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INTRODUCCION

Los aceites vegetales bromados han sido ampliamente
utilizados como aditivos para alimentos y especificamente en la
industria de refrescos como agentes ajustadores de densidad de

los aceites citricos saborizantes.

A pesar de que se ha permitido el uso de dichos compuestos
como aditivos para alimentos, existe una gran cantidad de
estudios'? que sehalan la toxicidad de los mismos. Como resultado
de estos reportes, el uso de |os aceites bromados ha sido prohibido
en algunos paises, y dénde s se permiten, solo és posible utilizarlos
hasta una concentracion maxima de 15 ppm1°. Por io que resulta

importante desarrollar un método analitico para su cuantificacion.

Al realizar un estudio bibliografico sobre el tema se
encontraron reportados diversos métodos'!-20, destacando la
cromatografia de gases como una de las técnicas mas utilizadas.

Efectivamente, la cromatografia de gases ha sido ampliamente



utilizada para el andlisis de los aceites vegetales bromados a pesar
de que las condiciones de frabajo necesarias para el desarrollo de
dicha técnica provocan la descomposicion de los aceites bajo
andlisis21-23, Por ofra parte, vtilizando esta técnica se dificulta el
andlisis de los compuestos hexabromados a menos que se utilice

una columna capilar'?.

La cromatografia de liquidos es la opcidn mas viable para el
andlisis de los compuestos que ocupan nuestro interés en éste
estudio, ya que con esta técnica deben eliminarse los problemas
de la descomposicidon del producto bajo andlisis y de la

determinacién de los compuestos hexabromados.

Lawrence, Chadha y Conacher'! utilizaron un método de
cromatografia de liquidos con deteccion UV a 220 nm para la
caracterizacion de aceites vegetales bromados, pero no
desarrollaron una metodologia para el andlisis de los mismos en

refrescos.

En este trabagjo se desarrolla un método analitico para
cuantificar aceites vegetales bromados en refrescos, utilizando la

tecnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 Naturaleza Quimica de los Aceites Vegetales Bromados

Los aceites vegetales bromados (AVB) se obtienen
sometiendo los correspondientes aceites vegetales a una reaccién
de bromacidn. Los aceites vegetales mas utilizados para este
proposito son el aceite de maiz, el aceite de soya y el aceite de
algodoén; sin embargo, también se encuenira reportado en la
literatura la bromacion de otros aceites como por ejemplo los de:

ajonjoli, girasol, canola, jojobay aguacate?s.

Dicha reaccién se lleva a cabo sobre la porcién insaturada
de la molécula de triglicérido que constituye el aceite vegetal y
que en la mayoria de los aceites proviene, principalmente, de los
acidos oleico, linoleico y linolénico (figura 1). Por lo tanto, si se

somete un aceite vegetal bromado a wvna reaccidén de
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CH,—O C R
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R = Cadena Derivada de Acido Graso.

Figura 1. Molécula de Triglicérido. Los Acidos, de Ddnde Proviene [
Porcion Insaturada de la Mayoria de los Triglicéridos, son los
siguientes:

Acido Oleico: CHs - (CH2)7 - CH = CH - (CH2)7 - COOH
Acido Linoleico: CHs -(CHa)s -CH =CH -CH; -CH = CH-(CHz)7- COOH
Acido Linoiénico: CHs - (CHz2 - CH = CH)s - {CHz)7 - COOH



transesterificacidn con metanol se deben obtener, principalmente,
los siguientes derivados bromados: dibromoestearato de metilo
(DBEM), tetrabromoestearato de metilo (TBEM), y hexabromo-
estearato de metilo (HBEM). El porcentaje obtenido de cada uno
de esos productos dependerq, evidentemente, de la composicién

quimica del aceite vegetal de partida.

En la tabla | se reporta la composicidn quimica de los
aceites de maiz y de soya. Se obtiene del andlisis de esa
informacion que al transesterificar el aceite bromado de maiz cabe
esperar la formacidon de DBEM y TBEM; en el caso del aceite
bromado de soya, ademds de los productos anteriores, se debe

obtener el HBEM.

1.2 Aplicacion de los Aceites Vegetales Bromados

Los refrescos con sabores citricos como los de naranja y
lima-limdn se encuentran entre los favoritos de los consumidores de
ese tipo de bebidas. Estos sabores estGn constituidos
principalmente por los aceites esenciales obtenidos de algunas
frutas: por ejemplo, naranja, limdén, toronja, etc. Sin embargo, la
dispersidn de estos aceites esenciales en el refresco constituye un

problema debido a la insolubilidad de los mismos en aguaq; eso



obliga a incorporar agentes emulsificantes en la formulacidon de la
bebida. Asi mismo, considerando que |la habilidad de los agentes
emulsificantes para mantener el aceite en suspensidn es
proporcional al tamafio de particula, las particulas de aceite son

reducidas por atomizacion.

TABLA |

COMPOSICION QUIMICA DE ACEITES VEGETALES

ACIDO % EN ACEITE DE MAIZ |% EN ACEITE DE SOYA

Miristico <0.] < 0.5
Palmitico 8-19 7-14
Palmitoleico <0.5 0.5
Estedrico 0.5-4 1.4-5.5
QOleico 19 - 50 19 - 30

Linoleico 34-62 44 - 62
Linolénico &YAQ 4-11
Araquidico <1.0 <1.0
Eicosenoico < 0.5 < 1.0
Docosanoico < 0.5 < 0.5
Tetracosanoico <0.5 -

Por otra parte, no es suficiente lograr la emulsion del aceite
en el refresco, sino que ademas esta debe ser estable al menos seis
meses. Un problema para conseguir dicha estabilidad es la bgja
densidad de los aceites esenciales. En general, los aceites citricos

tienen una gravedad especifica en el intervalo de 0.845 a 0.890



g/cm?3 mientras que un refresco con un 10 a un 12% de azlcar tiene
una gravedad especifica de 1.038 a 1.046 g/cm3. Para solucionar
este problema se ulilizan los aditivos de peso, también
denominados agentes aqjustadores de densidad, y que son
compvuestos que se anaden a |os aceites esenciales para
aumentar su gravedad especifica y ayvdar a mantener una
dispersion estable del aceite. Un ejemplo de este tipo de aditivos lo

constituyen los aceites vegetales bromados.

Los aceites vegetales bromados fueron utilizados por primera
vez, como agentes gjustadores de densidad de aceites esenciales
en bebidas en la década de los anos 40. Los aceites vegetales
bromados obfenidos a partir del aceite de oliva tienen una
gravedad especifica de alrededor de 1.24 g/cm? y los obtenidos a
partir de aceites de soyaq, de maiz o de algodon, de alrededor de
1.33 g/cm3. Debido a su alta gravedad especifica los AVB son
considerados como agentes qjustadores de densidad muy
efectivos para los aceites citricos. Ademas proporcionan turbidez v

opacidad a los refrescos lo cudl en algunos casos es una ventagja.

1.3 Regulacion de los Aceites Vegetales Bromados

Dependiendo de los aceites citricos utilizados, normalmente



se requieren de 120 a 160 ppm del AVB para lograr una emulsion
estable del aceite saborizante en el refresco. Sin embargo, en
1966, el Comité de Aditivos Para Alimentos de la Agrupacion
“World Health Organization™ expresa su preocupacion acerca de la
posibilidad de la acumulacién de bromo en |os tejidos del cuerpo
cuando los AVB fueran ufilizados en productos alimenticios de
consumo humano. Desafortunadamente, diversos estudios sobre los
efectos téxicos de los AVB en animales de laboratorio? han

confirmado esa sospecha.

A pesar de que no existen pruebas sobre efectos
patologicos especificos en el ser humano, el uso de los AVB como
aditivos para alimentos fue prohibido en la India, Inglaterra y en
otros paises europeos. En algunos paises como Estados Unidos,
Canadd, Australia, Espafa, Finlandia, Noruega, Israel, Kenya y

Sudafrica su uso fue limitado a 15 ppm'? en el refresco final.

1.4 Métodos de Andlisis de Aceites Vegetales Bromados

Considerando la estricta regulacion a que estdn sometidos
los AVB, se comprende la importancia de contar con un método
analitico para su cuantificacién., Al realizar una investigacién

bibliografica sobre el tema se encontraron reportados diversos



métodos de andlisis de AVB, destacando las contribuciones del
grupo de trabajo de H.B.S. Conacher. A continuacién se describen

brevemente algunos de los estudios mdas relevantes.

Deana L. Turner'2 desarrollé un método para cuantificar AVB
en refrescos basado en la determinacién de bromo total en la
muestra. Utilizando un procedimiento de debromacidén en conjunto
con un electrodo especifico de ion bromuro, y trabajando a niveles
de 15 ppm del AVB, se reporta un 93% de recuperacién, una

precision de * lppm y una exactitud de + <1ppm.

Otro método, basado también en la determinacion de
bromo total, es el que reportan M.S. Green y G. Keen'3, Los autores
describen un método colorimétrico dénde el bromo es liberado del
aceite utilizando dicromato de potasic y dacido sulfirico
concentrado; posteriormente, este se hace reaccionar con una
solucion de acido barbiturico-piridina en presencia de cianuro de
potasio para dar un color morado. De acuerdo a los autores los
resultados obtenidos en |a determinacién de bromo en AVB
coinciden con los de otros métodos pero no proporcionan mas

detalles.

Los investigadores del Central Food Technological Research
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Institute of Mysore' desarrollaron una técnica rapida para detectar
bajos niveles de AVB en refrescos. La prueba involucra la
extraccion del AVB del refresco y su tratamiento con polvo de zinc
para convertir el bromo orgdnico a su forma inorgdnica.
Posteriormente se trata la muesira con didxido de plomo, para
liberar bromo, que puede ser detectado por el cambio de color de
la fluoresceina con la que es puesto en contacto. Segin los
avtores la prueba puede detectar hasta 1.5 ppm de AVB en

refrescos.

H.B.S. Conacher y Arthur D. McKenzie'® comparan tres
métodos de determinacion de bromo en AVB: 1) titulacion
yodomeétrica, 2) titulacién potenciométrica y 3) titulaciéon utilizando
electrodo especifico de bromuro. Ellos concluyen que tanto la
titulacion potenciomeétrica como la yodométrica son aceptables
para vna determinacion precisa de bromo en AVB. Con la tercer

técnica reportan resultados mas bajos y variables.

En la revision bibliografica realizada se encontré que una de
las técnicas mas empleadas para la cuantificacién de AVB era la
cromatografia de gases. H.B.S. Conacher, R.K. Chadha y M.R.

Sahasrabudhe'¢ se encuentran entre los primeros en reportar el uso
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de esa técnica. El procedimiento utilizado por ellos involucra el
tratamiento de los aceites bromados con metdéxido de sodio,
seguido del andlisis por cromatografia de gases de los ésteres
metilicos resultantes. Empleando una columna empacada con 3%
JXR en Gas Chrom Q, de malla 110-120, y como estandar interno
pentadecanoato de metilo logran recuperaciones en el intervalo
de 93.7 a 102.4%. Aplicando su técnica a varios refrescos
comerciales encontraron un contenido de AVB en el intervalo de
10 a 45 mg en 10 onzas de la bebida. Posteriormente H.B.S.
Conacher!’ revisd este método y realizé un estudio colaborativo
sobre la determinacidon por cromatografia de gases de aceite
bromado de gjonjoli en bebidas de naranja. Los resultados del
estudio colaborative senalan recuperaciones de 94.6, 95.3 y 96.0%
para refrescos conteniendo 3.1, 5.22 y 10.66 mg/10 onzas de
bebida respectivamente, con los correspondientes valores de
desviacién estandar de 0.4, 0.46 y 0.64. En base a este estudio se
desarrollé el primer método oficial de la Asociacion Oficial de

Quimicos Analistas (AOAC).

James F. Lawrence, Ragjinder K. Chadha y H.B.S. Conacher'®
modificaron el método previamente descrito proponiendo un

método alternativo de esterificacion. Estos investigadores
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transesterificaron los AVB mediante una metandlisis dacida,
procedimiento que involucra reactivos mas faciles de manejar que
los del método oficial. Ademas de la simplificacion del método, se
obtiene un cromatograma con picos simples para el DBEM, el TBEM
y €l HBEM; por el contrario, con la técnica del metoxido de sodio el
cromatograma obtenido es complejo, mostrando mezclas de picos

para el TBEM y el HBEM.

En los trabajos basados en la técnica de cromatografia de
gases que han sido descritos, se ufilizaron columnas de tipo
empacadas. Rajinder K. Chadha, James F. Lawrence y H.B.S.
Conacher' probaron una columna de tipo capilar, conservando el
procedimiento de ftransesterificacién via metanolisis dacida
desarrollado por ellos mismos. Su principal logro fue la deteccidn
del HBEM, analito que con las columnas empacadas era dificil de

detectar y no se obtenian resultados reproducibles.

También se describe en la literatura un método que utiliza
espectrometria de fluorescencia de rayos-X para la deteccion y
estimacion semicuantitativa de AVB en refrescos. El método fue
desarrollado por H.B.S. Conacher, J.C. Meranger y J. Leroux2 con el

objetivo de contar con una técnica rédpida de andlisis que pudiera
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vtilizarse de manera previa al andlisis por cromatografia de gases y
asi facilitar el trabajo en el caso de tener un nimero elevado de

muestras.

Finalmente se mencionara la contribucidn de James F.
Lawrence, Rajinder K. Chadha y H.B.S. Conacher''. Ellos emplearon
un método de cromatografia de liquidos en fase normal y en fase
reversa pard la caracterizacién de aceites vegetales bromados. Su
principal objetivo fue la caracterizacién de diferentes aceites
comerciales y preparados en el |laboratorio. Ellos estudiaron los
aceites de oliva, qjonjoli, maiz, algodén y soya, y el procedimiento

que siguieron se describe brevemente a continuacion.

La muestra de aceite es transesterificada mediante una
metanolisis acida y el producto obtenido se extrae con hexano.
Después de llevar a sequedad la fase orgdnica, el residuo se
disuelve en acetonitrilo-THF para la cromatografia en fase reversa y
en hexano para la cromatografia en fase normal. Para la técnica
en fase reversa se utilizdé una columna Ultrasphere ODS de 25 cm x
4.6 mm, de 5 p, Yy una fase mdvil de acetonitrilo-agua, 95:5. Para la
técnica en fase normal emplearon una columna Ultrasphere Si de

las mismas dimensiones que la anterior y una fase madvil consistente



14

en hexano-isopropanol, 500:1. En ambos casos se utilizdé deteccidén
UV a 220 nm. Los autores utilizaron la relacién de TBEM a DBEM asi
como la presencia o ausencia del HBEM para identificar el aceite
involucrado, reportando que sus resultados coinciden con los
obtenidos mediante la técnica de cromatografia de gases. No

aplicaron esta técnica al andlisis de refrescos.

De los métodos indicados, solamente los métodos
cromatograficos son capaces de diferenciar e idenfificar los
diferentes compuestos bromados individualmente lo cudl
representa una ventaja. Sin embargo, la cromatografia de gases
presenta algunos inconvenientes en |0 que respecta a Ia
posibiidad de descomposicion de los compuestos bajo andlisis;
diversos autores, como Landowne v Lipsky?', Koehler et al.22 y H.B.S.
Conacher# han encontrado evidencias de dicha descomposicién.
Por otra parte, se dificulta la deteccién del HBEM, a menos que se
utilice una columna capilar. Por lo tanto, la cromatografia de
liquidos se convierte en una posibilidad mds interesante, que sin

embargo no ha sido ampliamente explotada.

Asi surge nuestro interés por el tema que se desarrolld en e

presente trabajo de investigacidn y cuyos objetivos se describen a
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continuacion.
1.5 Objetivos del Trabajo

1.5.1 Objetivo General

Desarrollar un método analitico, utilizando la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) para

cuantificar aceites vegetales bromados en refrescos.
1.5.2 Objetivos Especificos

1.- Caracterizacion mediante una técnica de cromatografia
de liquidos de alta resolucién de los productos obtenidos en una
reaccién de bromacion de un aceite vegetal. Para lograr este
objetivo, los aceites vegetales serdn transesterificados, por lo que

los productos a caracterizar seran los correspondientes ésteres.

2.- Evaluacién de un sistema de extraccién en fase sélida
para la recuperacion de los ésteres metilicos que son producto de
la transesterificacion a la que seran sometidos los aceites vegetales

bromados.

3.- Evaluacién de un sistema de extraccidon en fase sdlida
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para la recuperacion del aceite vegetal bromado contenido en un

refresco.

4.- Aplicar el método de andlisis desarrollado, a algun

refresco de la localidad.



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS
2.1 Reactivos y Equipo
2.1.1 Reactivos

2.1.1.1 Solventes.

Se utilizaron éter etilico, hexano y metanol grado analitico
de Productos Quimicos Monterrey. El metanol fue secado con
sulfato de sodio anhidro (CTR). Para los andlisis cromatograficos
se utilizaron los siguientes solventes grado cromatogrdafico:
acetonitrilo (Mallinckrodt y Fisher Scientific), THF (Merck) y agua

(Merck).

En diferentes etapas del trabajo experimental se utilizd un
solvente compuesto de acetonitrilo y THF en proporcién 4:1, el cual

serd denominado “solvente A",

17
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2.1.1.2 Esteres Metilicos.

Para ser utilizados como estandares en la caracterizacion de
los aceites vegetales, y para la preparacidn de los
correspondientes derivados bromados necesarios para el andlisis
de los AVB, fueron adquiridos de Aldrich los siguientes reactivos:
oleato, linoleato, linolenato, estearato y palmitato de metilo. Para
la preparacion del estandar interno se adquirié de Sigma el

heptadecenoato de metilo.

2.1.1.3 Derivados Bromados de los Esteres Metilicos.
Los ésteres metilicos fueron bromados de acuerdo al

procedimiento descrito a continuacion.

2.1.1.3.1 Oleato de Metilo. Se disolvieron 500 mg del oleato
de metilo en 15 mL de éter etilico en un matraz de reaccion de 25
mL y la solucion se llevd a 0°C mediante la inmersion del matraz en
un bano de agua-hielo-sal. Manteniendo dicha temperatura, y
bajo agitacién magnética constante, se dosificaron 0.15 mL de
bromo durante un periodo de 20 minutos. Terminada la dosificacién
se mantuvo la agitacion a 0°C por 10 minutos mas.
Posteriormente la solucion se ftransfirié, afadiendo 15 mL

adicionales de éter, a un embudo de separacién que contenia 50
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mL de solucién de tiosulfato de sodio al 10%. Se agitd y después se
permitid la separacion de capas para posteriormente descartar la
fase acuosq; la fase etérea por su parte se lavé con dos porciones
de 10 mL de agua vy se secd con sulfato de sodio anhidro. El éter se

elimind bajo corriente de nitrégeno a temperatura ambiente.

2.1.1.3.2 Llinoleato, Llinclenato y Heptadecenoato de
Metilo. El resto de los ésteres metilicos fueron bromados siguiendo
el mismo procedimiento descrito, excepto que para el linoleato de
metilo se uftilizaron 0.30 mL de bromo y para el linolenato de metilo
0.45 mL de dicho reactivo. En esta Ultima reacciéon, 1a bromacién
del linolenato de metilo, se obtuvieron dos productos: uno soluble
en el medio de reaccidén (denominado HBEM soluble) y otro que

precipité (denominado HBEM insoluble).

2.1.1.4 Aceites Vegetales y sus Derivados Bromados.

Los aceites vegetales de maiz y de soya utilizados en este
estudio fueron adquiridos en casas comerciales de la localidad. Sus
derivados bromados fueron preparados en el laboratorio siguiendo
el mismo procedimiento descrito para la bromacién de |los ésteres

metilicos pero utilizando 0.2 y 0.3 mL de bromo respectivamente.

También se utilizd en este trabajo una muestra de un aceite
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bromado comercial de la compania Haarmann & Reimer. Se trata

de un aceite bromado de maiz.

2.1.1.5 Solucién Acida de Metanol.
Se disolvieron 2 mL de d&cido sulfirico grado reactivo
(Desarrollo de Especialidades Quimicas) en metanol y se aford a

100 mL con metanol.

2.1.1.6 Refrescos.

Para el desarrollo del método de tratamiento de muestra se
utilizdé un refresco de uvva de la marca 10-K (producto importado).
Por otra parte, el método de analisis propuesto en este trabajo se
probd en un refresco de toronja de la marca Joya (producto de la
localidad). La composicidn de ambos refrescos se reporta en la

tabla Il.

2.1.2 Equipo

2.1.2.1 Sistema de Extraccidén en Fase Sdlida.

En dos etapas del método de andlisis desarrollado en este
estudio se utilizd un procedimiento de extraccidn en fase sdlida. En
ambos casos se emplearon cartfuchos empacados con 500 mg de

fase C-18 (Supelclean LC-18 de Supelco) de 6 mlL de capacidad. El
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sistema de extraccidén seleccionado fue el de presidn positiva de

una linea de nitrogeno (figura 2); se utilizd nitrdgeno grado

cromatografico (INFRA).

TABLA [

COMPOSICION DE LOS REFRESCOS EMPLEADOS

REFRESCO

COMPOSICION

Refresco 10-K sabor uva

Agua, azucar, fructosa de jarabe de
maiz, dcido citrico, benzoato de
sodio, sorbato de potasio, citrato de
sodio y de potasio, sal, sabor natural,
fosfato de sodio y color caramelo.

Refresco Joya sabor toronja

Agua carbonatada, azicar de cania,
4acido citrico, saborizantes naturales y
artificiales, almidén  modificado,
aceite vegetal bromado y benzoato
de sodio.

2.1.2.2 Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion

(CLAR).

Se utilizd un cromatégrafo de liquidos modelo 5000 de

Varian equipado con un detector de arreglo de diodos modelo

Polychrom 9065 (figura 3). Para el control del detector asi como

el manejo de la informacion resultante del andlisis cromatografico

se utilizd el software Star Chromatography version 4 de Varian

instalado en una computadora HP modelo Vectra VL2.



-—— Nitrogeno

Cartucho de Extraccion

¢

Figura 2. Sistema de Extraccidn en Fase Sdlida.

22
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Figura 3. Cromatografo de Liguidos.
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Se empled una columna de fase octadecil silano enlazada
(Supelcosil LC-18 de Supelco) con las siguientes caracteristicas: 25
cm de largo, 4.6 mm de didmetro interno y tamano de particula de
5 um. También se utilizd una columna de guardia de 2 cm de

longitud (Supelguard LC-18).

El volumen de inyeccidon fue de 10 ul y la velocidad de flujo
de 1 mL/min. Los eluentes utilizados fueron desgasificados utilizando
helio grado cromatografico, (INFRA). Todas las muestras fueron
filtradas, previamente a su inyeccidn, con filtros de jeringa de 25
mm de didmetro y 0.45 um de tamano de poro (lso-disc P-254 de

Supelco).

2.2 Caracterizacién por CLAR de los Esteres Metilicos

y de sus Derivados Bromados

2.2.1 Introduccion

Para la caracterizacion por CLAR de los AVB estos serdn
sometidos a una reaccion de transesterificacidn para liberar los
correspondientes ésteres, es decir, los derivados bromados del
oleato y linoleato de metilo en el caso del aceite de maiz, y

ademas el del linolenato de metilo en el caso del aceite de soya.
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Por otra parte, se debe tomar en cuenta que si el aceite no
estuviera por completo bromado también cabria esperar la
formacion de uno o varios de los siguientes compuestos: oleato,
linoleato y linolenato de metilo. Adicionalmente, también se deben
considerar los ésteres provenientes de la porcién saturada del
aceite, que para los aceites estudiados son el palmitato y el

estearato de metilo.

Tomando en cuenta lo anterior, si se pretende caracterizar
los AVB por CLAR, se debe desarrollar un método cromatografico
que permita la resolucién de todos los analitos indicados, incluido
el que serd utilizado como estandar interno, es decir, el

dibromoheptadecanoato de metilo (DBHM).

2.2.2 Desarrollo del Método Cromatografico de Andlisis por CLAR

Se prepararon soluciones de los ésteres metilicos y de sus
productos de bromacion en el solvente A (pp. 17). En la tabla Ill se
muestra la composicion de cada una de |as soluciones preparadas;
cabe senalar que las concentraciones utilizadas se seleccionaron
de forma que la altura de todos los picos fuera semejante y asi
poder observarlos todos simultGneamente al analizar una mezcla

de los analitos.



26

Considerando que se debian resolver 10 compuestos, y que

uno de ellos da dos picos (el TBEM), se tuvieron serias dificultades

en el desarrollo de un método cromatografico eficaz; sin embargo,

finalmente se lograron resultados aceptables con dos métodos que

serdn llamados en este trabajo “método isocrdtico” y “método

gradiente” y que a continuacion se describen.

TABLA Il

COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES ANALIZADAS

ANALITO CONCENTRACION (mg/mL)

Oleato de metilo 0.94

Linoleato de metilo 0.20
Linolenato de metilo 0.1

Estearato de metilo 10.1

| Palmitato de metilo 10.4

Heptadecenoato de metilo 10.0
DBEM Tl

{ TBEM 2.54
DBHM 1.2

HBEM soluble 8.30

, HBEM insoluble 286 |

1} Método isocratico: En este método se utiliza como

eluente acetonitrilo. La longitud de onda de deteccion éptima

para los analitos insaturados es de 195 nm y para los analitos

saturados es de 210 nm; en el caso de los analitos bromados es de
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205 nm. Las soluciones indicadas en la tabla Il y el solvente A,

fueron analizados siguiendo éste método.

2) Método gradiente: En este método se utiliza como
eluente una mezcla de los solventes acetonitrilo y agua. La
composicion del eluente se modifica de acuerdo a un gradiente

por etapas, mismo que se describe a continuacion.

En la primera etapa, la cual tiene una duracién de 17
minutos, se trabaja con un 91% de acetonitrilo. Posteriormente se
cambia la composicidén del eluente a 100% acetonitriio en dos
minutos y asi se mantiene el tiempo restante de la cormida
cromatografica. Una vez terminado el andlisis, para preparar de
nuevo el sistema para la siguiente inyeccidn, se cambia la

composicion del eluente a 91% de acetonitrilo en 5 minutos.

Las mismas soluciones que se analizaron bajo el método
isocratico, fueron analizadas bajo las condiciones de este método

gradiente,

2.3 Elaboracion de Curvas de Calibracion

Considerando que el objetivo primordial de este estudio es

la cuantificacién de AVB, y que esta se realizard a través de la
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cuantificacion de sus correspondientes ésteres metilicos, es
necesario contar con curvas de calibracién para cada uno de
ellos. Por lo tanto se procedié a la elaboracion de curvas de

calibracion para el DBEM, TBEM, HBEM soluble y HBEM insoluble.

Se prepard una solucion stock en el solvente A de los
analitos de interés; su composicidon se reporta en la tabla IV.
Ademds se prepard una solucion, en el mismo solvente, del

estandar interno, con una concentracién de 12.74 mg/mL.

TABLA IV

COMPOSICION DE LA SOLUCION STOCK DE
ESTERES METILICOS BROMADOS

—

S——

ANALITO CONCENTRACION (mg/mL)
DBEM 0.824
TBEM 1.13
HBEM soluble 0.16
HBEM insoluble 0.5

A partir de la solucidon stock se hicieron 4 diluciones para
preparar las soluciones empleadas en la elaboracion de la curva
de calibracién. A cada solucidon se le agregaron 100 ul de la
solucién de DBHM. Las composicidn de las soluciones resultantes se

reporta en la tabla V.
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Las 4 soluciones fueron analizadas por CLAR siguiendo los

dos métodos cromatograficos desarrollados. Cada soluciéon se

inyectd tres veces bajo las condiciones de cada uno de los

métodos.

TABLA V

COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES UTILIZADAS PARA LA

ELABORACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION

SOL’N No.| DBEM TBEM |HBEM SOL.| HBEM INS. | DBHM
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/mL) | (mg/mL) | (mg/mL)

1 0.659 0.902 0.12 0.12 0.254

2 0.330 0.451 0.062 0.061 0.254

| 3 0.165 0.226 0.031 0.030 0.254

4 0.0824 0.113 0.016 0.015 0.254

2.4 Caracterizacion por CLAR de AVB

2.4.1 Transesterificacidn de los Aceites Vegetales y de sus

Derivados Bromados

Para transesterificar los aceites vegetales y sus derivados

bromados se selecciond el método de metandlisis acida
desarrollado por J. Lawrence, Rajinder K. y H.B.S. Conacher'® pero
modificado en |o que concierne a la extraccidn de los ésteres

metilicos al final de la reaccidén.
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En seguida se describen los procedimientos de transesterifi-

cacion y de extraccion utilizados

2.4.1.1 Procedimiento de Transesterificacion.

La muestra a transesterificar se colocd en un matraz de
reaccién de 100 mL y se le agregd 100 pulL de la solucién de DBHM
(estandar interno). El solvente de la muestra y de la solucion del

estandar interno se elimind bajo corriente de nitrégeno.

Posteriormente se agregaron 25 mL de Ia sclucidén dcida de
metanol y se calentd a reflujo (63°C) bajo agitacidn magnética
constante. El reflujo se mantuvo por una hora al término de la cual

la mezcla de reaccion se enfrié y se le anadidé 40 mL de agua.

Cabe senalar que para evaluar este procedimiento de
transesterificacion se prepard una solucidon de aceite de soya en el
solvente A, y fue analizada, sin transesterificar, utilizando el método
isocratico. El resultado obtenido se compard con el de una muestra
del mismo aceite que si se sometid a este tratamiento de trans-
esterificacion

2.4.1.2 Procedimiento de Extraccién de los Esteres

Metilicos.

Se utilizé un procedimiento de extraccién en fase sdlida. El
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cartucho se acondiciond con 3 mL de metanol seguidos por 5 mL

de agua a pH 3.

Después del acondicionamiento se hizo pasar la mezcla de
reaccion por el cartucho a un flujo de 2.5 mL/min, y al finalizar
esta, se pasaron 5 mL de agua. Antes de proceder a la elucién de
los analitos retenidos en el cartucho, este se secd con la ayuda del

flujo de nitrogeno.

Los ésteres metilicos fueron eluidos con 10 mL de hexano,
utilizadndose un flujo de 1 mL/min. El hexano se secd con sulfato de
sodio anhidro y después de filtrarlo se elimind bajo corriente de

nitrégeno y el residuo se recuperd con 3 mL de solvente A,

Para evaluar este procedimiento de extracciéon se prepard
vna solucion, en el solvente A, con los derivados bromados
estandar. La composicidn de esa solucidn se reporta en la tabla VI,
Dicha solucién se sometid al procedimiento de transesterificacion y
al de extraccidn previamente descrito, por friplicado. En cada
caso se utilizdé una alicuota de 1 mL. La solucion obtenida al final se
analizé por CLAR utilizando el método isocratico. Para determinar
los porcentajes de recuperacidén de los diferentes analitos, se

aprovecharon las curvas de calibracidn cuya elaboracién se
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describié en la seccion 2.3. Los resultados de esta evaluacion se

presentan en el capitulo 3.

TABLA VI

COMPOSICION DE LA SOLUCION UTILIZADA PARA LA EVALUACION
DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

ANALITO CONCENTRACION (mg/mL)

DBEM 1.04
TBEM 1.78
HBEM soluble 0.19

HBEM insoluble 0.146

2.4.2 Andlisis de los Aceites Vegetales y de sus Derivados

Bromados

Finalmente, una vez evaluados los procedimientos de
transesterificacidn y de extracciéon descritos, con los estdndares, se
procedié a trabajar con los aceites vegetales y sus derivados

bromados.

Uno de los objetivos de esta etapa era la caracterizacion de
los AVB y para ello se trabajé con el aceite de maiz y con el de
soya y con sus respectivos productos de bromacion. El aceite

bromado de Haarmann & Reimer también se sometid a este
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tratamiento de transesterificacion En cada caso se trabaqjo con 3
mg de muestra y la solucién obtenida, después de la extraccidén de
los ésteres metilicos, fue analizada por CLAR utilizando el método

isocratico o el método gradiente, segun fuera necesario.

Por ofra parte, también se evalud la composicidn del aceite
de soya bromado ya que este fue utilizado para la evaluacion del
tratamiento de muestra. Para lograr este objetivo, se sometid el
aceite al procedimiento de transesterificacion descrito y la solucion
resultante se analizé por CLAR utilizando el método isocratico; los
analitos correspondientes fueron cuantificados. Este procedimiento

se hizo por triplicado empleando en cada caso 3 mg de muestra.

2.5 Tratamiento de la Muestra

2.5.1 Introduccion

Un punto muy importante en el desarrollo de un método de
andlisis es el tratamiento de la muestra. En este caso, los AVB que
se pretenden analizar se encuentran dispersos en un refresco por lo
que es necesario contar con un método de extraccién de los
mismos. El método oficial de andlisis de los AVB utiliza und

extraccidon con éter etilico pero en este trabagjo se propone un
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procedimiento de extraccién en fase sdlida.

Para la evaluaciéon de dicho procedimiento de extraccién se
prepard, en primer lugar, una muestra de composicidon semejante a
la de un refresco y con una cantidad conocida de AVB.
Posteriormente se probdé en dicha muestra el método de
extraccidon propuesto; el extracto obtenido fue transesterificado y
el producto cuantificado por CLAR para poder calcular el

porcentaje de recuperacion.

A continuacidn se describen brevemente las diferentes

etapas mencionadas.

2.5.2 Preparacion de la muestra

Para lograr tener una matriz lo mas semejante posible a la
de los refrescos que serian analizados con el método propuesto, se
decidié utilizar, precisamente, un refresco que no contuviera AVB.

El refresco elegido fue uno de sabor uva de la marca 10-K.

Se decidié preparar la muestra con 15 ppm del AVB, que es
la concentracidn maxima permitida para dichos compuestos en un
refresco. Se selecciond el AVB de soya para esta evaluaciéon

porque es el que contiene todos los analitos bromados de interés.
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No fue facil la dispersidn del aceite en el refresco y los
primeros intentos resultaron en porcentajes de recuperacion muy
bajos. Sin embargo, resultaba aparente que el problema era la
deficiente dispersidon del AVB y no el procedimiento de extraccion.
Después de evaluar diversas maneras se encontré que el procedi-
miento de dispersidn mas efectivo consistia en utilizar una solucién
al 15% del solvente A en el refresco. Primero se disolvid el aceite
bromade en el solvente y luego se agregé el refresco.
Procediendo de esa forma se evaludé también una muestra con

10% de solvente A.

2.5.3 Extraccién del AVB del Refresco

Se utilizdé un procedimiento de extraccion en fase solida. El
cartucho se acondiciond con 3 mL de metanol y 5 mL de agua.
Posteriormente se hicieron pasar 200 mL de la muestra de refresco
a tratar, mezclados con 100 ulL de la solucion de DBHM, a un flujo
de 2.5 mL/min. Después de pasar la muestra el cartucho se lavd
con 5 mL de agua y se seco bajo el flujo de nitrogeno. El contenido
del cartucho fue elvido con 10 mL de hexano (flujo de 1 mL/min).
La solucién obtenida se secd con sulfato de sodio y después de

filtrar se transfirid al matraz donde se efectuaria la transesteri-
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2.5.4 Transesterificaciéon y Recuperacion de los Esteres Metilicos
Para llevar a cabo la transesterificacion se elimind el hexano
de la solucién obtenida de la extracciéon previamente descrita. El
residuo se sometié al procedimiento de transesterificacion descrito
en la seccion 2.4.1.1 a partir del punto dénde se agrega la solucion
Aacida de metanol. Al término de la reaccidn de transesterificacion

los ésteres metilicos obtenidos se recuperaron siguiendo el

procedimiento de extraccién descrito en la seccién 2.4.1.2.

2.5.5 Analisis por CLAR

Finalmente, la solucion obtenida se analizé por CLAR

utilizando el método isocratico.

Cabe senalar que tanto la muestra preparada con 10% de
solvente como la que se hizo con 15% fueron sometidas a todo este

tratamiento de muestra por duplicado.

2.6 Andlisis de un Refresco

El refresco seleccionado para ser analizado fue uno de
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sabor toronja de la marca Joya cuya etiqueta de composicién

indicaba la presencia de aceite vegetal bromado.

El refresco se sometid al tratamiento de muestra descrito en
la seccion 2.5 agregandole un 15% del solvente A. La muestra fue
analizada por ftriplicado. En cada caso el andlisis por CLAR se

realizd por los dos métodos desarrollados.



CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion por CLAR de los Esteres Metilicos

y de sus Derivados Bromados
3.1.1 Andlisis Cromatografico por el Método Isocratico

3.1.1.1 Andlisis de los Esteres Metilicos.

En las figuras 4-8 (Apéndice A, pp. 70-74) se pueden observar
los cromatogramas obtenidos al analizar los ésteres metilicos bajo
las condiciones del método isocratico. Por otra parte, en las figuras
9-13 (Apéndice B, pp. 91-95) se reportan los mismos cromatogramas
pero en forma tridimensional para que se puedan apreciar los
diferentes picos a pesar de tener diferentes maximos de absorcion.
Cabe sefalar que el pico de tiempo de retencion (k) 3.2 minutos
que aparece en todos los cromatogramas corresponde al solvente

de las muestras como se confirmd al inyectar éste bajo Ias mismas
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condiciones (el cromatograma correspondiente se encuentra en la

figura 14, Apéndice A, pp. 75).

Con este trabgjo quedaron establecidos los tiempos de
retencién de los analitos no bromados, asi como sus espectros UV,
informacidn que es necesaria para el andlisis de sus derivados

bromados.

Observamos que el tiempo de retencidn se incrementa a
medida que disminuye el grado de insaturacién. En lo que
concierne a la resolucion de estos componentes, los resultados
obtenidos muestran que los Unicos picos que se traslaparian son los
correspondientes al oleato y palmitato de metilo. No se hizo ningin
intfento de resolverlos ya que dichos analitos no serian

cuantificados.

3.1.1.2 Andlisis de los Esteres Metilicos Bromados.

En la literatura se reportaz4 que al llevar a cabo la reaccién
de bromacién de aceites vegetales se forman simultdneamente
productos de adicién y de deshidrobromacion y por ello en este
trabajo era interesante determinar el nimero de derivados
bromados formados al bromar los ésteres metilicos. Por supuesto

que esto queda sujeto a que dichos derivados sean detectables
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mediante el andlisis cromatogrdfico utilizado. En las figuras 15-18
(Apéndice A, pp. 76-79) se presentan los cromatogramas,
obtenidos bajo las condiciones del método isocrdtico, para cada
producto bromado. Por otra parte, en las figuras 19-22 (Apéndice B,
pp. 96-99) se reportan los mismos cromatogramas pero en forma
tridimensional para que se aprecien los diferentes picos a pesar de

tener diferentes maximos de absorcion.

A continuacion se describen los resultados obtenidos para

cada uno de |os productos de bromacién.

3.1.1.2.1 Oleato de Metilo Bromado. Al comparar las figuras
4y 15 (Apéndice A, pp. 70 y 76) observamos los diferentes tiempos
de retencidon obtenidos, en un caso para el oleato de metilo, y en
otro para su producto bromado y en la figura 23 (Apendice C, pp.
102) se aprecia la diferencia en sus espectros UV; con ambos datos
se confirma que la bromacioén se llevé a cabo. Por otra parte, la
Qusencia de un pico a 11.3 minutos en el cromatograma del oleato

de metilo bromado nos indica que la bromacién fue completa.

En lo que concierne al niumero de productos obtenidos al
bromar el oleato de metilo observamos en el cromafograma

correspondiente un pico principal de tiempo de retencidén de 9.7
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minutos; ese pico debe corresponder al dibromoestearato de
metilo que es el producto principal esperado en la reaccidn
efectuada. Se observa ademds un pico de muy poca intensidad
con un tiempo de retencién de 8 minutos y un espectro UV
diferente al del pico principal como se puede apreciar en la figura
24 (Apéndice C, pp. 103). No se determind a que compuesto
corresponde, sin embargo, es poco probable que pertenezca a un
derivado bromado sin dobles enlaces C-C ya que como se verd
mas adelante dichos compuestos tienen espectros muy similares

entre ellos.

Cabe agregar que se determind pureza de pico en cada
caso, Y en base a los indices de correlacion encontrados (tabla
VIl), se determind que cada uno corresponde a un solo

componente.

TABLA VI

PUREZA DE PICO EN EL CROMATOGRAMA
DEL OLEATO DE METILO BROMADO

MEJOR CORRELACION PEOR CORRELACION
0.999492 0.994062

0.999997 0.999985
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3.1.1.2.2 Linoleato de Metilo Bromado. En el cromatograma
correspondiente a este producto (figura 16, Apéndice A, pp. 77)
observamos dos picos principales; a pesar de que el tiempo de
retencion del segundo es similar al del linoleato de metilo (figura 5,
Apéndice A, pp. 71) podemos afirmar que la bromacién si se llevd
a cabo considerando las diferencias entre los respectivos espectros

UV (figura 25, Apéndice C, pp. 104).

Por otra parte se confirma que la bromacidn es completa al
determinar la pureza del pico de tiempo de retencion de 7.9
minutos. También se analizd la pureza del pico de tiempo de
retencién de 7.5 minutos. En ambos casos se concluye que
corresponden a un solo componente, como lo sefalan los indices

de correlacion reportados en la tabla V.

TABLA VIII

PUREZA DE PICO EN EL CROMATOGRAMA
DEL LINOLENATO DE METILO BROMADO

PICO MEJOR CORRELACION PEQOR CORRELACION
7.5 min 0.999996 0.99%275
7.9 min 0.999983 0.999878

En lo que respecta al niumero de productos obtenidos ya se
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ha sefalado la obtencion de dos componentes principales, los
cuales pueden correponder a dos isomeros del tetrabromo-
estearato de metilo, como se reporta en la literatural'. Sin
embargo no se confirmd la identidad de dichos compuestos por

algln otro método.

Ademas de los dos picos principales indicados, se presentan
en el cromatograma una serie de picos, de muy baja intensidad, a
5.6, 6.0, 6.4 y 10.7 minutos que no parecen corresponder a
derivados bromados sin insaturaciones C-C analizando sus

espectros UV (figura 26, Apéndice C, pp. 105).

3.1.1.2.3 Linolenato de Metilo Bromado. Como ya se habia
mencionado en el capitulo anterior, al bromar el linolenato de
metilo se obtienen dos productos con diferente solubilidad en el
medio de reaccidn (denominados HBEM soluble y HBEM insoluble).

Ambos fueron analizados por separado.

Al comparar los cromatogramas del linoclenato de metilo y
de sus derivados bromados (figuras 6, 17 y 18, Apéndice A, pp.72.78
y 79), se observa una gran similitud entre sus respectivos tiempos de
retencién. Sin embargo, al igual que en los casos anteriores, son las

diferencias entre el espectro UV del material de partida y los
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espectros UV de los derivados (figura 27, Apéndice C, pp. 106) lo
que nos permite afirmar que si se llevo a cabo la reaccidon de

bromacion.

Para verificar que la bromacién fue completa se determiné
pureza de pico del Unico pico del HBEM insoluble y del pico
principal del HBEM soluble; considerando los indices de correlacion
encontrados (tabla IX) se concluye que ambos picos corresponden
a un solo componente y por |lo tanto que la bromacion fue

completa.

TABLA X

PUREZA DE PICO EN LOS CROMATOGRAMAS
DEL HBEM SOLUBLE Y DEL HBEM INSOLUBLE

PICO MEJOR CORRELACION { PEOR CORRELACION

HBEM ins., 6.2 min 0.999993 0.999828

HBEM sol., 6.4 min 0.999966 0.999918

Como puede observarse en el cromatograma del HBEM

insoluble, dicho producto solo consta de un componente. En
cambio, en el caso del HBEM soluble se obtiene un pico principal y
tres de menor intensidad. Tanto el pico principal como |os picos de

tiempos de retencién de 6.2 y 7.0 minutos presentan espectros UV
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muy similares entre ellos (figura 28, Apéndice C, pp. 107) y con
respecto a los de los derivados bromados de los otros ésteres; ello
hace suponer que se frata de ftres productos bromados sin
insaturaciones C-C, al igual que el HBEM insoluble. El pico de
tiempo de retencion de 8.0 minutos presenta un espectro UV

diferente.

En base a lo anterior se tendrian 4 productos principales
derivados de la bromacién del linoclenato de metilo. Lawrence,
Chadha y Conacher't, solo reportan la obtencién de dos isémeros,
de diferente solubilidad, coincidiendo con éste trabajo en que el

isdbmerc mds insoluble eluye primero en el sistema cromatografico.

3.1.1.3 Andlisis del Estandar Interno.

En las figuras 29 y 30 (Apéndice A, pp. 80 y 81) se reportan
los cromatogramas obtenidos, bajo las condiciones del método
isocratico, para el heptadecenoato de metilo y para su derivado
bromado (DBHM) respectivamente. Al comparar los fiempos de
retencion de ambos productos y sus respectivos espectros UV (figu-
ra 31, Apéndice C, pp. 108) se confirma que la bromacién se llevd
a cabo. Por otra parte la ausencia del pico de tiempo de

retencidn de 9.2 minutos en el cromatograma del producto
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bromado indica que la bromacidn fue completa.

En la figura 32 (Apéndice B, pp.100) se reporta el croma-
tograma del DBHM de forma tridimensional y ahi se puede
comprobar que solo se obtiene un pico. Ademds, el andlisis de
pureza de pico del mismo nos indica que se trata de un solo

componente (mejor correlacidn = 0.999948, peor correlacion =

0.998945).

3.1.1.4 Analisis de Mezcla de Analitos.

En la tabla X se resumen los tiempos de retencién y los
factores de capacidad que se obtuvieron, bajo las condiciones del
méetodo isocrdtico, para todos los analitos estudiados. Cabe hacer
la aclaracién que en el caso del TBEM se consideraron |0s dos picos
principales y en el caso del HBEM soluble solo se considero el pico

principal.

Por otfra parte, para el cdlculo del factor de capacidad se
consideré un tiempo muerto (to) de 3.2 minutos; este tiempo
corresponde al obtenido para el solvente de Ila muestra y fue
corroborado mediante la inyeccidn de una solucién de vracil,
siendo este compuesto un trazador recomendado en la literatura

sobre el tema?2s,
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TABLA X

TIEMPOS DE RETENCION Y FACTORES DE CAPACIDAD DE LOS
ANALITOS BAJO ESTUDIO (METODOQO ISOCRATICO)

ANALITO TIEMPO DE FACTOR DE II
RETENCION (min) CAPACIDADt

Oleato de metilo 11.4 2.9
Linoleato de metilo 8.2 1.6
Linolenato de metilo 6.4 1.0

Palmitato de metilo 11.6 2.6 '
Estearato de meiilo 17.2 4.4

DBEM 9.7 2.0 |

TBEM (1° pico) 7.5 1.3 ’
TBEM (2° pico) 7.9 1.5
HBEM sol. 6.4 1.0
HBEM ins. 6.2 0.9
DBHM 8.1 | 3]

t Factor de capacidad = (tr-to ) / to

Del andlisis de la informacion presentada en la tabla X se
puede predecir gue se tendran problemas de resolucion, por una
parte, entre los picos del DBHM, del linoleato de metilo y del TBEM,
y por otra, entre los picos del linolenato de metilo y sus derivados
bromadost . Para corroborar lo anterior se inyectd una mezcla de
todos los analitos, utilizando las condiciones del método isocratico.

El cromatograma resultante se muestra en la figura 33 (Apéndice A,

' También se fraslaparian los picos del oleato y del palmitato de metilo pero, como ya
se habia senalado, dichos analitos no serdn cuantificados y por eso no es necesaria
su completa resolucién.
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pp. 82) confirmdandose las predicciones. Como se observa, si la
muestra a analizar estd por completo bromada no se tendrian
problemas con el uso de este método cromatogrdfico; incluso, si la
muestra contiene restos de compuestos insaturados sin bromar, ain
es posible utilizar el método isocratico siempre y cuando se utilice
como longitud de onda de deteccidén 220 nm y se esté dispuesto a
perder sensibilidad. En efecto, a dicha longitud de onda los
compuestos insaturados disminuyen su absorcidn en mayor grado
que los derivados bromados como puede comprobarse al analizar
la figura 34 (Apendice C, pp. 109); en dicha figura se comparan los
espectros UV de un compuesto insaturado y de un derivado
bromado. Por otra parte en la figura 35 (Apéndice A, pp. 83) se
reporta el cromatograma de la mezcla de analitos a una longitud

de onda de 220 nm.
3.1.2 Andlisis Cromatografico por el Método Gradiente

Para lograr la resolucidn de todos los analitos se utilizd como
eluente una mezcla de agua y acetonitrilo. Después de probar
d_iverscs composiciones de fase movil se llegd a la conclusidn de
que con un 9% de agua se lograban los mejores resultados. Es

decir, se obtenian los picos de linolenato de metilo, HBEM soluble,
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HBEM insoluble y lincleato de metilo completamente resueltos y

parcialmente resueltos los picos del TBEM y del DBHM.

El siguiente paso fue intentar un gradiente para tratar de
mejorar la resolucion de los picos del TBEM y del DBHM, y disminuir
los tiempos de retencion de los diferentes analitos. Los mejores
resultados se obtuvieron con el método descrito en el capitulo 2 y
que fue denominado "meétodo gradiente". Aunque no se logré una
completa resolucion de los picos mencionados, ésta mejord,
pasando de un valor de 0.9 a 1.2 entre el primer pico del TBEM y el
pico del DBHM; el segundo pico del TBEM se obtiene como pico

cola del DBHM en todos los casos.

En las figura 36-45 (Apéndice D, pp. 111-120) se reportan los
cromatogramas obtenidos bajo las condiciones de este método
cromatogrdafico para cada uno de los analitos estudiados y en la
tabla X| se resumen los tiempos de retencién y los factores de
capacidad de todos ellos. El cromatograma obtenido para la
mezcla de analitos bajo estas condiciones cromatograficas se
puede apreciar en la figura 46 (Apéndice D, pp.121). En base a
estos resultados se concluye que si el aceite no estd por completo

bromado es preferible utilizar este método cromatografico.
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En lo que respecta al tiempo de andlisis éste se logré acortar
con el método desarrollado, como puede observarse en la figura
47 |(Apéndice D, pp.122). En dicha figura se comparan los
cromatogramas obtenidos para el DBEM bajo las siguientes
condiciones: elucion isocratica con el eluente acetonitrilo:agua,
?1:9. y elucion bajo las condiciones del método gradiente; se
puede observar que ademds de lograr tiempos de andlisis mds
cortos se logran picos mds angostos lo que repercutird en una

mayor sensibilidad.

TABLA Xi

TIEMPOS DE RETENCION Y FACTORES DE CAPACIDAD DE LOS
ANALITOS BAJO ESTUDIO (METODO GRADIENTE)

ANALITO TIEMPO DE FACTOR DE

RETENCION (min) CAPACIDAD
Oleato de metilo 26.6 7.3
Linoleato de metilo 19.1 5.0
Linolenato de metilo | 2.5 2.9
Palmitato de metilo 26.8 7.4
Estearato de metilo 31.8 8.9
DBEM 24.7 6.7
TBEM (1° pico) 19.5 5.1
TBEM (2° pico) 20.6 5.4
HBEM sol. 15.9 4.0
HBEM ins. 15.0 3.7
DBHM 20.4 5.4
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3.2 Elaboracién de Curvas de Calibracién

Para cuantificar los analitos de interés se utilizd un método
de estandar interno y se trabajé en base a las alturas de pico. En
las figuras 48-51 (Apéndice E, pp. 129-132) se reportan las curvas de
calibracién, promedio de tres réplicas, para cada uno de los
analitos que se cuantificaron, por el método isocratico; por otra
parte, en las figuras 52-55 (Apéndice E, pp. 132-136) se muestran las
curvas correspondientes para el método gradiente. Cabe aclarar
que los dos compuestos de HBEM obtenidos se cuantificaron por
separado y que en el caso del TBEM se sumaron [as alturas de los

dos picos obtenidos.

En cada figura se muestra, ademds, la linea de regresion de
y en x obtenida y el cuadrado del coeficiente de correlacion
resultante. Asi mismo se reporta en cada grafica la ecuacion de la

linea de regresion.

Como puede observarse, los valores de correlacion
obtenidos nos indican que la respuesta de nuestro sistema
cromatogrdfico es lineal en el intervalo de concentraciones
evaluado para cada analito, mismo que se reporta en la tabla Xll.

En dicha tabla también se incluyen los intervalos de concentracion
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esperados para cada analito; esos valores se calcularon
considerando que la concentracion del aceite bromado en el
refresco sea de 15 ppm y tomando en cuenta la composicién

tipica de los aceites de maiz y de soya {tabla |, pp. 6).

TABLA Xl

INTERVALO DE CONCENTRACION EVALUADO
Y ESPERADO PARA CADA ANALITO

ANALITO INTERVALO DE Conc. INTERVALO DE Conc.
EVALUADO (mg/mlL) ESPERADO (mg/mL)
HBEM Soluble 0.016 - 0.12 0.03 - 0.08
HBEM Insoluble 0.018 - 0.12 0.03 - 0.08
TBEM 0.118 - 0.702 04 - 0.7
DBEM 0.0824 - 0.659 @l - 8.5

En las figura 56 (Apéndice A, pp. 84) y en la figura 57

(Apéndice D, pp. 123} se muestran cromatogramas tipicos

obtenidos en cada método cromatogrdéfico.

3.3 Caracterizaciéon por CLAR de AVB

3.3.1 Transesterificacion de Aceites Vegetales y de sus Derivados

Bromados

Al comparar en la figura 58 (Apéndice A, pp. 85) los croma-
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togramas obtenidos para el aceite de soya antes y después de ser
transesterificado confirmamos que la reaccién se llevd a cabo;
efectivamente, observamos |a desaparicion de los picos
correspondientes al aceite y la aparicidn de los picos relacionados

con sus derivados metilicos.

Por otra parte, en lo que concierne a la evaluaciéon del
procedimiento de extraccion se obtuvieron los siguientes
resultados., En Ila tabla Xl se reportan el porcentaje de
recuperacion promedio de cada analito asi como el coeficiente
de variacion en porciento (% C.V.) correspondiente. Observamos
que los porcentajes de recuperacion son buenos aunque podrian
mejorarse y que el coeficiente de variacion se encuentra dentro
del valor esperado tomando en cuenta el nivel de concentracion

gue se estd manejando para los analitos.

TABLA XIl)

RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL PROCEDIMIENTO DE
EXTRACCION POSTERIOR A LA TRANSESTERIFICACION

ANALITO % DE RECUPERACION % C.V.t
DBEM 85.4 3.8
TBEM 86.5 13.5

HBEM Soluble 78 18.6
HBEM Insoluble 82 . 7.4

—_—

t% C.V. = (Desviacion Estandar x 100) / Valor Pro?nedio
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3.3.2 Andlisis de los Aceites Vegetales y de sus Derivados

Bromados

Al analizar los cromatogramas correspondientes a los aceites
vegetales de soya y de maiz transesterificados (figuras 5¢ y 60,
Apéndice A, pp. 86 y 87) se pueden identificar, por sus tiempos de
retencion y sus espectros UV, los componentes esperados: oleato,
linoleato y linolenato de metilo. En realidad no se esperaba
detectar el linolenato de metilo en el caso del aceite de maiz ya
que su porcentgje en el mismo suele ser muy bajo; sin embargo se
puede observar en el cromatograma correspondiente un pico que
coincide tanto en tiempo de retencién como en espectro UV con

el del linolenato de metilo.

En lo que respecta a los componentes saturados, es decir,
palmitato y estearato de metilo, estos no fueron detectados tal vez

debido a su bajo factor de respuesta.

En el cromatograma del aceite de maiz bromado vy
transesterificado (figura 61, Apéndice D, pp. 124) se pueden
identificar los picos correspondientes al TBEM y al DBEM; no se
observan los picos del HBEM debido posiblemente a |la baja

concentracion del linolenato de metilo en el aceite de maiz
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original. Por otfra parte, la ausencia de los picos del oleato y del

linoleato de metilo nos indica que la bromacion fue completa.

En lo que concierne al aceite de soya bromado se pudieron
identificar, en su producto transesterificado, los picos correspon-
dientes al HBEM, TBEM y DBEM (figura 62, Apéndice D, pp. 125); al
igual que en el caso anterior la ausencia de los picos de linolenato,
linoleato y oleato de metilo sefalan que la bromacién fue

completa,

La composicion del aceite de soya fué evaluada y los resultados
obtenidos se reportan en la tabla XIV; se indica el porcentgje
promedio de cada analito asi como el coeficiente de variacion en
porciento comrrespondiente en cada caso. Los valores encontrados
dependen de la composicién del aceite de partida la cudl no fué
determinada; sin embargo, a partir de datos de composicion tipica
reportados en la literatura (tabla I, pp. 6), se pueden estimar de
manera aproximada los valores esperados para los componentes
bromados. Procediendo de esa forma, se observan resultados
dentro del intervalo esperado para el HBEM y un poco mas bajos
para el DBEM y TBEM. En la figura 63 (Apéndice A, pp. 88) se puede

observar un cromatograma tipico de este analisis.
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TABLA XIV

COMPOSICION DEL ACEITE DE SOYA BROMADO

ANALITO % PROMEDIO
HBEM insoluble 3.07
HBEM soluble 5.78
TBEM 38.5
DBEM 12.6 11.28 |

Finalmente, en cudnto al andlisis del aceite bromado
comercial se obtuvieron los siguientes resultados. Como puede
observarse en la figura é4 (Apéndice D, pp. 126) se pudieron
detectar los picos correspondientes a los derivados bromados,
DBEM y TBEM, asi como los picos de los ésteres metilicos sin bromar
correspondientes, es decir, oleato de metilo y linoleato de metilo.
No se pudo detectar la presencia del segundo componente del

TBEM, debido posiblemente a su baja concentracidn.

Por otra parte, se detectan dos picos que no pudieron ser
identificados (tiempos de retencion de 18.2 y 18.7 minutos) y cuyos
espectros UV no comresponden a los clasicos de los componentes
bromados sin insaturaciones C-C. También se incluye en el croma-

tograma el pico del estandar interno, DBHM.
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3.4 Tratamiento de la Muestra

En la tabla XV se reportan los resultados obtenidos para los
dos tipos de muestras preparadas. En dicha tabla se indican tanto
los porcentajes de recuperacion (% de Rec.) promedio obtenidos
para cada uno de los analitos, asi como los correspondientes
coeficientes de variacidn en porciento. Observamos que a mayor
porcentaje de solvente mejora el porcentaje de recuperacion; sin
embargo, aparentemente disminuye la precision como se refleja
en los coeficientes de variacién. Suponemos que la mejora en los
porcentajes de recuperacion se debe a una mejor dispersion del
aceite en el refresco pero no nos explicamos el aumento en la

dispersidon de los resultados obtenidos.

TABLA XV

RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL PROCEDIMIENTO
DE TRATAMIENTO DE MUESTRA

ANALITO MUESTRA 10% SOLVENTE | MUESTRA 15% SOLVENTE

% de Rec. % C.V. % de Rec. % C.V.
HBEM ins. 67.0 8.8 80.5 2.4

HBEM sol. 70.0 1.1 79.2 3.9
TBEM 73.9 6.1 79.6 12.0
DBEM 727 59 £3.5 15.3
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En la figura 65 (Apéndice A, pp. 89) se reporta un
cromatograma tipico obtenido en esta etapa del trabagjo
experimental, dénde se observan los picos correspondientes a los

analitos bromados bajo estudio.

3.5 Andlisis de un Refresco

En la figura 66 [(Apéndice D, pp. 127} se reporta un
cromatograma tipico obtenido al analizar un refresco bajo las con-
diciones del método gradiente. En dicho cromatograma se pueden
identificar los picos correspondientes a los siguientes derivados
bromados: TBEM (el primer pico) y DBEM. Asi mismo, se detectan los
picos de los compuestos sin bromar: oleato, linoleato y linolenato
de metilo. Los dos picos de tiempos de retencion de 18.3 min y 18.8
min son semejantes a los obtenidos en el andlisis del aceite
bromado comercial, tanto en tiempo de retencién como en

espectro UV.

En el refresco se cuantificaron los analitos DBEM y TBEM; los
resultados correspondientes se reportan en |a tabla XVI. Se indica
la concentracion promedic obtenida para cada analito asi como

el correspondiente coeficiente de variacion en porciento.
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TABLA XVI

RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL REFRESCO

|}

e S — = —_—
—_— =

ANALITO CONC. (ppm) % C. V.
DBEM 1.5 12.4
TBEM 3.1 13.0

El coeficiente de variacion obtenido en cada caso se en-
cuentra dentro de los limites esperados considerando las concen-
traciones que se manejan. A partir de los datos encontrados no es
posible calcular el contenido de aceite puesto que para ello se

debe conocer |la composicion del aceite utilizado.

Con el andlisis de este refresco se demuestra la posibilidad
de aplicacién del método desarrollado para el andlisis de muestras

reales.



CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se cumplib el objetivo general de este trabgjo de
investigacion, es decir, se logré desarrollar un método analitico,
vtilizando la técnica de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR), para cuantificar aceites vegetales bromados en
refrescos. Por su parte, en lo que concierne a los objetivos
especificos, se tienen las siguientes conclusiones y recomen-

daciones.

Se demostrd que es posible la caracterizacion de los ésteres
metilicos y de sus derivados bromados utilizando la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucion, reportandose dos
métodos de andlisis para lograrlo. Asi mismo, en base al método
cromatografico desarrollado con los estaGndares se logré la
caracterizacion de los derivados metilicos del aceite vegetal

bromado y sin bromar. Cabe sefialar que al utilizar el denominado

60
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método gradiente se recomienda que la composicion del eluente
sea lo mas exacta posible ya que la resoluciéon de los picos es muy

sensible a pequenos cambios en la composicidon empleada.

En el estudic de los aceites vegetales bromados es
interesante el andilisis de los diversos productos obtenidos en la
reaccion de bromaciéon, segun lo destacan algunos investi-
gadores?, Con relacion a ese punto, la contribucidn de este
trabajo es la siguiente: se determind que de forma principal se
forman los productos correspondientes a la reaccidn de adicién:
DBEM, TBEM y HBEM pero que no puede descartarse la posibilidad
de formacion de productos de deshidrobromacion, ya que, sobre
todo en el cromatograma del HBEM, se detectan una serie de
picos de baja intensidad. Para esclarecer este punto se debe
recurrir @ vna cromatografia preparativa que permita separar los
diversos componentes detectados y asi poder proceder a su

caracterizacién por técnicas espectroscdpicas.

En lo que respecta al estandar interno utilizado cabe sefalar
que fue un acierto la eleccion de un producto bromado en lugar
del sugerido en la literatura sobre el tema. Efectivamente,

normalmente habia sido empleado el pentadecanoato de metilo,
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el cudl no se comportard, frente a una extraccién, de manera tan
similar a los analitos bromados como nuestro estandar bromado.
Aunque, por otra parte, debido precisamente a la similitud del
mismo con los analitos bajo estudio no se logro la completa
resolucidn del mismo. En este estudio no fue posible la evaluacion
de otro compuesto como estandar interno pero es recomendable,
si se desea mejorar la precision del método desarrollado, trabajar
preferentemente con un estandar completamente resuelto; para
ello se sugiere probar preparando el derivado bromado del éster

metilico del acido nonadecenoico o del acido eicosenocico.

Un resultado importante de este trabajo fue el obtenido al
elaborar las curvas de calibracion. Las mismas indican que la
respuesta del sistema cromatografico es lineal en el intervalo de
concentraciones esperadas para los diferentes analitos (tabla XIl,
pp. 52), y todos los coeficiente de correlacion resultantes son

significativos con 99% de confianza (t-test, valor de t=32).

En lo que concierne al fratamiento de muestra este
involucra, en dos de sus etapas, un procedimiento de extraccion.
En ese punto una contribucidon muy relevante de este estudio fue la

aplicaciéon de sistemas de extraccién en fase sélida. €n la literatura
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solo habia sido reportado el uso de los métodos tradicionales de
extraccidén liquido-liquido. Con el método propuesto se simplifica el
trabagjo mismo que ademds se realiza con mayor seguridad al
disminuir el volumen de solvente involucrado. Esta metodologia fue
aplicada para la extraccidn del aceite vegetal bromado
contenido en un refresco y para la recuperacidon de los analitos
después de la transesterificacion del aceite. En ambos casos se
obtienen buenos porcentajes de recuperacion y estos se podrian
mejorar si se utiliza algun eluente de mayor polaridad. Se sugiere

evaluar otros eluentes como podria ser el éter etilico.

En lo que concierne a la caracterizacion de los derivados
metilicos del aceite vegetal, bromado o no, esta se logrd en base

al método cromatografico desarrollado con los estdndares.

Finalmente, cabe destacar que se aplicé el método
propuesto en el andlisis de un refresco comercial con resultados
satisfactorios. De esta forma se demostrd la factibilidad de utilizar la
metodologia desarrollada para el andlisis de un problema real,
lograndose la cuantificacién de los diferentes ésteres bromados
derivados del aceite vegetal bromado contenido en el refresco.

Cabe sefialar que para determinar la concentracién del aceite
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utilizado en un refresco determinado se debe tener una muestra
del mismo para poder evaluar su composicion; sobre todo si el
aceite no esta por completo bromado. Dicho andlisis se llevaria a
cabo con el método desarrollado en este trabgjo. Si no es posible
saber cual aceite fue utilizado en un caso particular, se sugiere
evaluar una gran cantidad de aceites bromados comerciales y
obtener de esa manera una composicidon promedio; con esa
informacién se podria estimar la concentracién del aceite
contenido en el refresco en el caso especificado. Por otra parte,
seria conveniente que la legislacidn indicara las concentraciones
maximas permitidas para cada derivado bromado y no para el
aceite total ya que finalmente son estos los productos sospechosos

de toxicidad y no el resto de componentes del aceite.
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APENDICE A

CROMATOGRAMAS OBTENIDOS UTILIZANDO

EL METODO ISOCRATICO
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Figura 4. Cromatograma del Oleato de Metilo.
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Figura 5. Cromatograma del Linoleato de Metilo.
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Figura é. Cromatograma del Linoleato de Metilo.
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Figura 7. Cromatograma del Palmitato de Metilo.
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<WI=16.0

Figura 8. Cromatograma del Estearato de Metilo.
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Figura 14. Cromatograma del Solvente A.
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Figura 15. Cromatograma del DBEM.
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Figura 16. Cromatograma del TBEM.
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Figura 17. Cromatograma del HBEM Soluble.
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Figura 18. Cromatograma del HBEM Insoluble.
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Figura 29. Cromatograma del Heptadecenoato de Metilo.
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Figura 30. Cromatograma del DBHM.
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Figura 33. Cromatograma de la Mezcla de Analitos (205 nm).1.-
HBEM Insoluble, 2.- Llinolenato de Metilo, 3.- HBEM
Soluble, 4.- TBEM, 5.- Linoleato de Metilo é6.- DBHM, 7.-
DBEM, 8.- Oleato de Metilo, 9.- Palmitato de Metilo, 10.-
Estearato de Metilo.
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Figura 35. Cromatograma de la Mezcla de Analitos (220 nm).
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1.- HBEM Insoluble
2.- HBEM Soluble
3.- TBEM

4.- TBEM

S5.- DBHM

6.- DBEM

Figura 56. Cromatograma de la Solucién No. 3 Utilizada en Ila

Elaboracion de las Curvas de Calibracion (Método
Isocratico).



e

minlnat

- | @ %
- - 2 9
il I N v ~
- 1 @© .
N\ b { oy w N 5 3 o -

o L4 W | i’ o S " -1'! g !

U /1l —_ < W/ |

—'9.155 ! 1 ' | ’ o N’\ [\ 1'

I ‘F/V] | ‘ \‘/ \\A'/}

—8.246

LI S U U O O N U N A AN N U MO Y N I U U A A U DN A O A A R I AN N A O U S U E U U U L N BN U N N R R N B R RN R

Figura 58. Cromatograma del Aceite de Soya: {(a) Sin Trans-
esterificar, (b) Transesterificado.



86

1.- Linolenato de Metilo
2.- Linoleato de Metilo

3.- Oleato de Metilo

<WI=16.0

~
o
o
o
3
3 N

Figura 59. Cromatograma del Aceite de Soya.
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Figura 60. Cromatograma del Aceite de Maiz.



1.- HBEM Insoluble
2.- HBEM Soluble
3.- TBEM

4.- TBEM

5.- DBHM

6.- DBEM

8. 481

&
o
R
3
|

o~
o~
o~
@

|

=
<l

A e
U
——® 10.226

Figura 3. Cromatograma del Aceite de Soya Bromado (Método
Isocratico).
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Figura 65. Cromatograma Tipico Obtenido al Evaluar el Procedi-
mienfto de Tratamiento de Muestra.
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Figura 23. Espectros UV del Oleato de Metilo y del DBEM.
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Figura 26. Espectros UV del TBEM.
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Figura 27. Espectros UV del Linolenato de Metilo y del HBEM.
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Figura 28. Espectros UV del HBEM Soluble.
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Figura 31. Espectros UV del Heptadecenoato de Metilo y del
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Figura 34. Espectros UV del Oleato de Metilo y del DBEM.
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Figura 36. Cromatograma del Oleato de Metilo.
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Figura 37. Cromatograma del Linoleato de Metilo.
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Figura 38. Cromatograma del Linolenato de Metilo.
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Figura 39. Cromatograma del Palmitato de Metilo.
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Figura 40. Cromatograma del Estearato de Metito.

115




140,
%)
- -~
L N
" T
i
=12.321 ;
!
T b
™
-
o)
-
» o~ .
! =il ©
S s (v
D&M
i ol e
= A VAN
____4’,__1T~b"~'—'w~.u
i | |
—3.5a ! '

116

24.714

Figura 41. Cromatograma del DBEM.
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Figura 42. Cromatograma del TBEM.
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Figura 43. Cromatograma del HBEM Soluble.
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Figura 44, Cromatograma del HBEM Insoluble.
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Figura 45. Cromatograma del DBHM.
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Figura 446. Cromatograma de la Mezcla de Analitos. 1.- Linolenato
de Metilo, 2.- HBEM Insoluble, 3.- HBEM Soluble, 4.-
Linoleato de Metilo, 5.- TBEM, 6.- DBHM, 7.- TBEM, 8.-
DBEM, 9.- Oleato de Metilo, 10.- Palmitato de Metilo, 11.-
Estearato de Metilo.
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Figura 47. Cromatograma del DBEM: (a) Sin Gradiente, (b) Con
Gradiente.
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Figura 57. Cromatograma de la Solucién no. 3 Utilizada en la
Elaboracion de las Curvas de Calibracion (Método
Gradiente).
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Figura é61. Cromatograma del Aceite de Maiz Bromado.
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Figura 62. Cromatograma del Aceite de Soya Bromado (Método
Gradiente).
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Figura 64. Cromatograma del Aceite de Haarmann & keimer.
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Figura 66. Cromatograma Tipico Obtenido al Analizar el Refresco
Joya de Toronja.
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Relacion de Alturas
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Figura 50. Curva de Calibracion para el HBEM Insoluble (Método Isocratico).
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