variables del volumen
de la fase extractante (DES), proporcion de agua, método de agitacion y tiempo
de agitacion, tuvieron una influencia significativa para la extraccion de dicho
analito. Las interacciones entre variables que tuvieron influencia significativa
fueron: el tipo de fas extractante (DES) con la proporcion de agua, el volumen de
la fase extractante (DES) con el método de agitacion, el volumen de la fase
extractante (DES) con la proporcién de agua, el volumen de la fase extractante
(DES) con el tiempo de agitacion y el tiempo de agitacion con el método de

agitacion.

Como puede verse en la Figura 16, en lo que se refiere a BHA, las variables
con influencia significativa fueron el tipo de fase extractante (DES), volumen de
la fase extractante (DES), proporcion de agua, método de agitacion, tiempo de
agitacion y el tiempo de centrifugacion. En cuanto a las interacciones entre las
variables, las que tuvieron una influencia significativa, fueron el tipo de DES con
la proporcion de agua, el volumen de la fase extractante (DES) con el tiempo de
agitacion, el volumen de fase extractante (DES) con la proporcién de agua,
método de agitacion con el tiempo de agitacion y el tiempo de centrifugacién con

la proporcién de agua.

Por otro lado, como puede verse en la Figura 17 para el BHT ninguna

variable ni interaccion entre variables tuvo una influencia significativa.
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Los resultados que se obtuvieron del screening permitieron realizar un
modelo de prediccion, obteniendo graficos de contorno que se pueden observar
en las Figuras 18 y 19. En base a estos, podemos decir que, se maximiza la
respuesta tanto para el BHA como para el TBHQ bajo los siguiente factores: tener
una menor proporcion de agua en la fase extractante (DES), utilizar un menor
volumen de dicha fase, con un mayor tiempo de agitacion, utilizar el vortex como
meétodo de agitacion, con el uso del DES compuesto por cloruro de colina y

glicerol en proporcion molar 1:2 y al aumentar el tiempo de centrifugacion.
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Figura 15. Graficos de coeficiente para el efecto estandarizado de las variables evaluados en el disefio factorial

fraccionado para el TBHQ.
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Figura 16. Graficos de coeficiente para el efecto estandarizado de las variables evaluados en el disefio factorial

fraccionado para el BHA.
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Figura 17. Graficos de coeficiente para el efecto estandarizado de las variables evaluados en el disefio factorial

fraccionado para el BHT.
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Figura 18. Graficas de contorno obtenidos para los valores predictivos de tipo de DES, proporcidén de agua, volumen de

fase extractante, tiempo de agitacion y método de agitacion para el TBHQ.
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Figura 19. Graficas de contorno obtenidos para los valores predictivos de tipo de DES, proporcién de agua, volumen de

fase extractante, tiempo de agitacion y método de agitacion para el BHA.
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6.4.3. Optimizacion de las condiciones de extraccion.

Una vez identificados los factores que afectan de manera significativa la
respuesta se procedi6 a realizar un disefio de experimentos de tipo simplex de
multiple descarte tomando en cuenta estos factores. Estos fueron el volumen de
la fase extractante (DES), la proporcion de agua en la fase extractante (DES), el
tipo de fase extractante (DES), el método de agitacion, el tiempo de agitacion y

el tiempo de centrifugacion.

Se decidid establecer como condiciones fijas el tipo de fase extractante
(DES) compuesto por cloruro de colina y glicerol, el vortex como método de
agitacion y trabajar sin la adicién de agua a la fase extractante. Por lo tanto, se
procedié a evaluar el tiempo de agitacion, el tiempo de centrifugacion y el
volumen de la fase extractante con el set de experimentos de la Tabla VI y los
resultados de las respuestas cromatograficas obtenidas en los ocho

experimentos se muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Resultados obtenidos del disefio simplex de multiple para la optimizacion de la extraccion.
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Los resultados muestran que al utilizar 50 uL de fase extractante, 10 min de
agitacion y 8 min de centrifugacion se obtuvo una mayor respuesta de TBHQ, sin
embargo, las respuestas de BHT y BHA, en todos los casos, fueron bajas. Las
condiciones de extraccion 6ptimas se muestran en la Tabla XV y en la Figura 21
se observa un esquema general del protocolo de microextraccidon con estas

condiciones.

Tabla XV. Condiciones 6ptimas del método de LLME para la extraccion de

TBHQ en aceite vegetal comestible.

Variable Valor
Tipo de fase extractamte (DES) ChCI:Gly (1:2)
Volumen de fase extractante (DES) 50 uL
Proporcién de H20 0%

Cantidad de aceite (muestra) 0.2¢g
Método de agitacién Vortex
Tiempo de extraccion 10 min

Velocidad de centrifugacion 5000 rpm
Tiempo de centrifugacion 8 min
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0.2gde 50 uL de 10 min
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Centrifugacion \

8 min, 5000 rpm Residuos

Figura 21. Protocolo de microextraccion con las condiciones optimas.
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6.5. Evaluacion del desempeiio del método de extraccion previamente

optimizado y validado en muestras de aceite vegetal

6.5.1. Validacién del método de microextraccion liquido-liquido desarrollado.

El método desarrollado fue validado incluyendo los parametros de
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacion. Los
resultados de la validacién para las curvas de calibraciébn en fase mavil, en
hexano y en matriz después del proceso de extraccion se presentan en las Tablas
XVI, XVII y XVIII, respectivamente. Las curvas de calibracién obtenidas se

presentan en las Figuras 23, 24 y 25 respectivamente.
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Figura 22. Cromatograma obtenido para una solucion en mezcla de los analitos
a 75 mg/L en fase movil (etanol - acido acético 0.1%, 60:40) bajo las

condiciones de la Tabla VII.
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Figura 23. Curva de calibracion en fase movil para TBHQ.

Tabla XV. Resultados de la validacion de la curva de calibracion en fase movil

para TBHQ.
Tiempo de retencion (tr, min) 5.189+1.68
Rango lineal 1 - 300 mg/L
Ecuacién de regresion y =10.89x + 1.0981
R? 0.999
Linealidad
R 0.999
0,
YoDER de factores de 2173
respuesta
% DER de respuestas* <4.018
Precisién
% DER de tr 1.680
Pendiente 0.9996
Exactitud
R? 0.9996
Limite de deteccion 0.013 mg/L
Limite de cuantificacion 0.045 mg/L

*%DER de las respuestas de cada nivel de concentracion.
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Figura 24. Curva de calibracion en hexano para el TBHQ.

Tabla XVII. Resultados de la validacién de la curva de calibracion en hexano

después del proceso de extraccion para TBHQ.

Tiempo de retencion (tr, min) 5.208+0.062
Rango lineal (mg/L) 1-300
Ecuacion de regresion y = 22.663x - 45.363
R? 0.997
Linealidad
R 0.999
% DER de factores de respuestas 7.004
% DER de respuestas* <4.233
Precision
% DER de tr 0.062
Pendiente 0.9971
Exactitud
R? 0.9971
0.037 mg/L
Limite de deteccidn
0.037 mg/kg
0.124 mg/L
Limite de cuantificacion
0.124 mg/kg

*00DER de las respuestas de cada nivel de concentracion.
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Figura 25. Curva de calibracién en matriz para TBHQ.

Tabla XVIII. Resultados de la validacion de la curva de calibraciéon en matriz

después del proceso de extraccién para TBHQ.

Tiempo de retencion (tr) 5.21840.116
Rango lineal 1 - 300 mg/L
Ecuacién de regresion y =22.143x - 30.811
Linealidad
R? 0.997
R 0.998
% DER de factores de respuestas 6.821
o % DER de respuestas* < 4.066
Precision
% DER de tr 0.116
Pendiente 0.9966
Exactitud
R? 0.9966
0.040 mg/L
Limite de deteccidn
0.034 mg/kg
0.134 mg/L
Limite de cuantificacién
0.114 mg/kg

*0DER de las respuestas de cada nivel de concentracion.
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Por ultimo, se evaluo el efecto matriz, utilizando una prueba t para comparar
las pendientes de las curvas de calibracion y por medio del calculo de porcentaje
(%) de efecto matriz como se mencioné anteriormente en la metodologia

(Ecuacioén X).

De acuerdo con los datos de la Tabla XIX, no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre las pendientes de las curvas preparadas en
hexano y matriz. Ademas, se encontré un porcentaje de efecto de matriz de
97.706 %. En la Figura 26, se presenta de manera grafica la comparacién de las
curvas de calibracion preparadas en hexano y en matriz después de la extraccion

bajo las condiciones establecidas como éptimas.

Tabla XIX. Resultados de la evaluacion del efecto matriz.

Prueba t
Curva de Curva de oEfecto
calibraciéon en calibracién en t ¢ matriz
matriz hexano critica | calculada
Pendiente (x) Pendiente (x)
22.143 22.663 2.776 -0.860 97.706%
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Figura 26. Curvas de calibracion en hexano y en matriz después de la

extraccion bajo las condiciones Optimas.

6.5.2. Evaluacion del desempefio analitico del método propuesto.

Se realiz6 la evaluacién del desempefio del método analitico mediante el
andlisis de muestras afiadidas de aceite vegetal comestible (libre de
antioxidantes fendlicos sintéticos) a tres niveles de concentraciéon. En la Tablas
XX y XXI se encuentran los resultados correspondientes a la precision y

exactitud, respectivamente.
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Tabla XX. Resultados correspondientes a la precision del desempefio analitico del método desarrollado.

Precisién
) Intradia Interdia
Nivel
adicionado | Concentracion - Concentracion .
pii'r;‘:d""i‘ii %DER* | promedio + | %DER* p(;i';‘;';‘zﬁr %DER* | promedio + | %DER*
+ o + o
DS+ D.S.* (min) DS+ D.S.* (min)
Nivel ml(jl_ 9.809+0.272 | 2.770 9.999 + 0.385 3.851
bg’.i 10989 5.203 + 0.001 | 0.022 5.198 + 0.011 | 3.851
J : 9.723+0.322 | 3.310 9.948 + 0.456 4.585
mg/kg
Nivel nlf’?l_ 100.587 + 2.030 | 2.018 99.273+3.528 | 3.553
m('e‘(’j‘?o 1089 % 5.199 + 0.099 | 0.164 5.193+0.013 | 3.553
9Y 1 117.249 +2.405 | 2.051 115.693 + 4.178 | 3.612
mg/kg
Nivel rio?l_ 200.755 + 4.043 | 2.014 200.747 + 6.836 | 3.405
a'l‘t’g 21? 5 5.206 +0.019 | 0.019 5.194 +0.015 | 3.405
mgikg | 235:893£4.789 | 2.030 235.888 + 8.098 | 3.433

*D.S. = Desviacion estandar.

**0DER = Porcentaje de desviacion estandar relativa.

*** tr = tiempo de retencion.
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Tabla XVI. Resultados correspondientes a la exactitud del desempefio analitico del método desarrollado.

Exactitud
Nivel Intradia Interdia
adicionado
Concentracion calculada | Recuperacién | Concentracion calculada | Recuperacion
promedio = D.S.* (%) promedio + D.S.* (%)
10
. 9.809 + 0.272 97.993 9.999 + 0.385 99.886
Nivel mg/L
bajo | 10.89 9.723 +0.322 88.810 9.948 + 0.456 90.860
mg/kg
. 100 100.587 + 2.030 100.492 09.273 + 3.528 99.180
Nivel mg/L
medio %]2)98/35 117.249 + 2.405 107.340 115.693 + 4.178 105.916
. 200 200.755 + 4.043 100.276 200.747 + 6.836 100.272
Nivel mg/L
I
alto Zn};/fg 235.893 + 4.789 107.832 235.888 + 8.098 107.828

*D.S. = Desviacion estandar.
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Para la eficiencia de la extraccion se evalu6 el factor de enriquecimiento. El
resultado obtenido fue de 2.03, lo cual nos indica que se logré preconcentrar el
TBHQ. De igual forma se presenta de manera grafica la comparacion de las
curvas de calibracion preparadas en fase movil sin extraccion y en matriz

después de la extraccion en la Figura 27.

8000

7000 .

5000
@©
<<

3000 ' ......................... .

> T

| PR
" P
Pl
T i
0 50 100 150 200 250 300 -
Concentracién (mg/L)
e Curvaenmatriz ¢ Curvaen FM

Figura 27. Curvas de calibracion en fase mavil sin extraccion (azul) y en matriz

después de la extraccion (rojo).
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6.5.3. Evaluacion ecolégica del método propuesto.

Por altimo, se realizdé una evaluacion ecoldgica del método desarrollado

mediante tres escalas ecoldgicas, Analytical Eco-Scale, GAPI y AGREE. Los

resultados del método desarrollado, asi como de otros métodos analiticos

propuestos para la extracciéon de TBHQ en aceite vegetal comestible se muestran

en la Tabla XXII. Estos resultados muestran que el método propuesto tiene un

buen rendimiento ecoldgico incluso mejor que otras metodologias reportadas

anteriormente.

Tabla XXII. Evaluacion ecologica del método de extraccion propuesto y

comparaciéon con otros métodos reportados.

Analytical Eco-Scale

GAPI

AGREE

Método de extraccidon propuesto

Reactivos Etanol 4
Acido acético 4
CLAR 1
Sonicador 1
Bafio de agua 0
Instrumentos Lo
Termostatico
Vortex 0
Centrifuga 1
) Hermetizacion
Riesgo
del proceso 0
laboral L.
analitico.
Gasto 1-10 ml 3
Total de puntos de 14
penalizacion
Eco-Scale 86
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Tabla XXII. Evaluacion ecologica del método de extraccion propuesto y

comparacion con otros métodos reportados.

Analytical Eco-Scale

GAPI

AGREE

Método de extracciéon de la AOAC (1995)

Método de extraccion reportado (W. Liu et al., 2017)

Acetonitrilo 4
Hexano 6
Reactivos Acido acético 4
Metanol 6
Propanol 4
CLAR 1
Bafio de agua 0
Instrumentos L
Termostatico
Rotavapor 0
) Emision de
Riesgo
vapores a la 3
laboral
atmosfera
Gasto >10 ml 5
Total de puntos de 33
penalizacion
Eco-Scale 67
Metanol 6
Reactivos Acido acético 4
Hexano 6
CLAR 1
Sonicador 0
Instrumentos Bafio de agua 0
termostatico
Centrifuga 1
) Emision de
Riesgo
vapores a la 3
laboral
atmosfera
Gasto >10 ml 5
Total de puntos de 26
penalizacion
Eco-Scale 74
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Tabla XXII. Evaluacion ecologica del método de extraccion propuesto y

comparacion con otros métodos reportados.

Analytical Eco-Scale | GAPI | AGREE
Método de extraccion reportado (W. Liu, Zong, et al., 2018)
Reactivos . Metanol 6
Acido acético 4
CLAR 1
Sonicador 0
Instrumentos | Bafio de agua 0
Termostético @ @
Centrifuga 1 .
. Hermetizacion
IRlssgol del proceso 0 .
abora analitico. ‘
Gasto >10 ml 5 |
Total de puntos de 17
penalizacion
Eco-Scale 83
Método de extraccion reportado (W. Liu, Zhang, et al., 2018)
Metanol 6
Reactivos Acido acético 4
Hexano 6
CLAR 1
Sonicador 0
Instrumentos | Bafio de agua 0 @
termostético
Centrifuga 1 . g
. Emision de
Riesgo vapores a la 3
laboral
atmosfera
Gasto >10 ml 5
Total de puntos de 26
penalizacion
Eco-Scale 74
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Tabla XXII. Evaluacion ecologica del método de extraccion propuesto y

comparacion con otros métodos reportados.

Analytical Eco-Scale | GAPI | AGREE
Método de extraccién reportado (Mogaddam et al., 2021)
Hidroxido de
. 2
. sodio
Reactivos
Cloruro de 1
tetrabutilamonio

CG-FID

Instrumentos Lo 0 e@
termostatico

Bafio de agua
. 1
Centrifuga . ®
Riesgo Emision de ‘ \

vapores a la 3
laboral .
atmosfera
Gasto 1-10 ml 3

Total de puntos de

. 10
penalizacion
Eco-Scale 90
Método de extraccion reportado (W. Liu et al., 2022)
Reactivos . Metanol 6
Acido acético 4
CLAR 1
Bafio de agua 0 e @
Instrumentos -
termostatico
Centrifuga 1
Riesgo Hermetizacion . g
laboral del proceso 0 S\
analitico. :
Gasto >10 ml 5
Total de puntos de 17
penalizacion
Eco-Scale 83
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Tabla XXII. Evaluacion ecologica del método de extraccion propuesto y

comparacion con otros métodos reportados.

Método de extracciéon reportado (Cao et al., 2024)
Reactivos . M etanol. 6
Acido acético 4
CLAR 1
Sonicador 0
Instrumentos Bafio de agua 0
Termostatico
Centrifuga 1
. Hermetizacion
Riesgo
laboral del prgceso 0
analitico.
Gasto >10 ml 5
Total de puntos de 17
penalizacion
Eco-Scale 83

6.5.4. Aplicacion del método de extraccion propuesto.

El método desarrollado se aplico en el analisis de tres diferentes muestras
comerciales de aceite vegetal comestible. Los resultados encontrados se
muestran en la Tabla XXIIl. En la Figura 28 se presentan cromatogramas
representativos correspondientes a cada una de las muestras analizadas. Como
puede verse en los cromatogramas, ademas de la sefial correspondiente al

TBHQ, también aparece una sefal en el tiempo de retencién del BHA.
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Tabla XXIIl. Resultados obtenidos del TBHQ en el analisis de muestras reales.

n
. ; -
A/ wiz =
Muestra it [ ]
Al
= \ i/
Marca Mazola Vita premium Kartamus
Mezcla de canola,
Origen vegetal Maiz Soya soya, girasol y
cartamo
Contenido
reportado en la TBHQ: 0.01% TBHQ: 0.01% TBHQ: <0.02%
etigueta
0,
ATBHQ 0.014% 0.014% 0.003%
encontrado
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos de la extraccion de muestras de aceite vegetal comerciales de las marcas: a)

Mazola (maiz); b) Vita Premium (soya); c) Kartamus (mezcla de canola, soya, girasol y cartamo).
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CAPITULO 7

DISCUSION

7.1. Disefio y caracterizacion de los DES utilizando cloruro de colina como

HBA.

La matriz objetivo (aceite vegetal) en este trabajo es oleosa y no polar, por
lo tanto, se debe utilizar una fase extractante inmiscible en esta (polar), para
poder llevar a cabo el principio fundamental de la extraccion liquido-liquido
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(Poole, 2020). Debido a lo anterior, en este trabajo, se sintetizaron dos DES
hidrofilos o de naturaleza polar, utilizando cloruro de colina como HBA vy glicerol
o urea como HBD, los cuales se probaron como fases extractantes. Se
seleccionaron estos compuestos porque se ha descrito que forman mezclas
eutécticas hidrofilicas o polares y facilmente biodegradables (Ozturk et al., 2018).
La relacion molar de cloruro de colina fue siempre 1, mientras que las relaciones
de glicerol y urea siempre fue 2. El proceso de sintesis de DES fue sencillo, los
DES formados (cloruro de colina y urea, 1:2 y cloruro de colina y glicerol, 1:2)
siempre fueron liquidos transparentes y no se observd formacion de cristales.
Estos resultados son congruentes con los reportados en trabajos anteriores

(Esfahani et al., 2020; Jakovljevi¢ et al., 2020; Wojeicchowski et al., 2021).

Los espectros de IR de los DES y de sus componentes fueron obtenidos y
comparados con espectros reportados en la literatura. En este andlisis, al
comparar los espectros obtenidos de los DES con los espectros de los
correspondientes compuestos que los conforman se observd que no hay
presencia de nuevas sefales, que algunas de las sefales se han desplazado

debido a las interacciones entre los componentes y que otras se solapan.

En el caso del cloruro de colina, el cual es un componente comin de ambos
DES, podemos observar sefiales caracteristicas como la banda ancha entre 3200

y 3560 cm, la cual corresponde al estiramiento O—H (Perkins et al., 2013).
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Otras sefales identificadas son los picos alrededor de 3000 cm, que
corresponden a tensiones de los enlaces C—H, la sefial en 1482 cm™ puede
deberse a vibraciones por la flexion C—H, y las bandas en 958 cm™ y 1084 cm
se pueden considerar como vibraciones por el estiramiento del enlace C—O (Li

et al., 2015).

Por otro lado, la urea presenta los picos caracteristicos de una amina
primaria, estos se encuentran en 3450 y 3335 cm™ y corresponden a los
estiramientos simétrico y asimétrico del enlace N—H (Perkins et al., 2013). Otra
banda caracteristica, corresponde al estiramiento del doble enlace C=0, esta se
observa en 1676 cm™. Por ultimo, podemos observar dos bandas que se
encuentran muy cercanas, tanto que forman una sola banda en 1600 y 1590
cm?, estas corresponden a las vibraciones de deformacién del enlace N—H

(Manivannan & Rajendran, 2011).

En cuanto al glicerol, en el espectro obtenido se tiene una banda ancha en

3297 cm?, la cual corresponde al estiramiento O—H (Guimaréaes et al., 2016).

El espectro del DES constituido por cloruro de colinay glicerol (1:2) presenta
sefales correspondientes a los componentes individuales lo cual nos indica que
se formé la mezcla eutéctica de dichos compuestos. Entre estas sefales se

observa la banda que corresponde al estiramiento O—H (Li et al., 2015).
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Por otro lado, el espectro del DES formado por cloruro de colinay urea (1:2)
muestra que se siguen presentando vibraciones de estiramientos del enlace
O—H. Es posible que las bandas correspondientes a los estiramientos simétrico
y asimétrico del enlace N—H estén siendo solapadas por la banda del O—H,
debido a que los hidrégenos estan involucrados en enlaces de hidrogeno mas
fuertes. Se han reportado que las bandas correspondientes a la deformacion del
enlace N—H pueden estar en resonancia de Fermi con un alguno de los tipos de
estiramiento del enlace N—H, por lo que se pueden observar sobretonos.
Posiblemente la banda en 1611 cm™® sea un resultado de lo anterior,
presentandose una mejora de la intensidad y un cambio a nimeros de onda mas

bajos (Perkins et al., 2013).
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7.2 Desarrollo del método cromatografico para la determinacion de TBHQ,

BHT y BHA.

Los métodos reportados para la cuantificacion de TBHQ, BHA y BHT
emplean columnas de fase inversa C18 y una fase movil compuesta por una
solucién acuosa con acido, como el acido acético (AOAC, 1995) o acido férmico
(WI Liu et al., 2017), y un disolvente organico como el metanol (W. Liu et al.,
2018). Sin embargo, con la introduccion de la Quimica Verde se han buscado
estrategias para tener métodos cromatograficos ecologicos. En general se
considera que la cromatografia liqguida es menos ecoldgica que la cromatografia
de gases debido al uso de disolventes para la separacion del o los analitos (Ptotka
et al., 2013). Por esta razén, en CLAR de fase inversa, se han buscado
alternativas mas verdes para los componentes de la fase movil, uno de estas es
el etanol (Spietelun et al., 2013). El etanol posee propiedades parecidas al
acetonitrilo y al metanol, sin embargo, dentro de sus caracteristicas destaca la
toxicidad mas baja, asi como menores costos para su eliminacion y su
adquisicion (Yabré et al., 2018). Es por esta razon que se decidié explorar el
rendimiento de este disolvente como componente de la fase mévil del método
cromatografico desarrollado, con el fin de obtener un método lo mas ecoldgico

posible.

Como columna para llevar a cabo la separacion se probé una columna

Kinetex C18, la cual tiene como caracteristica el poseer una fase estacionaria
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con la tecnologia core-shell (particula solida y recubierta porosa), lo cual hace
gue se use un menor flujo de fase movil para la separacion y, por lo tanto, un
menor gasto de disolventes (Y. Liu et al., 2021; Preti, 2016). Sin embargo, estas
columnas y el uso de etanol generan altas presiones en el sistema
cromatografico, por eso se decidi6 trabajar a 45 °C para mantener una presion

relativamente baja en el sistema (Assassi et al., 2015; Ibrahim et al., 2020).

Se probaron diferentes gradientes de la fase movil, manteniendo constante
el flujo a 0.1 mL/min y utilizando un volumen de inyeccion de 2 uL. Se trabajé con
el cromatégrafo Agilent 1100 con detector UV de longitud de onda variable
realizando la deteccion a 280 nm. Esta longitud de onda se seleccion6 porque
los compuestos presentaban una absorcion adecuada que permite una distinciéon

cromatografica de la sefial correspondiente a cada analito (AOAC, 1995).

Por otro lado, se decidio evaluar como aditivo al componente acuoso de la
fase mavil el 4&cido formico y el 4cido acético, debido a que hay reportes en la
literatura donde se han utilizado previamente para la determinacion de los

analitos.

Utilizando tanto el acido férmico como el acido acético se encontré una
resolucion mayor a 1.5, por lo que se considera que fue buena (Zumbado
Fernandez, 2021). No obstante, en ambos casos, se observé una importante
deriva de la linea base. El acido acético se ha considerado como un disolvente
relativamente ecoldgico, ademas, de ser menos toxico que el acido formico
(Tobiszewski et al. 2017). Debido a lo anterior, se decidio utilizar el acido acético
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como aditivo a la fase acuosa de la fase movil, y de los métodos desarrollados
se selecciono el método con menor deriva de la linea base y un menor tiempo de
analisis. Utilizando el método seleccionado se obtuvo una resolucion entre el
TBHQ y el BHA de 25.6 y entre el BHA y BHT de 37.3, por lo que se tiene una

buena separacion cromatogréafica de los analitos (Zumbado Fernandez, 2021).

La deriva de la linea base observada es provocado por el etanol, ya que
una de las principales desventajas del uso de este disolvente es que el corte de
longitud de onda UV es mayor al del metanol y el acetonitrilo (Yabré et al., 2018),
provocando un aumento en la linea base. A pesar de esto, se observé que no
interfiere con la cuantificaciébn de los analitos ya que al validar el método
cromatografico se obtuvo que fue lineal, preciso y exacto. Con el fin de disminuir
este efecto al maximo se probaron diferentes gradientes de la fase, obteniendo
un mejor resultado, es decir, una linea base menos pronunciada con las

condiciones cromatogréficas presentadas anteriormente en la Tabla X.

7.3. Validacion del sistema cromatografico para la determinacion de

TBHQ, BHT y BHA.

Los resultados obtenidos durante la validacion del método cromatografico

se presentan en la tabla XI.
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En cuanto a la linealidad se decidi6 trabajar en un rango de 15 a 300 mg/ L
para todos los analitos. Esta se evalué en base a una inspeccion visual de la
curva de calibracion obtenida; el coeficiente de determinacion (R?) y de
correlacion (R) obtenidos a partir del andlisis de regresion lineal por el método de
minimos cuadrados; y el %DER de los factores de respuesta obtenidos en cada
nivel de concentracion de la curva de calibracion. En cuanto a la inspeccién
visual, se observé una tendencia lineal para las tres curvas de calibracion
correspondientes a los analitos. Tanto los coeficientes de determinacion como
los de correlacion fueron mayores a 0.99 y 0.995, respectivamente (Castro et al.,
2020). Por ultimo, los %DER de los factores de respuesta obtenidos fueron
menores al 15% (Portillo et al., 2022). Debido a los resultados anteriores se
considera que el método fue lineal para todos los analitos en el intervalo

propuesto.

La precision fue evaluada como el porcentaje de desviacion estandar
relativa (% DER) de las respuestas obtenidas y de los tiempos de retencion para
todos los analitos. Para esto se tomaron en cuenta los criterios de aceptacion
para la validacion de un método analitico establecidos en la AOAC, siendo el
porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER) menor de un 5.3%. Como
puede verse en la tabla Xl, los valores de %DER de las respuestas encontrados
para el TBHQ fueron de menores a 2.885%, para el BHA menores a 2.037% y
para el BHT menores a 2.549%. En el caso de los %DER de los tr encontrados

para el TBHQ de 0.204%, para el BHA 0.138% y para el BHT de 0.042%. En
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todos los casos se encontré un porcentaje menor al 5.3%, lo cual quiere decir

gue el método cromatografico es preciso.

La exactitud se evalué mediante la correlacibn de la concentracion
calculada para los estandares de calibracién y su concentracion real, obteniendo
en todos los casos la ecuacion de la recta resultante y haciendo la evaluacién
con el valor de la pendiente y el del coeficiente de determinacion. Para todos los
analitos, el andlisis de correlacion arrojé valores de la pendiente alrededor de 1,
con un coeficiente de determinacion mayor a 0.99, por lo tanto, el método es

exacto.

Los limites de cuantificacion y de deteccion fueron calculados en base a la
relacion S/N. Para el TBHQ el limite de cuantificacion fue de 3.59 mg/L mientras
gue el limite de deteccion obtenido fue de 1.08 mg/L. Para el BHA los limites de
deteccién y de cuantificacion calculados fueron de 0.69 mg/L y 2.29 mg/L,
respectivamente. Por Ultimo, en el caso del BHT se obtuvieron resultados de 2.42
mg/L y 8.06 mg/L para los limites de deteccibn y de cuantificacion

respectivamente.

Por dltimo, para poder determinar si existe alguna interferencia
cromatografica en la separacion y cuantificacion de los analitos por parte de los

DES, se evalu¢ el efecto de soluciones compuestas por los DES utilizados como
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fases extractantes y por fase movil. Se probaron dos proporciones de 50:50 y
70:30 de cada DES (cloruro de colina con urea y cloruro de colina con glicerol) y
fase movil, respectivamente. Estas proporciones de los DES vy la fase movil, se
evaluaron enuna concentracion final de 100 mg/L de cada antioxidante, y se
inyectaron por triplicado al cromatégrafo. A las areas y los tiempos de retencion
obtenidos se les realiz6 una prueba estadistica t de Student de dos colas, con un
nivel de confianza del 95 % (a¢ = 0.05), para comparar las medias. Estos
resultados, mostrados anteriormente en la Tabla XlI, nos indican que no hubo
diferencia estadisticamente significativa en la separacién y en las respuestas
obtenidas de los analitos cuando hay presencia de ambos DES en de las
proporciones evaluadas. Por lo que podemos inferir que al estar presentes los
DES en las soluciones que se inyectan al cromatégrafo, no hay interferencia

cromatografica en la cuantificacion de los analitos.

7.4. Optimizacion de las condiciones de extraccion de TBHQ, BHT y BHA

por latécnica de LLME basada en DES en aceite vegetal.

Para poder llevar a cabo el proceso de optimizacion del método de
microextraccion, es necesario contar con una matriz libre de los compuestos
diana de este trabajo (Afshar Mogaddam et al.,, 2021). Para lo anterior, se
analizaron muestras por triplicado de aceite (aceite comestible puro de cartamo
de la marca Oléico ®) que no reporta en su etiqueta la presencia de TBHQ, BHA

ni BHT. La extraccion de las muestras se realiz6 mediante la metodologia
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propuesta por W. Liu y colaboradores (W. Liu et al., 2017). Como puede verse en
las Figuras 12 y 13, no se encontr0 sefial cromatografica en los tiempos de
retencion de los compuestos estudiados en dichas muestras. Por lo tanto, se
decidié utilizar este aceite como matriz blanco para la optimizacion del método

de microextraccion liquido-liquido planteado.

Para la primera etapa de la optimizacion, con el fin de realizar un tamizaje
de las variables de extraccion con influencia significativa en la eficiencia de la
extraccion de los analitos, se procedio a realizar un disefio de experimentos
factorial fraccionado 282 aleatorizado con 3 puntos centrales y sin blogues, el cual
consto de un total de 67 experimentos de acuerdo con la matriz proporcionada
por el programa MODDE 13. En base a reportes en la literatura, se establecieron
las variables a evaluar, con un nivel bajo y alto (Cabuk et al., 2019; W. Liu et al.,
2017; W. Liu, Zong, et al., 2018). Esta informacion se puede observar en la Tabla

De acuerdo con los parametros de validacién y ajuste del modelo planteado
(Figura 14), se puede mencionar que el modelo del disefio experimental posee
un buen ajuste para los analitos estudiados (TBHQ, BHA y BHT). Respecto al
parametro R? (bondad de ajuste), para el TBHQ se obtuvo un valor de 0.78, para
el BHA 0.88 y para el BHT 0.54, por lo que se considera un buen resultado. Ya
gue este parametro es una medida de ajuste, que indica que los modelos se
ajustan bien a los datos encontrados y que posee una buena prediccion para
resultados de nuevos experimentos. Para el parametro Q2 el cual es el

porcentaje de variacion de la respuesta predicha por el modelo de acuerdo con
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la validacion cruzada, y nos indica el poder predictivo del modelo. Este parametro
debe ser mayor que 0.1 para un modelo significativo y mayor que 0.5 para un
buen modelo, por lo tanto, solo el TBHQ y el BHA cumplen con lo anterior. La
diferencia entre los valores de R? y Q? debe ser menor que 0.3 para un buen
modelo y al hacer la comparacion en la grafica, esta condicion se cumple solo
para el TBHQ y el BHA, por lo que, el modelo es bueno para ambos analitos.
Respecto a la validacion del modelo, al ser mayor que 0.25, no hay falta de ajuste
del modelo. Esto quiere decir que el error del modelo esta en el mismo rango que
el error puro (variacion de la respuesta en las mismas condiciones), ya que,
cuando se tiene un valor inferior a 0.25 nos indica problemas de modelo
estadisticamente significativos, como la presencia de valores atipicos, un modelo
incorrecto o un problema de transformacion. Por dltimo, la reproducibilidad, la
cual es la variacion de la respuesta en las mismas condiciones (error puro) es
mayor a 0.5. Por lo tanto, se puede decir que bajo las mismas condiciones la
mayoria de los valores de la respuesta son idénticos. En general podemos decir
gue el modelo experimental es bueno para el TBHQ y BHA, sin embargo, para el

BHT no tiene buen poder de prediccién ni ajuste.

En los resultados obtenidos en las graficas de coeficientes para el efecto
estandarizado de los factores evaluados, se observé que para el TBHQ las
variables del volumen de la fase extractante, proporcion de agua, método de
agitacién, tiempo de agitacion, tuvieron una influencia significativa para la

extraccion de dicho analito. Las interacciones entre variables que tuvieron
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influencia significativa fueron el tipo de DES con la proporcion de agua, el
volumen de la fase extractante con el método de agitacion, el volumen de la fase
extractante con la proporcion de agua, el volumen de la fase extractante con el
tiempo de agitacion y el tiempo de agitacion con el método de agitacion. Acerca
del BHA, las variables con influencia significativa fueron el tipo de DES, volumen
de la fase extractante, proporcion de agua, método de agitacion, tiempo de
agitacion y el tiempo de centrifugacion. En cuanto a las interacciones entre las
variables, las que tuvieron una influencia significativa, fueron el tipo de DES con
la proporcion de agua, el volumen de la fase extractante con el tiempo de
agitacion, el volumen de fase extractante con la proporcion de agua, método de
agitacion con el tiempo de agitacion y el tiempo de centrifugacién con la
proporcion de agua. Por otro lado, para el BHT ninguna variable ni interaccion
entre variables tuvo una influencia significativa. El hecho de que ninguna variable
posee influencia significativa en la extraccion del BHT, se puede deber a las
caracteristicas fisicoquimicas de este compuesto, ya que este es el que tiene la
polaridad mas baja (log P = 5.3) de los compuestos analizados, ademas de que
el grupo funcional que le confiere la poca polaridad (grupo hidroxilo) podria sufrir
de impedimento estérico debido a los dos grupos ter-butilo que lo rodean (Vaz et
al., 2023). Lo anterior contribuye directamente a las nulas o pocas interacciones
formadas entre los DES hidrofilicos y este compuesto, lo cual se refleja en la baja

capacidad de extraccion de estos disolventes.

113



Una vez obtenida esta informacion se procedio a establecer como fijas las
condiciones de las variables que no tuvieron influencia significativa en la

respuesta, estas fueron la velocidad de centrifugacion y la cantidad de muestra.

Las técnicas convencionales como la extraccion liquido-liquido y la
extraccion en fase solida presentan la gran desventaja del uso de grandes
cantidades de muestra. Para poder cumplir con los principios de la Quimica
Verde, ha surgido la miniaturizacion de las técnicas de preparacion de muestra,
las cuales tienen como requisito el uso de bajas cantidades de muestra (Chormey
& Bakirdere, 2018). Debido a esto se evaluo reducir la cantidad de la muestra
para llevar a cabo de manera adecuada el proceso de extraccion (Subramanian
& Anandharamakrishnan, 2023). Para este caso en particular esta variable
resulto no tener influencia significativa en la extraccion, dentro de los niveles
estudiados, debido probablemente a que la cantidad de compuestos extraidos
dependen de su concentracion en la matriz y no de la cantidad de muestra
(Balasubramanian & Panigrahi, 2011). Por lo tanto, se estableci6 una cantidad de
muestra de 0.2 g para cumplir con el requisito de la miniaturizacion de las técnicas

de extraccion ademas de disminuir la cantidad de residuos.

Con respecto a la centrifugacion, este procedimiento es necesario para la
separacion de la fase extractante de la muestra. Aunque comunmente de 2 a 10

min a una velocidad de alrededor de 2000 rpm es suficiente para una adecuada
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separacion, puede variar segun cada caso. Sin embargo, a mayores velocidades
de centrifugacion se logra una mejor separacion (Wenkui Li et al., 2019). Debido
a que la velocidad no fue relevante para la extraccion de los analitos, se decidio
seleccionar el nivel mas alto de 5000 rpm, para asegurar una separacion

adecuada de las fases.

Las variables que tuvieron influencia significativa en la respuesta se pueden
clasificar en variables determinantes y variables cuantitativas. Las variables
cuantitativas presentan como valor distintas opciones, mientras que, las variables
determinantes, solo tienen como valor dos opciones, por lo que el modelo de
tamizaje es suficiente para conocer cual es la que mejora la respuesta. De
acuerdo con los graficos de coeficiente, las variables determinantes que tuvieron
influencia significativa en la respuesta fueron el tipo de DES (tipo de fase

extractante), la adicion de agua en la fase extractante y el método de agitacion.

El uso de los DES como fases extractantes para antioxidantes fendlicos
sintéticos en aceites comestibles ya ha sido reportado (W. Liu et al., 2017). Los
DES probados en este proyecto de investigacion estaban compuestos de cloruro
de colina y glicerol en proporcién molar 1:2, respectivamente y de cloruro de
colina y urea en proporcion molar 1:2, respectivamente. Al utilizar el DES de
ChCl:Ur (1:2) como fase extractante se obtuvieron bajas respuestas en la
extraccion de todos los analitos, mientras que las mejores respuestas se

obtuvieron con el DES de ChCI:Gly (1:2). Esto puede deberse a que el DES de
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ChCI:Ur (1:2) es mas polar que el DES de ChCI:Gly (1:2) (Juri¢ et al., 2021), lo
cual genera escasas interacciones de este DES con estos compuestos
relativamente no polares, mientras que al utilizar un DES con menor polaridad
como el de ChCIL:Gly (1:2) se favorecen las interacciones entre esta mezcla
eutéctica y los analitos (Hansen et al., 2021). Esto corresponde con lo reportado
anteriormente por W. Liu y colaboradores, quienes obtuvieron recuperaciones
mayores a 90% de TBHQ utilizando el DES de ChCI:Gly (1:2) (W. Liu et al., 2022).
Debido a lo anterior, se decidio descartar el DES compuesto por ChCIl:Ur (1:2)
como fase extractante para los futuros experimentos. y continuar el desarrollo

experimental utilizando solo como fase extractante el DES ChCI:Gly (1:2).

Originalmente se decidio evaluar la adicion de agua a distintas proporciones
en los DES probados como fases extractantes, debido a que se ha reportado que
el uso del agua tanto como componente de los DES como adicionada a los DES
una vez formados, puede favorecer la extraccion de compuestos que tienen un
Log P semejante al de los analitos de este trabajo (Cao et al., 2022; Pradanas-
Gonzalez et al., 2023). Sin embargo, esto no concuerda con lo encontrado, ya
gue la adicién de agua resulto ser no favorable para la extraccion de TBHQ, BHT
y BHA, puesto que las recuperaciones obtenidas de los tres compuestos fueron
muy bajas. Por lo tanto, se descartd el uso de la adicion de agua a la fase

extractante.
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Para llevar a cabo el proceso de transferencia de masa de la muestra a la
fase extractante durante el proceso de extraccion, se propusieron dos métodos
de agitacion, el uso de vortex y el uso de ultrasonido. El uso del vortex para la
agitacion produce una emulsificacién suave, donde se forman finas gotas entre
ambas fases lo que permite extraer rapidamente los analitos debido a que se
acorta la distancia de difusion y el area de la interfase se hace mas grande lo cual
permite un mayor contacto entre fases (Bosch Ojeda & Sanchez Rojas, 2014).
Esto lleva a que sea posible extraer los analitos mas rapidamente, como ha sido
demostrado en el reporte de Cabuk y colaboradores, quienes obtuvieron una
recuperacion de hasta 106% al extraer galatos de alquilo mediante una
microextraccion liquido-liquido basada de DES en aceites vegetales (Cabuk et
al., 2019). Por otro lado, aunque el uso del ultrasonido puede llegar a ser
eficiente, se necesita un tiempo de extraccion mas largo como lo reportan W. Liu
y colaboradores, quienes utilizando 30 min lograron obtener recuperaciones
mayores al 93% para el TBHQ, mediante una microextraccion liquido-liquido en
aceites de soja (W. Liu, Zong, et al., 2018). Tomando en cuenta los resultados
obtenidos en los experimentos que se llevaron a cabo, al utilizar el ultrasonido
disminuy6 drasticamente la respuesta de todos los analitos, mientras que el uso
del vortex aumento las respuestas. Esto concuerda con lo anteriormente descrito,
por lo que se selecciond la agitacion con vortex como el proceso 6ptimo para la

extraccion y se descarto la agitacion con ultrasonido.
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Aprovechando el poder de prediccion del modelo matematico de los
experimentos del tamizaje, se construyeron graficos de contorno para las
variables cuantitativas con influencia significativa en la extraccion (el volumen de
fase extractante, el tiempo de agitacion y el tiempo de centrifugacion). Estos
indicaron que se maximiza la respuesta, tanto para el BHA como para el TBHQ,
al utilizar un menor volumen de fase extractante y al utilizar un mayor tiempo de
agitacion y de centrifugacion. En base a estos resultados y para poder llevar a
cabo la optimizacion de estas variables, se decidio utilizar un disefio simplex de
multiple descarte utilizando los experimentos mostrados anteriormente en la
Tabla VI. Como puede verse en la Figura 20, para el BHA y el BHT se obtuvieron
respuestas muy bajas en todos los experimentos realizados, sin embargo, la
recuperacion para TBHQ siempre fue alta. La mayor respuesta del TBHQ se
obtuvo al utilizar 50 yL de fase extractante (ChCIl:Gly, 1:2), 10 min de agitaciéon
en vortex y una centrifugaciéon a 5000 rpm durante 8 min, por lo que se decidi6
establecer estas condiciones como las optimas del método de microextraccion

liquido-liquido.

Como se menciond anteriormente, en ninguno de los experimentos del
disefio simplex de multiple descarte se obtuvo una recuperacion adecuada para
el BHA y el BHT, incluso su cuantificacién no fue posible. Esto se debe a que las
condiciones de extraccion evaluadas no fueron adecuadas para estos analitos, a
pesar de los esfuerzos realizados para aumentar la respuesta. Por lo tanto, el

resto del trabajo se centrara en el estudio solo del TBHQ.
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7.5 Evaluacion del desempeiio del método de extraccion previamente

optimizado y validado en muestras de aceite vegetal.

A partir de este punto experimental se decidio trabajar iunicamente con el
TBHQ, por lo que se realizaron modificaciones al método cromatografico
previamente desarrollado (Tabla X) con la finalidad de reducir el tiempo de
analisis. Las nuevas condiciones se muestran en la Tabla VIl y es importante
mencionar que con este nuevo método fue posible la separacién adecuada de
los tres analitos de forma simultanea (Figura 23), por lo que este método puede

servir como una alternativa en la determinacién cualitativa de ellos.

Para la validacion el método propuesto se construyeron dos curvas de
calibracion para el TBHQ: una preparada en fase mévil, cuyos estandares no
fueron sometidos a la extraccion; y una en matriz blanco de aceite, cuyos
estandares fueron sometidos a la extraccion bajo las condiciones 6ptimas (Tablas

XV1y XVII).

En cuanto a la linealidad las dos curvas se construyeron en un rango de 1
a 300 mg/L por triplicado. Las curvas de calibracion se evaluaron en base a una
inspeccion visual de la curva de calibracidbn obtenida; el coeficiente de
determinacion (R?) y de correlacion (R) obtenidos a partir del andlisis de regresion
lineal por el método de minimos cuadrados; y el %DER de los factores de

respuesta obtenidos en cada nivel de concentracion de las curvas de calibracién.
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En cuanto a la inspeccion visual, se observé una tendencia lineal para las
dos curvas de calibraciéon (Figuras 22 y 25). Tanto los coeficientes de
determinaciéon como los de correlacion fueron mayores a 0.99 y 0.995,
respectivamente (Castro et al., 2020). Por ultimo, los %DER de los factores de
respuesta obtenidos fueron menores al 15% (Portillo et al., 2022). Debido a los
resultados anteriores se considera que las dos curvas de calibracion fueron

lineales en el intervalo propuesto.

La precision fue evaluada como el porcentaje de desviacion estandar
relativa (% DER) de las respuestas obtenidas y de los tiempos de retencion para
el TBHQ. Para esto se tomaron en cuenta los criterios de aceptacion para la
validacion de un método analitico establecidos en la AOAC, siendo el porcentaje
de desviacion estandar relativa (%DER) menor de un 5.3%. Como puede verse
en la Tablas XVI y XVIII, tanto los valores de %DER de las respuestas y del tr
encontrados para el TBHQ fueron de menores al criterio de aceptacion (5.3%), lo

cual indica que los métodos son precisos.

La exactitud se evalu6 mediante la correlacion de la concentracion
calculada para los estandares de calibracion y su concentracién real, obteniendo
en todos los casos la ecuacion de la recta resultante y haciendo la evaluacién
con el valor de la pendiente y el del coeficiente de determinacion. Para todas las

curvas de calibracién evaluadas, el andlisis de correlacién arrojé valores de la
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pendiente =~ 1 con coeficientes de determinacion mayor a 0.99, por lo tanto, los

métodos son exactos.

Los limites de cuantificacion y de deteccion fueron calculados en base a las
ecuaciones 5y 6. Respecto a la curva de calibracion preparada en fase mévil, el
limite de cuantificacion fue de 0.045 mg/L mientras que el limite de deteccién
obtenido fue de 0.013 mg/L. Anteriormente, Cabuk y colaboradores reportaron el
uso de un proceso de microextraccion liquido-liquido dispersiva a base de
disolventes de baja densidad para la determinacion de antioxidantes sintéticos
en bebidas mediante CLAR con detector UV-Vis de longitud de onda variable.
Los limites de deteccién y de cuantificacion fueron obtenidos en base a la relacién
S/N siendo esta 3 veces y 10 veces la relacidon respectivamente. Los resultados
obtenidos de los limites de deteccion y de cuantificacion para el TBHQ fueron de
0.85 y 2.82 ng/mL respectivamente (Cabuk & Koktirk, 2013). Ademas, Cao y
colaboradores reportan el uso de meéetodo de microextraccion liquido-liquido
basado en DES para TBHQ y BHA en aceite comestibles con un analisis
mediante CLAR con detector UV-Vis de longitud de onda variable. (Cao et al.,
2024). Los limites de deteccion y de cuantificacion fueron obtenidos en base a
la relacién S/N siendo esta 3 veces y 10 veces la relacién respectivamente. Los
resultados obtenidos de los limites de deteccion y cuantificacion para el TBHQ
fueron 0.7 y 2.3 pug/L, respectivamente. (Cao et al., 2024). Aunque tanto de limites
de deteccion como de cuantificacion encontrados en el método cromatografico

desarrollado y validado en este trabajo son relativamente elevados, pueden

121



considerarse adecuados teniendo en cuenta que se estan comparando los limites
de deteccién y/o cuantificacion del método, y los que se obtuvieron en esta parte
experimental son los limites instrumentales ya que los estandares de la curva de
calibracion preparada en fase movil no fueron sometidos al protocolo de

extraccion.

Al comparar las curvas de calibracion en fase mévil y en matriz después de
la extraccién (Figura 27), se puede observar que la respuesta del TBHQ aumenta
en la curva preparada en matriz extraida con respecto a la curva preparada en
fase movil sin extraccion. Este efecto puede ser debido, por una parte, por un
efecto propiamente de la matriz, ya que, dependiendo de la complejidad de las
matrices, puede presentarse el llamado efecto matriz. Este se define como el
cambio en una sefal analitica (aumento o disminucion), provocado por los
componentes de una muestra excepto el analito (Harris, 2003). Ademas, este
influye drasticamente en el desempefio de los métodos analiticos tanto para la
identificacion como para la cuantificacién de un analito (Zhou et al., 2017). Por
otra parte, el aumento de la respuesta de la curva de TBHQ podria ser por la
preconcentracion, debido a que durante el proceso de extraccion la
concentracion del analito puede ser mayor en la fase extractante, al utilizar un
volumen bajo, a comparacion de la concentracion inicial del analito en la matriz

(Zang et al., 2009).

Con el fin de evaluar el origen del aumento de las respuestas, se decidio
evaluar el efecto matriz y calcular el factor de preconcentracion.
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El efecto de matriz se evalué mediante la construccion de una curva de
calibracion de estandar externo a los mismos niveles de concentracién que las
curvas construidas en fase movil y en matriz. La curva construida en hexano se

sometid al proceso de extraccion bajo las condiciones Optimas.

Dicha curva de calibracion se validé tomando en cuenta los parametros de
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacion

(Tabla XVII).

En cuanto a la linealidad la curva se construyé preparando estandares un
rango de 1 a 300 mg/L por triplicado. La evaluacion de este parametro fue en
base a una inspeccion visual de la curva de calibracién obtenida; el coeficiente
de determinacion (R?) y de correlacion (R) obtenidos a partir del andlisis de
regresion lineal por el método de minimos cuadrados; y el %DER de los factores
de respuesta obtenidos en cada nivel de concentracibn de las curvas de
calibracion. En cuanto a la inspeccién visual, se observé una tendencia lineal
para la curva de calibracion (Figura 24). Tanto los coeficientes de determinacion
como los de correlacién fueron mayores a 0.99 y 0.995, respectivamente (Castro
et al., 2020). Por ultimo, los %DER de los factores de respuesta obtenidos fueron
menores al 15% (Portillo et al.,, 2022). Debido a los resultados anteriores se

considera que la curva de calibracion fue lineal en el intervalo propuesto.
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La precision fue evaluada como el porcentaje de desviacion estandar
relativa (% DER) de las respuestas obtenidas y de los tiempos de retencidon para
el TBHQ. Para esto se tomaron en cuenta los criterios de aceptacion para la
validacion de un método analitico establecidos en la AOAC, siendo el porcentaje
de desviacion estandar relativa (%DER) menor de un 5.3%. Como puede verse
en la Tabla XVII, tanto los valores de %DER de las respuestas y del tr
encontrados para el TBHQ fueron de menores al criterio de aceptacion (5.3%), lo

cual indica que el método es preciso.

La exactitud se evalué mediante la correlacion de la concentracion
calculada para los estandares de calibracién y su concentracion real, obteniendo
en todos los casos la ecuacion de la recta resultante y haciendo la evaluacién
con el valor de la pendiente y el del coeficiente de determinacion. Para todas las
curvas de calibracion evaluadas, el andlisis de correlacion arrojo valores de la
pendiente ~ 1 con coeficientes de determinacién mayor a 0.99, por lo tanto, el

método es exacto.

Los limites de cuantificacion y de deteccién fueron calculados en base a las
ecuaciones 5 y 6. El limite de cuantificacién fue de 0.124 mg/L mientras que el
limite de deteccion obtenido fue de 0.037 mg/L. W. Liu y colaboradores reportaron
el desarrollo y validacion de un método para determinar TBHQ en aceites
comestibles mediante microextraccion liquido-liquido basada e DES con su
posterior analisis mediante CLAR con detector UV-Vis de longitud de onda
variable. En este reporte se obtuvieron limites de deteccidén y de cuantificacion
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en base a la relacion S/N siendo esta 3 y 10 veces esta relacion para el limite de
deteccion y cuantificacion respectivamente. El limite de deteccion fue de 0.02
mg/kg, mientras que el limite de cuantificacion fue de 0.06 mg/kg (W. Liu et al.,
2018). Aungue tanto de limites de deteccion como de cuantificacién encontrados
en el método cromatografico desarrollado y validado en este trabajo son
relativamente elevados, pueden considerarse adecuados teniendo en cuenta que
se estan comparando los limites de deteccidn y cuantificacion calculados a partir
de un método distinto al empleado, ademas de que los resultados obtenidos son

concentraciones menores a las del rango lineal empleado.

En un primer enfoque para evaluar el efecto de matriz, se comparé la
pendiente de la curva de calibracion preparada en hexano y la pendiente de la
curva de calibracion en matriz, de acuerdo con reportes de la bibliografia (Altunay
et al., 2018; Buppasang et al., 2022; Cao et al., 2024), mediante una prueba t

(a=0.05) (Aguilar et al., 2020)

El otro enfoque fue mediante una ecuacion para calcular el porcentaje de
efecto matriz de acuerdo con la metodologia reportada por Buppasang y

colaboradores (Buppasang et al., 2022).

En base a los resultados, mostrados en la Tabla XIX, podemos decir que no

hubo diferencia estadisticamente significativa entre las pendientes de las curvas
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evaluadas, debido a que la t critica fue mayor a la t calculada (Miller & Miller,
2002). En cuanto al célculo realizado para determinar el efecto matriz se encontré
un valor de 97.706 %. Esto confirma que no hubo efecto de matriz, ya que los
autores establecen que si el valor encontrado esta dentro de un rango de 80 a
120% no se presenta efecto matriz en el método desarrollado (Buppasang et al.,

2022; Santaladchaiyakit et al., 2022).

Una vez descartado el efecto matriz se determiné el factor de
enriquecimiento como una medida de la preconcentracion de acuerdo con la
metodologia reportada por Karamiy Shokrollahi (Karami & Shokrollahi, 2023). En
este célculo se obtuvo un resultado de 2.03, lo cual nos indica que se logro
preconcentrar el TBHQ. Por lo tanto, podemos decir que el aumento en la
respuesta del TBHQ en la curva de calibracién preparada en matriz se debe a un

efecto de preconcentracion debido al proceso de extraccion.

Se evalud el desempefio del método en términos de precision y exactitud
en muestras de aceite vegetal comestible. Para llevar a cabo esta evaluacion, se
prepararon muestras de aceite vegetal comestible (libres de antioxidantes
fendlicos sintéticos) enriquecidas a tres niveles de concentracién (10,100 y 200

mg/L) en base al rango lineal del método empleado.
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En la Tabla XXIV, se presentan los resultados correspondientes al
desemperio analitico, asi como las condiciones de extraccion empleadas en otros
meétodos reportados en literatura para la extraccion de TBHQ en aceite vegetal

comestible.

Se evalud la precision (intradia e interdia), mediante el célculo del %DER
de la concentracion y de los tr (Tabla XX). Para ambos casos, en la precision
intradia, se obtuvieron resultados menores a 5.3% (AOAC, 2016), y en el caso
de la precision interdia, se obtuvieron resultados menores a 8% (AOAC, 2016).
Por lo anterior, se puede mencionar que el método de extraccion desarrollado es
preciso, ya que los resultados encontrados estan dentro de lo recomendado por
la AOAC. Anteriormente Mogaddam y colaboradores reportaron el desarrollo y
validacion de un método para determinar tres antioxidantes fendlicos sintéticos
en aceites comestibles mediante microextraccion liquido-liquido dispersiva con
su posterior analisis mediante CG con deteccién de ionizacién de llama. En este
reporte se obtuvo una precision intradia e interdia menor 5.4% y menor a 7.4
respectivamente (Mogaddam et al., 2021), el cual es mayor al obtenido en el
meétodo de extraccion propuesto. Por otra parte, Cao y colaboradores reportan
resultados de %DER menores al 5% para un método de microextraccion liquido-
liquido basado en DES para TBHQ y BHA en aceite comestibles (Cao et al.,
2024). Estos resultados son mayores a los obtenidos en el método propuesto.
Ademas, el método establecido por la AOAC para determinar antioxidantes

fendlicos sintéticos en aceites vegetales comestibles mostr6 %DER
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relativamente altos a comparacion con lo obtenido en este trabajo, siendo estos
para la precision intradia menores a 7.85% y para la precision interdia menores

a 21.5% (AOAC, 1995).

La exactitud se evalu6 mediante el porcentaje de recuperacion en los
mismos niveles de concentracion y en los mismos dias que la precisién. En base
a los resultados obtenidos, se considera que el método de extraccidon
desarrollado es exacto, ya que los resultados de recuperacion encontrados en
los tres niveles de concentracion se encontraron en un rango de 90 — 107 %. Lo
cual esta dentro de lo recomendado por la AOAC (AOAC, 2016). Mogaddam y
colaboradores reportaron el desarrollo y validacién de un método para determinar
tres antioxidantes fendlicos sintéticos en aceites comestibles mediante
microextraccion liquido-liquido dispersiva con su posterior andlisis mediante CG
con deteccién de ionizacién de llama. En este reporte se obtuvo una recuperacion
de 86% (Mogaddam et al., 2021), el cual es menor al obtenido en el método de

extraccion propuesto.
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Tabla XXIV. Comparacion del método propuesto con otros métodos.

Cantidad

Método

Fase extractante de de Tlempo_ge Temperatura | Centrifugacion | FE! %R2 Precision LDyLC Referencia
oo extraccion (%DER)
muestra agitacion
. 0.040y
50 L , . . . sss10 | <pora | OMUL |y,
ChCI:Gly (1:2) 0.2g Vortex 10 min Ambiente 8 min, 5000 rpm | 2.03 107.832 Interdia: O(.)Off4y propuesto
<4.585 '
mg/kg
Intradia:
50 mL Acetonitrilo . 97.5- <7.85
(x3) = 150 mL 55¢ Manual NR Ambiente NR NR 103 Interdia: NR AOAC (1995)
<21.5

400 pL 0.15g+3 Bafio de 30 min 50 °C 10 min, 3000 NR 98.5- Intradia: 1.1 | 0.02y 0.06 | W. Liu etal.
ChCl:EthyGly (1:2) | mL hexano | ultrasonido rpm 112 Interdia: 3.2 Mo/l (2017)

400 pL Bafio de : o 10 min, 3000 93.4- Intradia: 1.5 | 0.02y 0.06 | W. Liu, Zong,

ChCl:Ses(1:2) 029 ultrasonido 30 min 70°C rpm NR 108.8 Interdia: 2.2 Mo/l et al. (2018)

600 pL ~ . . W. Liu,

croihodsezn) | S92 | Baode | comn | eorc | OMNI00 | g | 9L | iadads | 0025006 | s, i
con 10 % H.0 P < 9’9 (2018)
Intradia: <
ﬁ%FOL Iﬁﬁ% 5mL NR NR NR 5 min, 4000 rpm | 430 86 5.4 0'1n3 }’mOL'% é\f‘;?a(‘;‘éazrf)
q Interdia: <7.4 9 '

400 pL . : : : 96.1- Intradia: <2 W. Liu et al.
ChCl: EthyGly(1:2) 0.1g Vortex 5 min Ambiente 2 min, 5000 rpm | NR 106.0% | Interdia: <2 0.02 mg/kg (2022)
TBAC (167.2 mg) y

AA (68.8 L) . . . . 89.2- 0.7y 2.3 Cao et al.
*In situ (62 °C; 5 5mL Vortex 2.2 min Ambiente 2 min, 5000 rpm 22 103.6 <5 ug/L (2024)
min)

1%6R: %Recuperacion

2FE: Factor de enriguecimiento

NR: No reporta
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Por otro lado, los limites de deteccion y cuantificacion del método
desarrollado fueron mayores en comparacion con los métodos que se muestran
en la Tabla XXIV. Por ejemplo, W. Liu y colaboradores reportaron el desarrollo y
validacion de un método para determinar TBHQ en aceites comestibles mediante
microextraccion liquido-liquido basada en DES con su posterior analisis mediante
CLAR con detector UV-Vis de longitud de onda variable. En este reporte se
obtuvieron limites de deteccion y de cuantificacion en base a la relacion S/N
siendo 3 y 10 veces esta relacion para el limite de deteccion y cuantificacion,
respectivamente. El limite de deteccion fue de 0.02 mg/kg, mientras que el limite
de cuantificacion fue de 0.06 mg/kg (W. Liu, Zhang, et al., 2018). Ademas, Caoy
colaboradores reportan el uso de un método de microextraccion liquido-liquido
basado en DES para TBHQ y BHA en aceite comestibles con un analisis
mediante CLAR con detector UV-Vis de longitud de onda variable. (Cao et al.,
2024). Los limites de deteccién y de cuantificacion fueron obtenidos en base a la
relacion S/N siendo 3 veces y 10 veces la relacion, respectivamente. Los
resultados obtenidos para los limites de deteccion y cuantificacion para el TBHQ
fueron 0.7 y 2.3 pg/L, respectivamente. (Cao et al.,, 2024). Los resultados
obtenidos en el método de extraccidn propuesto son mayores, ya que estos
fueron 0.040 y 0.134 mg/L para el limite de deteccién y cuantificacion,
respectivamente. Se debe de considerar que estos parametros fueron calculados
con las ecuaciones 5 y 6, lo cual puede genera diferencias al comparar los
resultados obtenidos con otro método, como lo es la relaciéon S/N. A pesar de que
los resultados del método de extraccion propuesto fueron relativamente altos, se

consideran adecuados para el método desarrollado debido a que son
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concentraciones menores a las del rango lineal empleado y, ademas, se logra
concentrar el TBHQ en la muestra, lo que permite cuantificarlo en muestras de
aceite vegetal comestible con concentraciones relativamente bajas de este

antioxidante.

En cuanto al factor de enriquecimiento, se obtuvo un resultado de 2.03 lo
cual se considera como una ventaja destacable el método ya que esto nos indica
que el método desarrollado tiene una alta eficiencia de extraccion a comparacion
de los métodos de extraccién reportados por la AOAC, W. Liu y colaboradores,
quienes no logran preconcentrar al TBHQ en la fase extractante (AOAC, 1995;
W. Liu et al., 2017, 2022; W. Liu, Zhang, et al., 2018; W. Liu, Zong, et al., 2018).
Esto se debe principalmente a la alta afinidad del DES de ChCI:Gly (1:2) con el
TBHQ, lo cual contribuye a aumentar la capacidad de extraccion de dicho
compuesto, que al utilizar un volumen bajo de esta fase extractante en relacion

con la muestra, aumenta su concentracion (Muller et al., 2003; Zang et al., 2009).
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7.6 Evaluacién ecoldgica del método de extraccion previamente

optimizado y validado en muestras de aceite vegetal.

La evaluacion ecoldgica de los métodos analiticos es un parametro que se
considera necesario en la actualidad, ya que, con la introduccion de la Quimica
Verde, se busca tener un compromiso entre los procedimientos analiticos y el

medio ambiente (Lenoir et al., 2020).

Para evaluar el grado ecolégico de un método, se utilizan diversas
herramientas que permiten establecer cualitativa y/o cuantitativamente el grado
ecolégico de los métodos analiticos, en este trabajo se incluyeron tres escalas,
las cuales fueron Analytical Eco-Scale, Analytical Procedure Inde y Analytical

GREEnNnNess metric (Ptotka-Wasylka, 2018).

La primera escala fue la Analytical Eco-Scale, la cual es una herramienta
gue genera un valor numérico final tomando en cuenta puntos de penalizacién
asignados en base al impacto ambiental que tiene cada paso del método
analitico. Un analisis ecolégico ideal se obtiene cuando este tiene un valor de
100, mientras que es excelente si es mayor a 75, aceptable si es mayor a 50 e
inadecuado si es menor a 50. La ventaja principal de esta escala es la simplicidad
para su uso, ademas de que sefiala el impacto ambiental de los métodos
analiticos en diferentes aspectos mediante la puntuacion asignada. Los aspectos
considerados para esta evaluacion son la toxicidad de los reactivos, los
instrumentos empleados, el riesgo laboral y la cantidad de residuos producidos
(Tobiszewski et al., 2015).
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La segunda escala ecolégica empleada fue Green Analytical Procedure
Index (GAPI, por sus siglas en inglés), la cual realiza la evaluacion de un método
analitico desde la recoleccion de muestras hasta la determinacion final. En ella
se incluyen 26 parametros que evallan la preparacion de la muestra, los
reactivos e instrumentos empleados, la coleccion y preservacion de la muestra y
la sintesis de reactivos. A cada parametro se le asigna un color indicando el
impacto ambiental en tres niveles de bajo a alto: verde, amarillo o rojo,
respectivamente (Ptotka-Wasylka & Wojnowski, 2021). Con esta escala se
obtiene de forma grafica la evaluacion ecologica del método, lo cual hace que la
identificacion del método mas ecoldgico para un analisis especifico sea sencilla

y rapida.

La tercera y Ultima escala utilizada fue Analytical GREEnness metric
(AGREE, por sus siglas en inglés), la cual toma en consideracion los doce
principios de la GAC (Figura 4) y se tiene una escala de 0 a 1 punto, siendo 1 el
maximo rendimiento ecoldgico posible a alcanzar (Vieira-Sellai et al., 2022). Esta
escala toma en cuenta todo el procedimiento analitico, ademas proporciona
informacion mas enfocada a los principios mas fuertes y débiles de la GAC. Al
igual que con la escala GAPI se logra identificar de manera grafica el impacto
ambiental generado para cada método evaluado considerando cada principio de

la GAC.

El método desarrollado en este trabajo presenta ventajas ecologicas frente
a otros metodos reportados. Principalmente debido al bajo volumen de fase

extractante empleado (50 pL) frente a cantidades mas altas de incluso 150 mL
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utilizados en el método de la AOAC (1995). Ademas de la menor cantidad de
muestra empleado en comparacion con los 5 mL utilizados en el reporte de Cao
y colaboradores (Cao et al., 2024). Incluso en otros reportes se llega a utilizar 3
mL de hexano con el fin de diluir la muestra, lo cual aumenta su volumen hasta
3.15 mL (W. Liu et al., 2017; W. Liu, Zhang, et al., 2018). Por ultimo, se ha
reportado en otros métodos el uso de temperaturas relativamente altas para
llevar a cabo de manera satisfactoria la extraccion de TBHQ (W. Liu et al., 2017;
W. Liu, Zhang, et al., 2018; W. Liu, Zong, et al., 2018), lo cual implica un mayor

consumo de energia eléctrica, algo que en el método propuesto no se emplea.

En general, al comparar el método desarrollado con otros métodos para la
determinacién de TBHQ en aceite vegetal comestible, se observé un mayor
rendimiento ecoldgico del método propuesto como puede verse en la Tabla XXII.
Las estas ventajas ecolégicas que presenta el método desarrollado se ven
reflejadas en la evaluacion ecolégica realizada con las escalas seleccionadas,
las cuales fueron empleadas para poder llevar a cabo una evaluacién y
estimacion certera de la influencia ambiental del método desarrollado. Aunque el
meétodo propuesto no logro ser un método ecoldgico ideal, debido al proceso de
extraccion, al uso de disolventes organicos en la fase movil y el uso de CLAR
para el andlisis del TBHQ, se realiz6 un esfuerzo para cumplir con los principios

de la Quimica Verde y asi, tener un método lo méas ecoldgico posible.

El valor encontrado con la escala Analytical Eco-Scale del método
propuesto fue de 86. Tomando en cuenta que es mayor a 75, se considera un

excelente analisis ecoldgico. Los puntos de penalizacion obtenidos fueron por el
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uso de etanol y acido acético; el consumo energético proveniente del uso de
equipos como el cromatografo de liquidos, sonicador y centrifuga; y la generacion
de residuos en un rango de 1 a 10 mL. En otros métodos analiticos reportados
para la extraccion de TBHQ en aceite vegetal comestible se emplearon reactivos
con mayor grado de toxicidad como el metanol, hexano, propanol y acetonitrilo.
Ademas de que la emision de vapores provenientes de estos disolventes provoca
un riesgo laboral; y un aumento en el volumen de residuos generados. A su vez
estos métodos no emplean ningun tratamiento para los residuos, lo cual influye
gravemente en el impacto ambiental (AOAC, 1995; Cao et al., 2024; W. Liu et al.,
2017, 2022; W. Liu, Zhang, et al., 2018; W. Liu, Zong, et al., 2018). Para estos
métodos se obtuvieron resultados de la escala Analytical Eco scale desde 67
hasta 83, los cuales son inferiores a los 86 puntos obtenidos para el método
desarrollado en este trabajo. Solo el reporte presentado por Mogaddam vy
colaboradores logro obtener una mayor puntuacion (90) a la del método
propuesto (Afshar Mogaddam et al., 2021), sin embargo, al comparar los
resultados de las escalas AGREE y GAPI de este método observamos que el

método propuesto posee un mayor rendimiento ecoldgico.

En el caso de la escala AGREE, el método desarrollado obtuvo un valor de
0.61, con solamente tres principios asignados con tonalidades naranjas, lo cual
nos indica un mayor impacto ambiental (son preferibles las mediciones in situ, los
métodos de multiples analitos son preferibles y los reactivos téxicos deben
eliminarse); y dos en tonalidades amarillas, lo cual nos indica un impacto

ambiental moderado (aplicar técnicas analiticas directas y evitar generar
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volimenes grandes de desecho). Al comparar la evaluacion de otros métodos
mediante esta escala observamos puntuaciones menores, desde 0.31 hasta
0.58, y con un mayor numero de principios asignados en tonalidades amarillas y
rojas. Esto nos indica que los otros métodos de extraccion para TBHQ en aceite
vegetal comestible cumplen con un menor numero de los principios de la Quimica
Analitica Verde, principalmente los que consideran el uso de un menor volumen
de reactivos, con menor grado de toxicidad y un menor volumen de residuos
(Afshar Mogaddam et al., 2021; AOAC, 1995; Cao et al., 2024; W. Liu et al., 2022;

W. Liu, Zhang, et al., 2018).

Por altimo, con el pictograma obtenido de la escala GAPI, se confirmo que
el método desarrollado tiene un mayor rendimiento ecoldgico, ya que hace uso
de una menor cantidad de reactivos con un menor grado de toxicidad, una
disminucién en la generacion de residuos, menor energia eléctrica empleada y el
uso de un disefio de experimentos para la optimizacién de la etapa de extraccion.
Todo lo anterior se ve reflejado al solo tener solo 6 secciones en color amarillo,
indicando un impacto ambiental medio, y solo 2 secciones en color rojo indicando
un mayor impacto ambiental. Al comparar este resultado con otros los de los otros
métodos en donde se obtienen hasta 10 secciones en color rojo para el método
de la AOAC (AOAC, 1995) y hasta 7 secciones en color amarillo para los métodos
de W. Liu y colaboradores y el de Afshar y colaboradores (W. Liu, Zhang, et al.,
2018; Afshar Mogaddam et al., 2021), podemos decir que el método propuesto

en este trabajo se tiene un mejor desempefio ecoldgico en base a esta escala.
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Con los resultados obtenidos de las escalas ecolégicas en conjunto, se
puede decir que el método desarrollado es una alternativa potencialmente
ecologica con alta eficiencia de extraccion para TBHQ en aceites vegetales

comestibles.
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7.7 Aplicacion del método de extracciéon propuesto.

El método de extraccion desarrollado se aplico al analisis de muestras
reales de aceite vegetal comestible.

De acuerdo con los datos que se presentan en la Tabla XXIII, para las tres
muestras analizadas los resultados obtenidos fueron semejantes a lo reportado
en las etiquetas de los productos.

El aceite de marca Mazola y el de la marca Vita Premium, reportaban
contener 0.01 % de TBHQ y para ambos se obtuvieron resultados de 0.014 %,
probablemente debido a los productores de dichos aceites estan agregando una
mayor cantidad de este antioxidante de lo reportado en la etiqueta. Mientras que
la muestra de aceite marca Kartamus, reporta contener menos de 0.02 % de
TBHQ y se encontré que presenta un 0.003 %, lo cual esta dentro de lo reportado
en la etiqueta. El andlisis realizado indica que para los tres aceites comerciales
se cumple con los limites permitidos para el TBHQ por la norma NMX-F-808-

SCFI-2018 (0.02 %).

Por otro lado, al revisar los cromatogramas de estas tres muestras (Figura
28), se encontrd una sefal cromatogréfica en el tiempo de retencidén que presento
el BHA, por lo que podria tratarse de este antioxidante. Sin embargo, no podemos
reportar este resultado, puesto que la validacion no se realizO para este
compuesto.

Para poder confirmar la presencia de los compuestos diana, podrian

llevarse a cabo algunas estrategias para llegar a su identificacion, por ejemplo,
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acoplar la CLAR a espectrometria de masas como técnica de analisis o hacer
uso del método de adicion estandar (Lehotay et al., 2008; Stachniuk & Fornal,
2016).

Es probable que los productores de estos aceites no reporten el total de los
aditivos adicionados o las concentraciones reales adicionadas en este producto
alimenticio, por lo que esto puede ser la causa de las diferencias encontradas
entre los resultados y las etiquetas de los productos. De ser asi no se estaria
cumpliendo con lo establecido por la norma NOM-051-SCFI/SSA1-2010 y habria
gue verificar que se cumple con los limites permitidos para este otro antioxidante
fendlico sintético. Debido a lo anterior, resulta interesante e importante realizar
un monitoreo de otros aceites comerciales e implementar estrategias para

confirmar la presencia y la concentracion de los antioxidantes.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

8.1 Conclusiones.

Se sintetizaron dos DES hidrofilicos a base de cloruro de colina, urea y

glicerol. Se establecieron las condiciones éptimas que permiten la extraccion y
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preconcentracion del TBHQ en aceite vegetal comestible utilizando una LLME
basada en DES. El DES formado de cloruro de colina y glicerol (1:2), resulto ser
el mas adecuado para la extraccion de TBHQ. La adicion de agua a los DES no
favoreci6 la extraccion de ninguno de los analitos. Las condiciones
experimentales probadas no fueron favorables para lograr la extraccion de BHA
y BHT. El método desarrollado resultd ser lineal, preciso y exacto con limites de
deteccién para el TBHQ de 0.040 mg/L y 0.034 mg/kg, y limites de cuantificacion
para el TBHQ de 0.134 mg/L y 0.114 mg/kg. El método desarrollado podré ser
aplicado en el analisis de muestras comerciales ya que representa una potencial

alternativa para monitoreo y control de calidad de TBHQ en aceites comestibles.
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8.2 Perspectivas.

1. Explorar el uso de otros DES para la extraccion de BHA y BHT.

2. Evaluar otras condiciones para la extraccion de BHA y BHT.

3. Analizar otras muestras de aceite vegetal comestible.
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CAPITULO 10

ANEXOS

10.1 Condiciones cromatogréaficas evaluadas para el desarrollo del método

cromatografico para la determinacion de TBHQ, BHA y BHT.

165



Tabla XXV. Condiciones cromatograficas de los métodos evaluados para la determinacion de TBHQ, BHA y BHT.

Método 1 | 2 | 3
Fase movil Fase A: Acido férmico 0.1%; Fase B: Etanol
T'e”.“po Fase A | Fase B T'empo Fase A | Fase B T'e”.‘po Fase A | Fase B
(min) (min) (min)

0 70 30
123 Ig 38 0 60 40 0 60 40

Gradiente 15 10 90 10 0 100 5 0 100
17 0 100 15 0 100 15 0 100
19 0 100 18 60 40 18 60 40
21 20 30 40 60 40 40 60 40
35 70 30

Método 4 5 6
Fase movil Fase A: Acido férmico 0.1%; Fase B: Etanol
T|empo Fase A | Fase B T'empo Fase A | Fase B T'e”.‘po Fase A Fase
(min) (min) (min) B

0 60 40 0 60 40 0 55 45

Gradiente 5 0 100 3 0 100 10 0 100
15 0 100 15 0 100 15 0 100
18 60 40 18 60 40 18 55 45
40 60 40 40 60 40 45 55 45
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Tabla XXV. Condiciones cromatogréaficas de los métodos evaluados para la determinacion de TBHQ, BHA y BHT

Método 7 | 8 | 9
Fase movil Fase A: Acido acético 0.1%; Fase B: Etanol
T'empo Fase A | Fase B Tlempo Fase A | Fase B Tlempo Fase A | Fase B
(min) (min) (min)

0 55 45 0 55 45 0 55 45

Gradiente 10 0 100 10 0 100 15 0 100
20 0 100 25 0 100 30 0 100

25 55 45 30 55 45 35 55 45

45 55 45 55 55 45 60 55 45

Método 10 11 12
Fase moévil Fase A: Acido acético 0.1%; Fase B: Etanol
T'empo Fase A | Fase B Tlempo Fase A Fase Tlempo Fase A Fase

(min) (min) B (min) B

0 55 45

0 55 45 0 55 45 150 gg ‘7‘8

Gradiente 15 0 100 15 0 100 15 30 20
30 0 100 25 0 100 0 0 100
38 55 45 30 55 45 o5 0 100

60 55 45 50 55 45 30 55 45

50 55 45
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Tabla XXV. Condiciones cromatogréaficas de los métodos evaluados para la determinacion de TBHQ, BHA y BHT

Método 13

Fase movil Fase A: Acido acético 0.1%; Fase B: Etanol

Gradiente Tiempo (min) Fase A Fase B
0 55 45
5 30 70
10 30 70
15 0 100
20 0 100
25 55 45
45 55 45
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10.2 Cromatogramas obtenidos en el desarrollo del método

cromatografico para la determinacion de TBHQ, BHA y BHT.

En las siguientes figuras, se muestran cromatogramas representativos
obtenidos en las condiciones evaluadas durante el desarrollo del método

cromatografico para la separacion y cuantificacion del TBHQ, BHA y BHT.

En todos los casos se utilizé el cromatégrafo HP 1100 y la columna Kinetex

C18.
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Figura 29. Cromatograma obtenido para una solucion de TBHQ (10 mg/L en
fase movil compuesta por etanol: &cido formico 0.1%,30:70) con el método 1.
Flujo de 0.1 mL/min, 40°C. Fase movil: acido férmico 0.1% (A) y etanol (B).
Gradiente: 0-2 min, 70% Ay 30% B; 2-13 min, 70-10% A y 30-90% B ;13-15 min
10% Ay 90% B; 15-17 min, 10-0% A y 90-100% B; 17-19 min, 0% Ay 100% B;

19-21 min, 0-70% Ay 100-30% B; 21-35 min 70% Ay 30% B.
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Figura 30. Cromatograma obtenido para una solucion de BHA (10 mg/L en fase
movil compuesta por etanol: acido férmico, 30:70) con el método 1.
Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min, 40°C. Fase
movil: acido formico 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-2 min, 70% A 'y 30% B;
2-13 min, 70-10% Ay 30-90% B ;13-15 min 10% Ay 90% B; 15-17 min, 10-0%

Ay 90-100% B; 17-19 min, 0% Ay 100% B; 19-21 min, 0-70% A y 100-30% B;

21-35 min 70% A 'y 30% B.
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Figura 31. Cromatograma obtenido para una solucion de BHT (10 mg/L en fase
movil compuesta por etanol: acido férmico, 30:70) con el método 1.
Cromatdgrafo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min, 40°C. Fase
movil: acido férmico 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-2 min, 70% Ay 30% B;

2-13 min, 70-10% Ay 30-90% B ;13-15 min 10% Ay 90% B; 15-17 min, 10-0%
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Ay 90-100% B; 17-19 min, 0% Ay 100% B; 19-21 min, 0-70% A y 100-30% B;

21-35 min 70% Ay 30% B.

Figura 32. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (100 mg/L en fase mdévil compuesta por etanol: &cido formico, 40:60) con
el método 2. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
40°C. Fase movil: &cido férmico 0.1% (A) y etanol (B), utilizando el gradiente
como se menciona a continuacion: 0-10 min, 60-10% A y 40-90% B; 10-15 min,

10% Ay 90% B ;15-18 min 10-60% A y 90-40% B; 18-40 min, 60% Ay 40% B.

Figura 33. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (100 mg/L en fase moévil compuesta por etanol: acido formico, 40:60) con
el método 3. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,

40°C. Fase movil: acido formico 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-5 min, 60-
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0% Ay 40-100% B; 5-15 min, 0% Ay 100% B ;15-18 min 0-60% A y 100-40%

B; 18-40 min, 60% Ay 40% B.

Figura 34. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (100 mg/L en fase mévil compuesta por etanol: &cido formico, 40:60) con
el método 4. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
45°C. Fase movil: &cido formico 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-5 min, 60-
10% Ay 40-90% B; 5-15 min, 10% Ay 90% B ;15-18 min 10-60% A y 90-40%

B; 18-40 min, 60% Ay 40% B.
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Figura 35. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (100 mg/L en fase mdévil compuesta por etanol: acido formico, 40:60) con

el método 5. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
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45°C. Fase movil: &cido formico 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-3 min, 60-
10% Ay 40-90% B; 3-15 min, 10% Ay 90% B ;15-18 min 10-60% A y 90-40%

B; 18-40 min, 60% Ay 40% B.

Figura 36. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (10 mg/L en fase mdvil compuesta por etanol: 4cido acético, 45:55) con el
meétodo 6. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
45°C. Fase movil: &cido acético 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-10 min, 55-
0% Ay 45-100% B; 10-15 min, 0% Ay 100% B ;15-18 min 0-55% A y 100-45%

B; 18-45 min, 55% Ay 45% B.

Figura 37. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y

BHT (10 mg/L en fase movil compuesta por etanol: &cido acético, 45:55) con el
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método 7. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
45°C. Fase movil: &cido acético 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-10 min, 55-
0% Ay 45-100% B; 10-20 min, 0% Ay 100% B ;20-25 min 0-55% A y 100-45%

B; 25-45 min, 55% Ay 45% B.

Figura 38. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (10 mg/L en fase mdévil compuesta por etanol: 4cido acético, 45:55) con el
método 8. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,

45°C. Fase movil: &cido acético 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-10 min, 55-
0% Ay 45-100% B; 10-25 min, 0% Ay 100% B ;25-30 min 0-55% A y 100-45%

B; 30-55 min, 55% Ay 45% B.
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Figura 39. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (10 mg/L en fase mdvil compuesta por etanol: 4cido acético, 45:55) con el
método 9. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,

45°C. Fase movil: &cido acético 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-15 min, 55-
0% Ay 45-100% B; 15-30 min, 0% Ay 100% B ;30-35 min 0-55% A y 100-45%

B; 35-60 min, 55% Ay 45% B.

Figura 40. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (10 mg/L en fase mdvil compuesta por etanol: 4cido acético, 45:55) con el
método 10. Cromatdgrafo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
45°C. Fase movil: &cido acético 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-15 min, 55-
0% Ay 45-100% B; 15-30 min, 0% Ay 100% B ;30-38 min 0-55% A y 100-45%

B; 38-60 min, 55% Ay 45% B.
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Figura 41. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (10 mg/L en fase mdvil compuesta por etanol: 4cido acético, 45:55) con el
meétodo 11. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
45°C. Fase movil: &cido acético 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-15 min, 55-
0% Ay 45-100% B; 15-25 min, 0% Ay 100% B ;25-30 min 0-55% A y 100-45%

B; 30-50 min, 55% Ay 45% B.

Figura 42. Cromatograma obtenido para una solucién mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (10 mg/L en fase movil compuesta por etanol: &cido acético, 45:55) con el
método 12. Cromatdgrafo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
45°C. Fase movil: &cido acético 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-5 min, 55%

Ay 45% B; 5-10 min, 55-30% Ay 45-70% B; 10-15 min 30% Ay 70% B; 15-20
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min, 30-0% Ay 70-100% B; 20-25 min, 0% Ay 100% B; 25-30 min, 0-55% Ay

100-45% B; 30-50 min, 55% Ay 45% B.

Figura 43. Cromatograma obtenido para una solucion mezcla de TBHQ, BHA y
BHT (10 mg/L en fase mdvil compuesta por etanol: 4cido acético, 45:55) con el
meétodo 13. Cromatografo HP 1100. Columna Kinetex C18, flujo de 0.1 mL/min,
45°C. Fase movil: &cido acético 0.1% (A) y etanol (B). Gradiente: 0-5 min, 55-
30% Ay 45-70% B; 5-10 min, 30% Ay 70% B; 10-15 min 30-0% Ay 70-100%
B; 15-20 min, 0% Ay 100% B; 20-25 min, 0-55% Ay 100-45% B; 25-45 min,

55% Ay 45% B.
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10.3 Cromatogramas obtenidos del analisis de muestras de aceite vegetal

comestible comerciales.
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Figura 44. Cromatograma obtenido del analisis de una muestra de aceite

vegetal comestible marca Mazola.
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Figura 45. Cromatograma obtenido del analisis de una muestra de aceite

vegetal comestible marca Vita Premium.
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Figura 46. Cromatograma obtenido del andlisis de una muestra de aceite

vegetal comestible marca Kartamus.
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