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CUADRO No. 3.8
lmeToso TAGUGH, METODO No. 1 f

CONDICIONES DE LOS EXPERIMENTOS
CAMPEON DE PAPEL Y ECONOMICO

CAMPEON
FACTOR DE PAPEL ECONOMICO

TEMPERATURA DE REACCION (oC) 25 25
TEMPERATURA DE TRATAMIENTO {oC) 30 25
CANTIDAD DE NaHCO3 (g) 10 10
CANTIDAD DE H202 (g) 7.2 48

CUADRO No. 3.9
METODO TAGUCHI, METODO No. 2

CONDICIONES DE LOS EXPERIMENTO
CAMPEON DE PAPEL Y ECONOMICO

CAMPEOQON
DE PAPEL

RELACION EN PESO ACEITE/BROMO 1.4 1.5

TEMPERATURA DE REACCION (oC) 35 25
ETANOL (mL)

PEROXIDO DE HIDROGENO (g)

FACTOR ECONORICO




CAPITULQO tV

ESTUDIO MUTAGENICO DE ACEITES BROMADOS

.- INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La aplicacion en el area de alimentos de los ABS condujo a incluir en este trabajo el estudio de aspectos
toxicolégicos de éstos, por lo que se selecciond [a prueba "Ames" para llevar a cabo tal objetivo. La
metodologia de este ensayo fue descrita por Ames y asociados? .

Han sido publicados una extensa serie de estudios toxicol6gicos de ABs%.3:4.6.6 realizados con
animaies, los resultados no han sido muy cancluyentes y existen dudas acerca del grado de toxicidad
de este producio. Por otra parte, se ha reportado? que Is influencia que pueda tener un producto en un
animal no necesariamente se puede transferir a un ser humano, por esa razon se selecciono la prueba
"Ames", cuyas pases son distintas a los estudios toxicologicos tradicionales. Esta prueba no ha sido
aplicada en ningdn estudio previo de ABs.

Las bacterias constituyen uno de los mejores sistemas para probar nuevos compuestos por su
simplicidad, sensibilidad, economia y por la gran variedad de compuestos en lps que se puede detectar
su mutagenicidad.

Las bacterias son paricularmente Utiles para probar el potencial mutageno de las sustancias quimicas,
debido a que las células crecen rapidamente, las poblaciones de las células tratadas son muy grandes y
los datos positivos indican los valores de concentracion maximos permitidos, ademas el ensayo es
fecnicamente muy simple.

En las pruebas normales con drogas no se pueden exirapolar ios resultados obtenidos de bacterias a
humanos, pero en las pruebas con mutdgenos si es posible debide a su reaccion con el ADN de ambos
organismas. Las susiancias mutagenas son aquellas que alteran el acido desoxiribonucléico (ADN)
tanto de organismos superiores como de microorganismos.

Una gran proporcion de los mutégenos conocidos son carcinbgenos y una alta proporcién de fos
carcindgenos conocidos son mutagenos, aunqué esta correlacién no es absoluta, es muy probable que

una sustancia que causa mutaciones en bacterias pueda ser carcindgena para humanos.

En las ultimas decadas varios sisternas han sido desarrollados. En particular, la metodologia descrita
por Ames y asociados ha recibido un amplio reconocimiento para evaluar sustancias gue se sospecha
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pueden causar dafos genéficos. Esta prueba usa bacterias Salmonella typhimurium mutantes que
requieren histidina y mide la reversién inducida por sustancias quimicas a mutantes que no la
requieren.

Las bacterias crecen en un medio con trazas de histidina y se dividen hasia que esta se consume. En
ausencia de mutigenos siempre ocurren mutaciones espontaneas durante la divisién de estas pocas
células produciendo las llamadas revertantes. Cuando las bacterias se exponen a la accién de
mutagenos hay un aumento de revertantes con respecto a las espontaneas.

Il.- PARTE EXPERIMENTAL

Las pruebas de mutagenicidad de tres muestras de ABs se efectuaron en los laboratorios King &
Harmasch GmBH. Las tres muestras de ABs provienen de los experimentos M1, M2 y M3, El
experimento M1 se llevé a cabo en presencia de solvente (éter etilico). L.os experimentos M2 y M3 se
ilevaron a ¢abo con aceite de algodén y maiz respectivamente, en ambos casos se uséd e] método sin
solvente para prepararlos, los productos se frataron con peréxido de hidrégeno. Para las pruebas, las
muesiras se aplicaron en concentraciones de 50 a 5000 ng/placa, se disolvieron en acetona; la
concentracién del solvenie en 1a muestra M1 fue 50 pliplaca y las muestras M2 y M3 100 pl/placa.

La mutagenicidad de los ABs se estudié con 5 cepas mutantes de la bacteria Salmonella typhimurium
(TA1535, TA1537, TA1538, TA98 y TA100) y se usaron como sustancias de control los siguientes
compuestos: azida sddica (Sigma), 2-pitrofluoreno (Aldrich), Y-aminoacridina (Merck) y 2-
aminoantraceno (Aldrich), estas sustancias son controles positivos para conftrmar las propiedades de
reversion y la especificidad de las especies de bacterias asi como [a eficiencia del sistema
metabolizante. Las muestras fueron estudiadas eon y sin sistema metabolizante el cual fué un

homogenizado de higado de rata.
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lIl.- RESULTADQOS

En las tahlas No. 4.1, 4.2 vy 4.3 se presentan 10s datos del nimera de colonias revertantes producidas
por las muestras de AB de los experimenios M1, M2 y M3 respectivamente. Las tabias muestran el
namero promedio de revertantes, el cual se obtuvo a partir dei conteo de 3 placas individuales en cada
uno de 2 experimentos independientes. El nimere de revertantes espontaneas coincide con el
reportado8,

TABLA No. 4.1

NUMERO DE REVERTANTES PRODUCIDAS POR LA MUESTRA M1

fhee o
5 %ws&""‘a s

by &‘ZEMERG BE REVERTAN‘I‘ES PﬂOMEmGIPLAC&

CONTROL 0 5 6 | 2 7 |6 13| 23 | 33 129 | 168
23'&‘1’%’&'5 0 7 |6 (3 4|3 |8 |16 |23 | 128 | 156
M1 50 7 8 6 4 |8 12 14 | 20 115 | 157
M1 150 7 8 | 4 6 |10 9 | 47 | 28 129 | 160
M1 500 5 8 4 5 |7 [ 15] 18 | 23 111 | 162
M1 1500©@ | 6 9 | 4 5 11 [ 15 [ 24 120 { 175
M1 5000 | 5 8 5 8 7 113 10 |19 113 | 146
NaN 0.5 62| — | —|— |—|]— | —|— | 3857 | —
2-NF 25 —|— ) —|— |420] — j 333 — } — | —
9-AA 50 —j— 18— | ——= -] — | — | =
2-AA 1.0 —|—{ —|— [— |141]| — | 246 | — | 2587
2-AA 20 — 42| — |17 |- =] -] =1 = |-

(a) EN AUSENCIA DE UN SISTEMA METABOLIZANTE, (b) EN PRESENCIA DEL SISTEMA METABOLIZANTE
(¢) LA MUESTRA M1 PRECIPITO
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TABLA No. 4.2

NUMERQ DE REVERTANTES PRODUCIDAS POR LA MUESTRA M2

S&w ¥ ”g,_aw'

mmﬁrz@m awsrmmgs Paﬁm,&‘mozpmeé’
: 55 s 2t

CONTROL 0 6 5 10 | 13 8 19 65 82

SOLVENTE 0 5 |8 | 1110|111 |17)13]21 | 70 |81
CONTROL

M2 50 9 |8 |6 |8 |41 [18) 1022868 |76
M2 150 8 [7 |5 {10119l w1l2]7 o
M2 500© |16 [16 | 7 |11 [ 11|15 | 11 [ 21 | 80 |79
M2 1500 | 17 | 9 | 9 {9 |9 |16] 9 |18 | 102 |89
M2 50006 | 36| 21 | 8 | 14 (25| 12 | 23 [ 20 | 1470] 92
NaN; 1.0 it |— | — |~ |—|— | — | — | 1501 —
2-NF 25 — = | —|— |514]— | 545| — | — | —
G-AA 50 — | — 393| — | — | — e -—— —
2 AA 3.0 — e | —[s2a| — [ — | =] — | — | —
2-AA 1.0 — = | —[— | — {46 — | 877 | — | 665

(a) EN AUSENCIA DE UN SISTEMA METABOLIZANTE, (b} EN PRESENCIA DEL SISTEMA METABOLIZANTE
{c) SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE AL CONTROL (d) CONCENTRACION DE NaN; 0.5 pg/placa
{e) LA MUESTRA M2 PRECIPITO



132

TABLA No. 4.3

NUMERO DE REVERTANTES PRODUCIDAS POR LA MUESTRA M3

RS S s e iwﬂ:;%?* e TR NI Y e Rt

%Wmﬁﬁwﬁﬁ‘mig f ékvméﬂé“ﬁ& ﬂg&énwﬁﬂ?gs Eﬁcwxsmé‘;m.gc A
«*;m; s N ke e o pent , vt dee et 8 Ve 7, ) o v
CONTROL 0 6 10 [ 10 | 12 |10 | 15 | 14 { 19 159 | 164
SOLVENTE 0 4 |7 [ 11]e |7 |18f8 [21 | 167 | 166
CONTROL

M3 50 8 10 (6 |10 |9 |15 ) 156 | 23 170 | 181
M3 150 13 | 9 5 |11 |6 [12] 14|17 204 | 198
M3 500 (&) 16 |19 ] 7 1215 |9 13 (13 216 | 186
M3 1500 | 439! 11 [ 9 12 | 8 |12 21 | 18 298| 185
M3 5000 |122@] 29/ 8 14 | 9 (16 | 279 21 5710 213
NaN5 0.5 181 | — —_ |- —_——_— ] — | — 701 | —-
2-NF 25 —|— | —|— |es1|— |561] — | — | —
9-AA 50 —|— {8s|—|—|—]—f{— | — [—
2-AA 3.0 — |38 — |61l — | = ] | — | —
2-AA 1.0 —t— | —{— | — |o43| — [ 1637 — [1472

{a) EN AUSENCIA DE UN SISTEMA METABOLIZANTE, (b) EN PRESENCIA DEL SISTEMA METABOLIZANTE
(¢} SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTE AL CONTROL (d) CONCENTRACION DE NaN3 1.0 ug/placa
(e) LA MUESTRA M3 PRECIPITO
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IV.- DISCUSION DE RESULTADQS

La muestra M1 produjo un ligero aumento de la frecuencia de la mutacién espontanea en algunas de
las cepas probadas y en algunas dosis usadas, sin embargo, la estimacién de la significancia
estadistica de la diferencia entre el nimero promedio de revertantes en los controles negativos y fas
placas de cada nivel de dosis, usando ta prueba-(2, revelé una diferencia significativa en solo un punto
de un solo experimento.

Para determinar si la diferencia es significativa entre 2 resultados se calculg x?- experimental de
acuerdo a la siguiente formula:

¥2 = {No. R. de la muestra - No. R. del contro)2/No. R. control
Donde: R - revertantes promedio

Posteriormente a esto se compara este valor con el reportado en tablas para 2 con N - 1 grados de
libertad, que en los experimentos llevados a ¢abo es 5, ya que los valores de R son el promedio de 6
valores. Asi, para 5 grados de libertad la y2 es 23.2. Si yZ experimental es mayor que 2 critica
entonces la diferencia entre el nimero de reventantes de las muestras y el control es significativa y por

lo tanto la prueba de mutagenicidad en ese punto es positiva.

La muestra M2 aument6 la frecuencia de la mutacién espontanea en las cepas TA1535 y TA100 en
ausencia del sistema de activacion metabdlico, la prueba-y2 reveld diferencias significativas en algunos
de los puntos de prueba. Los valores de y2 de la muestra M2 (conc.. 5000 mg/placa) para la cepas
TA1535 y TA100 fueron 150.0 y 103.4 respectivamente, los cuales son mayores que la 2 critica, lo que
representa una diferencia significativa. El sistema de activacién metabdlica reduce fuertemente el

efecto mutageno de la muestra M2,

Como se muestra en la tabla No. 4.3 la muestra M3, dependiendo de su concentracién, proveca un
aumento del nimerc de revertantes en las cepas TA1535, TA1537, TA98 y TA100 en presencia y
ausencia del sistema de activacion metabolico. La prueba-y2 revelé un efecto significativo en presencia
y ausencia del sistema metabalizante en la especie TA1535 y en ausencia del sistema metabolizante
en las especies TA1537, TA98 y TA100. Los vaiores de ¢2 de la muestra M3 (canc.. 1500 y 5000
mg/placa) para la cepa TA1535 fueron 228.0, 2242.7 y para la cepa TA100 y 121.5 y 1067.6, para la
cepa TA98 (conc. 5000 mg/placa) el valor de 42 fue 36.1 todos estos valores son mayores que la 2
critica, lo que representa una diferencia significativa. Sin embargo, un efeclo importante en las cepas
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TA1537 y TA98 fue observado Gnicamente en uno de los puntos de prueba y solo en un experimento.
El sistema metabolizante obviamente reduce el efecto mutagenc de la muestra M3,
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V.- CONCLUSIONES

En el intervalo de concentraciones investigado, la muestra proveniente del experimento M1 no mostid
actividad mutagena con o sin un sistema de activacion metabélica. En cambio la muestra M2 bajo las
condiciones experimentales descritas, fue mitagena a la Salmonella typhimurium cepas TA1535 y
TA100 en ausencia del sistema metabolizante. Finaimente, los resultados del estudio Ames de la M3
indican que presenta actividad mutagena con la Salmoneila typhimurium cepa TA1535 en presencia y
ausencia del sistema metabolizante y con la TA100 en ausencia del sistema metabolizante.

El resultado negativo de esta prueba "Ames" en una de las muestras analizadas indica que controlanda
ciertas caracteristicas en el AB, &ste no serd mutégeno. Por otra parte los resultados positivos de las
otras dos muestras revelan que clerlas impurezas o subproductos del AB pudieran ser los que provocan
la actividad mutagena.



CAPITULO V

ESTUDIO DE ESTABILIZACION DE LOS ACEITES BROMADOS

[.- INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

En este capitulo se trataran aspectos relacionados con la estabilidad de algunas de tas propiedades
caracieristicas de los ABs y se describirdan los métodos propuestos para que los ABs tengan una
estabilidad adecuada en todas sus propiedades.

Para productos que tienen aplicacion en el drea de alimentios, es importante tener un control estricto no
solamente de las propiedades iniciales de estos, sino de la estabilidad de dichas propiedades con el
tiempo, por esta razén se efectud un estudio en el cual se analizarcn Jas propiedades caracteristicas de
ios ABs como: color, VP, AGL, indice de yodo y humedad después de diferentes periodos de tiempo.
Para determinar el efecto de diversas condiciones de almacenamiento de los ABs sobre estas
propiedades se aplicé una metodologia similar a la reporiadal en un estudio de estabilidad de ésteres
de acidos grasos metilicos y etilicos. En dicho estudio, almacenando los ésteres grasos en recipientes
de acero (libres de 6xidos), bien sellados (ausencia de aire), a temperaturas menores de 30 °C y
usando pequeinas cantidades de terbutilhidroquinona {TBHQ) se logra una buena estabilidad ante la
oxidacién.

Una de las propiedades determinantes en el AB es el color y como se ha demostrado en otros capitulos
de esta tesis, esta propiedad tiene una variacion muy drastica con el tiempo, hasta antes que se
oscurece. Se investigaron métedos para estabilizar el color dlaro del AB, el mayor tiempo posible; se ha
reportado? que incorporando derivadas grasos conteniendo uno o més grupos oxiranos se logra retardar
el oscurecimiento de los ABs y ademas permite que el sabor, olor y color de los mismos pueda
mejorarse a traves de los procedimientos normales que generalmente involucran calentamiento, sin
provocar alteracién en las propiedades caracteristicas del AB. Los derivados @poxidados que han sido
usados provienen de los siguientes aceites: soya, algodén, linaza, cerdo, cartamo, cacahuate, colza y
sabalo. También se han usado ésteres epoxidados tales como: estearato de metilo y etilo y estearina.

Con base a los buenos resultados obtenidos con el uso del perdxido de hidrdgeno (ver capitulos ll y lII)
se estudi6 el efecto de otros agentes oxidantes como hipoclorito de sodio y calcio para decolorar ABs.
No existen referencias sobre trabajos de decoloracién de ABs donde se mencione el uso de estas
sustancias, se seleccionaron debido a que son agentes oxidantes que pueden ser usados en alimentos
y que ademas son agentes blanqueadores?; otra razén para usarlos es que reaccionan con bromuro de
hidrégeno, que es un subproducto de la reaccidn de bromacién y que se requiere eliminar al final de la
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misma. El inconveniente con el uso de hipoclorito de calcio y sodic es que generan cloruro de calcio y
sodio los cuales hacen necesario fiitrar el AB al final del tratamiento, esa es la ventaja del uso del
peroxido de hidrégeno que no genera sustancias sdlidas. Por lo que se llevé a cabo un estudio
comparativo con el perdxido de hidrdgeno, en cuanto a la accion de decoloracion del AB, para asi
evaluar el paso extra de la filtracién.

H,0, + 2HBr ——P Br, + 2H.0
NaClO + 2HBr — P> Br + NaCl + H;0

Ca(ClO), +4HBr —— P> 2Br + CaCl, +2H,0

Al efectuar pruebas de envejecimiento para provocar el oscurecimiento de muestras de AB usando
radiacibn UV, se observé una variacién notable del color de algunas de las muestras irradiadas.
Investigando en la literatura se enconiré que es un hecho demostrado qgue la combinacién de peréxido
de hidrégeno-luz UV genera radicales hidroxilod, los cuales tienen un potencial de oxidacién alto. Los

radicales hidroxilo son altamente reactivos y por lo mismo poco selectivos.

LUZ uv
H202 "—'—‘b 20Hn~

Los radicales hidroxilo pueden participar en una gran variedad de reacciones, las cuales provocan que
los compuestos organicos se conviertan (mineralizacion) en didxido de carbono, agua, nitratos (si los
compuesios contienen nitrdgeno) y halgenuros (i los compuestos contienen halogencs). Ha sido
demostrado que una gran variedad de compuestos organicos pueden ser mineralizadosS®7, bajo
irradiacién con luz UV de 254 nm y temperaturas alrededor de 25 a 35 9C,

La variacion del color oscuro a amarillo de los ABs se podria explicar entonces, si aquellos compuestos
organicos, que deben encontrarse en baja concentracién y que provocan el color oscuro de los AB, se
mineralizan por la accidn luz UV-perdxido de hidrégeno. Las reacciones de los radicales hidroxilo con
sustancias orgénicas dependen de la concentracién del peréxido de hidrégeno y de la frecuencia e
intensidad de la radiacion UV.

Los objetives de esta etapa de trabajo fueron: (c) determinar Ia influencia de la luz, temperatura y
concentracion de ionol (2,5-diterbutil-4-metilfenol) sobre las propiedades caracteristicas de los ABs, (b)
estudiar el efecto sobre los ABs de la adicidn de diversas sustancias estahilizantes como: hipoclorito de
sodio, hipoclorito de calcio y aceite epoxidado de soya ¥ (€) estudiar 1a accidn de la iiradiacién UV en
ABs.,
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il.- PARTE EXPERIMENTAL

Il. 1. ESTUDIC DE PROPIEDADES DE ABs DURANTE SU ALMACENAMIENTO

Se llevaron a cabo 3 experimentos (1 A, 2 A y 3 A) de preparacién de AB, usando las condiciones del
experimento 92 OF (ver capitulo Ill, tabla No. 3.17). Los factores considerados para esta parte del
estudio fueron: presencia y ausencia de luz, temperatura de almacenamiento 15 y 28 9C y cantidad de
antioxidante (2,8-diterbutil-4-metilfenol). Las propiedades que se evaluaron durante el transcuso del
tiempo fueren: VP, color, Indice de yodo y AGL.

El procedimiento para la preparacién de los ABs se describe a continuacién: En un matraz bola de 3
hocas, acoplado a una unién Claisen, un termémetro, un condensador, un agitader mecénico y un
embudo de adicidn, se le agregan, 400 g de AV de algoddn y 300 mL de efanol, 1a mezcla se enfria a
una temperatura menor de 20 °C y se agita vigorosamente (450 RPM) para formar una dispersién de
AV y etanol, se afiaden lentamente 286 g de bromo a través del embudo de adicién, la temperatura es
mantenida constante a 45 OC, después de adicionar el bromo se continda agitando por espacio de 30
min. La mezcla se transfiere a un embudo de separacién donde se separan las 2 fases, el AB se lava
con 5 porciones de 50 ml de etanol. Al producto se le agrega 8 g de perdxido de hidrogeno al 30 % (1.5
% en peso base AV) y se agita durante 30 minutos. Finalmente, se somete la mezcla a calentamiento
(50 9C) con vacio (10 mbars) hasta eliminar la turbidez del producto.

Cada producto obtenido a partir de los experimentos 1 A y 2 A se separé en 3 partes y el del
experimento 3 A en & partes iguales. A Jas 3 muestras provenientes de los experimentos 1Ay 2 A se
les agregd 0.005, 0.01 y 0.02 % de ionol (4-metil-2,6-diterbuiil fenol) respectivamente, a dichas
muestras se les identificé como; 1 A-0.005,1A-0.01,1A-002, 2A-0.005 2A-0.01 y 2A-0.02, a
dos muestras del experimento 3 A se les agrego 0.005 % de ionol, a otras dos muestras 0.01% y a las
dltimas dos, 0.02 %; dichas muestras se identificaron como: 3 A - 0.005(20), 3 A - 0.01(20), 3 A -
0.02¢20), 3 A - 0.005(28), 3 A - 0.01(28) y 3 A - 0.02(28) respectivamente. El valor de 20 y 28 indican
las temperaturas a las que se almacenaron las muestras.

Las doce muestras preparadas fueron analizadas inicialmente y después de 5, 15, 30, 45 y 60 dias,
almacenandose bajo diferentes condiciones de temperatura (20 y 28 °C) y luz (envases claros y en
contacto con la luz y envases oscures, cubiertas con papel aluminio, almacenados en un lugar oscuro).
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Il. 2. USO DE SUSTANCIAS DECOLORANTES

I. 2. 1. TRATAMIENTO DE ABs CON HIPOCLORITO DE SODIO E HIPOCLORITO DE CALCIO

Se eligieron muestras provenientes de los experimentos 22 PA y 49 PA. para efectuar tratamientos con

hipociorito de sodic y calcio.

Los procedimientos seguidos en (05 experimentos 22 PA y 49 PA estan descritos en el capitula Il de
esta tesis, en ambos se usé aceite de algodon. El experimento 22 PA se levd a cabo en presencia de
metanol y el experimento 49 PA, en ausencia de solvenie.

Tratamiento con hipociorito de sodio al 20% {experimento 49 PA).- EIl hipocloritc de sodio se
encuenira comercialmente en solucién acuosa al 20 %. El procedimiento del tratamiento es el siguiente:
A 63.87 g de AB se le afadieron lentamente y con agitacién 1.61 g (cantidad necesaria para que la
muestra adquiriera un color amarilio) de solucién de hipoclorito de sodio al 20 %. El color del AB fue
cambiando desde el color original, &mbar muy oscuro hasta adquirir un color amarillo, el aspecto del AB

fue muy turbio y con olor a cloro.

Luego de filtrar y aplicar 4 horas de vacio y asereacién a 40 °C el AB quedé transparente con un color

amarillo y ligero olor a cloro.

Tratamiento con hipoclarito de calcio {(experimento 49 PA).- A 63.87 g de AB se le agregd 1 gde
hipoclorito de calcio, se agité con una varilla de agitacién durante 10 minutos, debido a que no hubo
decoloracion alguna se agregaron 5 mL de agua y se agité 10 minutos, con esto se obtuvo un AB de
color crema amarillento, lechoso con olor intenso a cloro. Luege de filtrar y aplicar 4 horas de vacio y

gereacion a 40 °C el AB quedd con un color amarillo claro y olor a cloro.

El resultado de la evaluacion organcléptica de ambas muestras fue que tenian olor diferente al
estdndar, con una nota muy grasosa, aspera, picosa y olor a cloro, siendo més intenso el olor a cloro en
la muestra tratada con hipoclorito de calcio.

Tratamiento con hipoclorito de sodio {experimento 22 PA).- A 67.94 g de AB se le afladieron 1.24
de hipoclorito de sodio al 20 %, se agitd y se presenté un cambio de color de! AB de ambar rojizo a
amarillo. Después de filtrar para separar el cloruro de sodio formado y apiicar 3 horas de vacio a 50 °C,

el aspecto del AB fue transparente de color amarillo y con ligero olor a cloro.
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Tratamiente con hipoclorito de calcio {experimento 22 PA).- A 74.36 g de AB se le agregaron
4.23 g de hipoclorito de calcio al 20%; se agité durante 20 minutes v @l AB cambié de un color 4mbar
rojizo a amarille claro.

La evaluaciéon organoiéptica de las muestras del experimento 22 PA, al igual que las muestras de AB
del experimento 49 PA, fue no conforme a las especificaciones.

Tratamientos de ABS recientemente preparados.- Tomando en cuenta las condiciones y resultados
preliminares anteriormente descritos, en muestras tratadas con hipoclorito, se diseiiaron los
experimentos de preparacion de AB 1 PD y 2 PD usando condiciones de reaccion similares al
experimento 13 OP (ver capitulo })I), estas se presentan en la tabla No. 5.1. Los productos de estos
experimentos fueron anaiizados en forma completa.

TABLA No. 6.1
CONDICIONES DE REACCION DE LOS EXPERIMENTOS 1 PD Y 2 PD

b

g B i)
%m}"f ?3%2'““3}%@ 3’?“ *‘?gﬁ
gg'lé g

Linsidis shic i
RELACION EN PESO AV/BROMO

TEMPERATURA DE REACCION (°C)

TIEMPO DE ADICION DE BROMO (h)

CANTIDAD DE HIPOCLORITO AL 20 % (g)
TEMPERATURA DE TRATAMIENTO (°C})

TIEMPO DE TRATAMIENTO CON HIPOCLORITO (h)

li. 2. 2. TRATAMIENTO DE ABs CON ACEITE EPOXIDADO DE SOYA

Se preparafon 19 muesiras de diferentes ABs, se identificaron como 1 AE a 19 AE, a estas muestras se
les agregd aceite epoxidado de soya (Witico 5.A.) en tres diferentes concentraciones: 0.5 %, 10 % vy
5 % a las muestras se les determiné su color en el momento de agregares el aceite epoxidado y

después de diferentes periodos de tiempo.
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ll. 3. ESTUDIO DEL EFECTO SOBRE EL VP DE ABs AL APLICAR CALENTAMIENTO Y VACIO,

Con el fin de determinar !a variacién del VP al someter a calentamiento con vacio una muestra de AB,
se llevé a cabo el experimento 1 VP bajo las siguientes condiciones de reaccitn: refacion en peso
AV/bromo, 1.66; temperatura de reaccion, 30 °C; tiempo de adicion de bromo, 2 h; tiempo de agitacién
después de adicidn de bromo, 5 min; cantidad de peréxido de hidrégeno afiadida, 5.4 g (1.8 % base
cantidad de AVY); temperatura de vacio, 50 °C, presién, 1 mbar.

1. 4. IRRADIACION DE ACEITES BROMADOS CON LUZ ULTRAVIOLETA

Se sometieron a irradiacion ultravioleta algunas muestras de AB de color amarillo para determinar el
tiempo en gue se tornaban oscuras. La irradiacidon con luz UV se efectud en un equipo utilizado para
revelar placas cromatograficas el cual contenia una lampara que emitia luz UV (200 - 400 nm}, no se
determiné la intensidad de !a luz emitida por la lampara a ninguna longitud de onda.

Para la realizacién de las pruebas con luz UV, se llevaron a cabo 4 experimentos (11, 21,31y 4 1) de
preparacién de ABs, los commespondientes productes se analizaron y muestras de estos, fueron
sometidas a imadiacién con luz UVY. También se efectuaron estudios de jrradiacién con luz UV sobre
muestras, preparadas en otras etapas de trabajo y provenientes de lotes de produccién.
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lil.- RESULTADOS Y DISCUSION

lil. 1. ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE L.OS ABs DURANTE SU ALMACENAMIENTO

Los resultados de este estudio se presentan en las tablas No. 5.2 a 5.13. La muestra control no

contiene ionol

TABLA No. 5.2
RESULTADROS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 1 A - 0.02 ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 28 °C EN PRESENCIA DE LUZ

T
PARAMETRO _|CONTROL | 5 DIAS |15 DIAS| 30 DIAS |45 DIAS 60 DIAS
VP 233 222 | 185 | 165 | 148 | 10
INDICE DE YODO | 176 161 | 127 | 144 | 115 | 147
AGL (%) | 024 | 015 r_0.13 r_0.12 012 | 0.14
COLOR 74.1 731 | 726 | 644 | 623 | 528 |
t1 | 731 728 | 644  52.8_ |
HUMEDAD (%) | 004 | 005 | 005 | 005 | 0.06 | 005

El color del producto del experimento 1A (sin ionol) a los 80 dias fue 55.3

TABLA No. 5.3
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 1 A - 0.01 ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 28 °C EN PRESENCIA DE LUZ

PARAMETRO (CONTROL |5 DIAS |15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS 60 DIAS
VP L 23.3 215 | 185 | 165 | 152 | 109
INDICE DE YODO | _1.76 168 | 1.19 | 1.11 114 | 1.16

GL (%) 0.24 045 | 013 | 012 | 047 | 0.6
COLOR 74.1 732 , 733 | 658 | 611 | 586
EMEDAD (%) | 0.04 006 | 005 | 004 ! 0.05 | 0.04
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TABLA No. 54
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 1 A - 0.005 ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 28 °C EN FRESENCIA DE LUZ

T -
PARAMETRO |CONTROL | § DIAS |15 DIAS -30 DIAS |45 DIAS| 60 DIAS

VP 233 20.8 18.5 18.1 16.3 12.4

1

!INDICE DE YODO 1.76 ( 1.8 1.23 1.08 1.08 1.09

AGL (%) 0.24 0.2 0.14 012 0.23 D.15

COLOR 74.1 73.5 871 64.8 63.5 83

HUMEDAD (%) 0.04 0.08 0.05 006 | 0.05 0.05
TABLA No. 5.5

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 2 A - 0.02 ALMACENADA A LUNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 20 °C EN PRESENCIA DE LUZ

PARAMETROTCONTROL 5 DIAS |15 DIAS|30 DIAS |45 DIAS| 60 DIAS
VP 20 187 | 145 | 7.26 7.1 5.33
INDIGE DE YODO | 2.29 221 | 234 | 123 | 1.2 1.89
AGL (%) 0.16 011 | 014 | 009 | 0.23 0.17
COLOR 71.1 69.8 | 673 | 854 | 591 47.9
HUMEDAD (%) 0.04 004 | 004 | 004 | 0.05 0.05

El color del producto del experimento 2 A (sin ionol) a los 60 dias fue 48.1
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TABLA No. 5.6
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 2 A - 0.01 ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 20 °C EN PRESENCIA DE LUZ

—
PARAMETRO |CONTROL| 5 DIAS T‘! 5 D!A$[30 DIAS |45 DIAS| 80 DIAS
VP 20 17.8 | 15.3 8.3 7.9 7.7
INDICE DE YODO 2.29 2.1 2.1 1.3 1.3 272
AGL (%) 0.16 0.12 0.15 0.09 0.1 Q.18
COLOR [ 7 — 70.8 66.8 66 57.3 53.7
HUMEDAD (%) 0.04 0.05 | 0.04 0.04 0.05 0.04

TABLA No. 5.7
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 2 A - 0.005 ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 20 °C EN PRESENCIA DE LUZ

PARAMETRO |CONTROL |5 DIAS |15 DIAS|30 DIAS |45 DIAS| 60 DIAS

VP 20 17.1 15.3 13.3 12 9.5

INDICE DE YODO 2.29 2.87 2.1 1.27 1.25 2.76

AGL (%) 0146 | 012 | 005 | 009 | 0.1 02
COLOR 71.1 693 | 67.9 | 628 | 56.8 | 535

HUMEDAD (%) 0.04 003 | 0.03 | 0.04 | 0.04 0.04




145

TABLA No. §.8
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 3 A - 0.02(28} ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 28 oC EN AUSENGIA DE LUZ

T T
PARAMETRO |CONTROL) 5 DIAS |15 DIAS|30 DIAS |45 DIAS| 60 DIAS

VP 10.1 10 9.2 8 5 3.3
INDICEDEYODO | 34 | 208 | 229 | 233 1.92 1.74
AGL (%) 0.09 014 | 048 0.21 0.27 0.23
COLOR 60.2 349 | 132 1.61 -27.1 273
HUMEDAD (%) 0.05 0.03 | 0.04 0.04 0.05 0.05 |

El color del producto del experimento 3 A (sin ionol) a los 60 dias fue - 26.2

TABLA No.§9
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 3 A - 0.01(28) ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 28 °C EN AUSENCIA DE LUZ

PARAMETRO |CONTROL! 5 DIAS |15 DIAS|30 DIAS |45 DIAS| 60 DIAS
VP 10.1 9 7.8 5.5 5 3.6
INDICGE DE YODO 3.1 26 | 219 | 1.81 1.94 1.8
AGL (%) 0.09 014 | 015 | 019 | 0.22 0.21
OLOR 60.2 346 | 1914 | 5.1 234 | -245

HUMEDAD (%) 0.05 003 | 003 | 005 | 005 | 0.05
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TABLA No. 5.10
RESULTADCOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 3 A - 0.005(28) ALMACENADA A UNA

TEMPERATURA ALREDEDOR DE 28 °C EN AUSENCIA DE LUZ

PARAMETRO |CONTRQL )5 DIAS |15 DIAS|30 DIAS |45 DIAS| 60 DIAS
P 10.1 9.7 8.1 6.5 5 2.7
NDICE DE YODO 31 2.84 2.2 1.81 1.92 1.77
moceoevono | a1 | 204 | 22 | am |12 | a7 |
GL (%) 0.09 0.14 0.14 0.19 0.22 0.21
COLOR | 60.2 32.9 22.5 1.51 -17.8 -22.9
HUMEDAD (%) 0.05 0.04 0.05 0.05 0.04 0.03
TABLA No. 5.11

RESULTADOS OBTENIDCS DE LA MUESTRA 3 A - 0.02(20) ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 20 °C EN AUSENCIA DE LUZ

PARAMETRO |CONTROL |5 DIAS |16 DIAS|30 DIAS |46 DIAS| 60 DIAS

VP 10.1 9.3 8.6 8 7 3.8
INDICE DE YODO 3.1 223 | 272 | 223 | 088 1.77
AGL (%) 0.09 01 | 015 | 0.8 | 0.18 0.22

OLOR | 602 521 | 419 | 188 7.1 -11.2

HUMEDAD (%) 0.05 0.03 0.03 0.05 0.05 0.05
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TABLA No. 5.12
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 3 A - 0.01(20) ALMACENADA A UNA TEMPERATURA

ALREDEDOR DE 20 °C EN AUSENCIA DE LUZ

PARAMETRO [CONTROL |5 DIAS [15 DIAS|30 DIAS |45 DIAS| 60 DIAS
VP 10.1 10 8.8 8 7 4.6
INDICE DE YODO 3.1 211 | 24 244 | 085 1.68
AGL (%) 009 | 011 | 014 | 016 | 048 0.2
COLOR 60.2 54 | 36.6 9.9 4.5 138
HUMEDAD (%) 0.05 004 | 004 | 003 | 0.04 0.04

TABLA No. .13
RESULTADOQS OBTENIDOS DE LA MUESTRA 3 A - 0.005(20) ALMACENADA A UNA

TEMPERATURA ALREDEDOR DE 20 °C EN AUSENCIA DE LUZ

PARAMETRO (CONTROL | 5 DIAS |15 DIAS |30 DIAS |45 DIAS| 60 DIAS
VP 10.1 10.3 7.6 10 8 4.6
INDICE DE YODO 3.1 2.1 2.32 2.31 1.42 1.71
AGL (%) 0.09 0.12 0.13 0.14 0.14 0.23
ICOLOR 60.2 54.5 234.5 11.2 -18.5 -17.7
HUMEDAD (%} 0.05 0.0% 004 | 004 0.05 0.31

Es claro, a partir de los datos presentados en las tablas No. 5.2 a §.13, que los pardmetros que
presentan mayor variacién con el tiempo son el VP y el color. En todos los casos el valor peréxido de
los ABs disminuye con el transcurso del tiempo. El color de los ABs tiene tendencia a oscurecerse con

el tiempo, pero en el caso de que sl valor inicial de VP sea alto, como en el caso de las muestras
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provenientes de los experimenios 1 A ¥ 2 A, la velocidad de oscurecimiento es menor. En todos los
casos donde se usaren muestras 1 A 6 2 A, después de 3 meses el color los ABs perrnanecié amarillo.

Es evidente que la relacién entre el valor peroxido y el color del AB es directamente proporcional, es
decir, 2 mayor VP mayor vator numerico del color y en consecuencia mas claro es el producto. Esio
indica que obteniendo ABS con VP altos (alrededor de 20), lo cual se logra usando mayor concentracion
de peréxido de hidrogeno en el tratamiento de los mismos, el color del AB se mantendria amarillo por
mas tiempo, suficiente para que el producto fuese usado por los consumidores. Si el VP es mas alto de
20 el producto se debe envasar en recipientes adecuados, ya que se genera oxigeno® por la
descomposicién del peroxido y eso si el envase no posee un sistema de selilado 0 no es del materiai
adecuado causaria problemas. :

La disminucion del VP es consecuencia de la disminucidn de concentracién del perdxido de hidréogeno
usado en la etapa de tratamiento el AB, existiendo ires posibilidades para esto: (a) descomposicion del
peréxido de hidrégeno en agua y oxigenoc (lo cual requiere calor y esto no se suministrd), (b) reaccidn
del peréxido de hidrégeno con el bromuro de hidrégeno desprendide durante el almacenamiento del
AB, para formar agua y bromo y {c) reaccién del peréxido de hidrégeno con el bromo residual que
queda sin reaccionar o eventualmente que se desprende del AB, para formar oxigeno y bromuro de
hidrbgeno. LLa segunda opcién parece ser la mas viable, con base a los resultados del estudio de
desprendimiento de bromuro de hidrégeno, mencionado anteriormente y que también fue descrito en el
capitulo Il de esia tesis. Si el bromo estuviera generandose a partir de ia reaccion de bromuro de
hidrégeno y peréxido y este se adicionaria a fos dobles enlaces que qQuedaron presentes en el AB, esto
explicaria 1a ligera disminucién del ndmero de yodo que se observa en la mayoria de las muestras
analizadas.

Mo se encontraron ventajas usando el antioxidante ionol en cuanto a retardar el oscurecimiento del AB.

La explicacion del ligero aumentc observade en los valores de porcentaje de 4cidos grasos puede ser
debida a ta acumulacién de bromuro de hidrogeno en el AB. El método que se aplica para esta
determinacion es una valoracién con hidroxide de sodio de la muestra disuelta en etanol caliente que
cuantificaria tanto los AGL como el bromuro de hidrégeno. Se han efecluado determinaciones del
contenido de bromuro en ABs, mediante el método argentométrico expuesto en el capituto |, y siempre
se ha detectado bromuro, en cantidades que oscilan entre 0.04 y 0.001 %.

El uso de bajas temperaturas, aungue no en forma muy significativa, solo presenté ventaja durante el
almacenamiento en ausencia de luz; para detectar ia influencia en presencia de luz; debido a que se
partid de muestras con alto VP inicial, era necesario dejar pasar mas tiempo para evaluar este efecto.



149

Desafortunadamente, no fue posible deducir informacidon valida del efecto de la luz durante el
almacenamiento, ya que se partié de muestras de ABs con muy diferentes VP inicial. Las muestras
almacenadas en presencia de luz (derivadas de los experimentos 1 A y 2 A) preseniaban valores de VP
jnicial de 23.3 y 200 respectivamente, en cambio las muestras almacenadas (derivadas del
experimento 3 A) en ausencia de luz presentaban un VP de 10.1.

Se observd en la mayoria de las muesiras almacenadas una ligera disminucién del {ndice de yodo. La
humedad en I3 mayoria de las musstras presenté una variacién muy irregular. La disminucién de
humedad se podria explicar si ésta reaccionard con aiguna especie del madia, como los ésieres los
cuales se hidrolizarian mediante catalisis acida {(por el acido bromhidrico presente en las muestras)
para generar mayor contenido de AGL, lo cual también fue abservado.

iil. 2. ANALISIS DE LA VARIACION DE LAS PROPIEDADES CARACTERISTICAS DE LOS ABs
CONTRA EL TIEMPO.

Al transcurrir mas de un afio de haber preparado bajo diferentes condiciones de reaccidn, alrededor de
200 tipos de ABs, se seleccionaron aquellos que todavia conservaban un buen aspecto en cuanto al
color y se les determiné de nuevo esta propiedad junto con el indice de yodo y el VP. En la tabla No.
5.14 se presentan los resultados obtenidos. Las muestras analizadas se colocaron en la primer columna
de la tabla No. 5.14 de acuerdo a su color final, 0 sea, la muestra 39 PA es la que present6 el valor de
color mds elevado y la 19 PA el méas bajo.

Los experimentos identificados como PA {ver capitulo Il) se llevaron a cabo sin tratamiento con
perdxide de hidrégeno, por 1o tanio, no se les determind se VP inicial, por esa razén en la tabla No. 5.3
no aparecen esos datos.

Se conservd una muestra del experimento 46 PA y 7 meses después de las determinaciones mostradas
en la tabla No. 5.14 el color de la muesira fue (565 dias después de haber side preparado) 28.5 y su
VP 0.3,

Como ya se ha descrito anteriormente el valor numérico del parAmetro color es convencional y significa
que cuande el valor es alrededor de 70, el AB comrespondiente tiene un color amarillo; conforme
disminuye este valor, el AB va adquiriendo una tenalidad m4s oscura, cuando el valor es alrededor de
10 el color del AB es rojizo.

Las caracteristicas en comun de las reacciones que produjeron los productos mostrades en la tabla No.
5,14 son las siguientes: (a) todas se efectuaron en presencia de solvente y a baja temperaiura (inferior
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a 25 9C), excepto en el caso de las reacciones 71 OP, 19 PA y 20 PA que se llevaron a ¢abo a 35 °C,
40 °C y 41 OC respectivamente; {b) la mayoria se levaron a cabo en presencia de alcohol (metanol o
etanol), excepto las reacciones de los experimentos 28 PA y 40 PA que se realizaron en presencia de
éter etilico y (c) todos los productos presentan bajas densidades en comparacion a las que se
obtendrian si se hubiera usado mas bromo en la preparacién dei AB.

TABLA No. 5.14

VARIACION DE ALGUNAS PROPIEDADES DE ABs CON EL TIEMPO

{(VARIOS EXPERIMENTCS)

N W Wl = =10 &

Se observé en la mayoria de las muestras almacenadas un ligero aumento del indice de yodo. Esto se
contrapone a lo observado en los datos presentados en las tablas No. 5.2 y 5.13 en donds la tendencia
del indice de yodo con el fiempo es a disminuir. Lo mas probable es que dependiendo del periode de
tlempo que se evalla este parametro, sea el comportamiento del mismo. Al principio, la disminucién es
debida a que los compuestos insaturados siguen reaccionando, por adicion con el bromo 0 bromuro de
hidrogeno generades en el medio, pero después de pericdos largos de tiempo, las reacciones de
eliminacién pasan a ser las predominantes, con lo cual el namero de insaturaciones se incrementa y por

lo tanto el correspondiente indice de yodo.

Ni. 3. ESTUDIO DEL EFECTO SOBRE EL VP DE ABs AL APLICAR CALENTAMIENTC Y VACIO.

En la tabla No. 5.15 se presenian los resultados del experimento 1 VP. La densidad del AB obtenido
fue 1.3321 y el indice de yodo 7.67. La muestra No. 2 permanecid con la misma coloracién a los 20
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dias, el VP bajo a 18.7. EI VP disminuyé casl lo misme en 1 h calentando a 50 °C que a temperatura
ambiente en 20 dias.

TABLA No. 5.15
VARIACION DE VP, COLOR, HUMEDAD Y ASPECTO DE AB
POR EL CALENTAMIENTO CON VACIO (EXPERIMENTO 1 VP)

FMTA. TIEMPG (H) | VP | COLOR | AGUA (%) ASPECTO
No. | DE CALENTAMIENTO
Y VACIO
1 1 __|8_01_ 70.2 0.1 lamaRILLO CLARO TURBIO
2 1.5 32.7 | 87.3 0.05 _|amARILLO CLARO TRANSPARENTE
3 28 |16 | 627 0.02  |imariLio TRANSPARENTE
4 | 3.5 13.3 ) 3.8 | 0.008 BAR MUY CLARO TRANSPARENTE

Los resultados presentados en la tabla No, 5.15 muestran que valores altos de VP en una muestra de
AB pueden disminuir faciimente, mediante calentamiento {(en el capitulo VIl se mostrara que el vacio
no contribuye a la disminucién del VP ni a mantener el color del misme). En este experimenta se
confirma que valores de porcentaje de humedad mayores de (.5 confieren al AB turbidez.

ll. 4. USO DE SUSTANCIAS DECOLORANTES

. 4. 1. TRATAMIENTO DE ABs CON HIPOCLORITO DE SODIO E HIPOCLORITO DE CALCIO

Los resultados de los resultados 1 PD y 2 PD se presentan en la tabla No. 5.16,

l.os resultados obtenidos de los analisis efectuados en los ABs tratados con hipoctorito de caicio y sodio
fueron similares a fos del AB proveniente del experimento 13 OF como se muesira en la tabla No.
5.16. El valor arbitrario del color de los tres ABs tratados corresponde a un color &mbar claro en los 3
casos, Cabe mencionar que en el experimento 2 PD la filtracién de! producto fué muy lenta
requiriéndose 8 h para fiitrar a 45 °C 50 mL de AB. La desventaja de usar estas dos sustancias con
respecto al perdxido de hidrégeno, es la necesidad de la filtracién para eliminar el ¢loruro de sodio o de
calcio que se generan por la accién del hipoclorito con el bromure de hidrégeno.
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TABLA No. §.16

RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE LOS EXPERIMENTOS 1 PD Y 2 PD

DENSIDAD (25/25) 1.337 1.332 1.330
| vaLor pEROXIDO 9 B 4
HUMEDAD (%) 0.05 0.004 0.04
Fcoum (L*-a*-b*) 33.1 20.4 405
TURBIDEZ PRUBA PRUEEA PAUEBA
FEVALUACION ORGANOLEPTICA 6 & 4
ACIDOS GRASOS LIBRES {%) 0.12 0.07 0.08

lll. 4. 2. TRATAMIENTO DE ABs CON ACEITE EPOXIDADO DE SOYA

Los resultados de color de varias muestras preparadas de AB, al adicionarles diferentes
concentraciones de aceite epoxidado de soya se muestra en la tabla No. 5.17. E! color fue medido en

diferentes periodos de tiempo.

Las muesiras 4 AE y § AE pravienen del mismo experimento, solo que a la segunda se le agregé
peréxido de hidrégenc (0.8 % base peso de AV), ia muestra 4 AE no contiene peréxido, esa misma
diferencia existe con las muestras 11 AE y 12 AE, a la primera no se le agregd perdxido de hidrégeno y
ala 12 AE si se le agreg6. Los resultados mostrados en la tabla Neo. 5.47 indican que la diferencia de
color no es muy significativa, sin embargo, el color del AB es ligeramente mejor en el caso de muestras
tratadas con ambas sustancias, aceite epoxidado y perfxido de hidrégeno, que cuando se estabilizan

solamente con aceite epoxidado.

Otra observacidn de los datos presentados en la tabla No. 547 es que algunas muesiras
completamente oscuras después que son tratadas con aceite epoxidado presentan una recuperacién
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del color claro significativa, como es el case de las muestras 2 AE y 16 AE; sin embargo otras muestras

ya oscuras no se aclaran, comao es el caso de [a muestra 1 AE.

TABLA No. §.17
VARIACION DE COLOR DE VARIAS MUESTRAS ESTABILIZADAS CON DIFERENTES
CANTIDADES DE ACEITE EPOXIDADO DE SOYA

MTA.ﬁﬂmEIER_ TIEMPO |COLOR| TIEMPO |COLOR| TEMPO |cCOLOR
No. |EPOXIDADO |INICIAL| TRANSCURRIDO TRANSCURRIDO TRANSCURRIDO
{MESES) (MESES) (MESES)

1 AE 0.5 -13.3 1 -4 2 | -0.1 3 -8.7

2 AE 0.5 -19.8 1 0 2 1.2 5 20

4 AE 0.5 29.2 1 39 2 17.2 4 -1

5 AE 0.5 43.2 1 46.9 2 20.1 4 -1.2

7 AE 0.5 12.2 3 35.2 4 353 5 5?’1
3 AE 0.5 36.8 1 423 2 38.3 3 15.3

9 AE 0.5 53.5 2 41 3 3 4 -10.8
10 AE 1 39.3 1 45 2 50.5 3 48.6
11AE 1 50.2 1 525 | 2 49.4 5 13
12AE| 1 34.4 1 39 2 47.8 5 28
13 AE 1 35.6 1 377 3 44.3 8 7 |
14 AE 1 48.5 1 | 49.5 2 46,7 4 44.2
18 AE’_ 1 12.2 4 35.3 9 42 12 18.6
16 AE 1 -22.9 K] -10 4 5.7 5 10.4
17AE| 5 |48.2 5 58 7 57 12 55
18AE| 5 49 1 42.7 4 48.2 8 57.3
19 AE 5 48.5 47.8 47.8 8 57.7 12 50.2

La figura No. 5.1 muestra e| tiempo que se mantiene el color amarillo del AB dependiendo de la

concentracion del aceite epoxidado de soya que contiene (vaiores menores de 10 indican el inicio del

oscurecimiento del AB). El uso de una concentracion del 5 % mantiene el color amarillo del AB durante

més de 1 afto, una concentracion del 1 % mantiene el color amarillo alrededor de 4 meses y finalmente

usando una concenfracidon de 0.5 % el color amarillo permanece alrededor de 3 meses. Las muestras

que se analizaron contenfan ademas 0.4% de per6xide de hidrégeno al 50 %.
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VARIACION DE COLOR DE VARIAS MUESTRAS CON DIFERENTES CANTIDADES DE ACEITE
EPOXIDADC DE SOYA

FIGURA No. 5.1

En la tabla No. 5.18 se muestran los resultados de los analisis caracteristicos que se efectdan a los
ABs, todos fueron conformes & las especificaciones y muy similares entre si, lo cual demuestra que el
aceite epoxidado de soya, al estabilizar los ABs en cuanto al color, no afecta las otras propiedades
caracteristicas de los ABs.

La razén de 1a estabilizacion de color al usar el aceite epoxidado de soya es que este reacciona con el
hromure de hidrégeno que se genera durante e almacenamiento de los ABs y generando la
bromchidrina correspondiente, una explicacién mads amplia del mecanismo de accidon de aceite
epaxidado de soya se encuentra en el capitulo VII. A continuacién se presenta la reaccion involucrada:
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I | l l
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TABLA No. 5.18
RESULTADOS DEL ANALISIS DE ABs CONTENIENDO DIFERENTES

CANTIDADES DE ACEITE EPOXIDADO DE SOYA

e

N ko
5 »(%x;égéw;» Bl

CE0%
| AC me' -

DENSIDAD (26/25) 1.336 1.333 1.330
VALOR PEROXIDO 3.8 4.0 4.2
HUMEDAD (%} 0.04 0.04 0.04
COLOR(L"-a*-b") 36.8 35.6 49.0
INDICE DE YODRO 12.0 12.0 1.3
EVALUACION ORGANCLEPTICA 10 10 10
ACIDOS GRASOS LIBRES 0.50 0.59 0.81

V. IRRADIACION DE ACEITES BRCMADOS CON LUZ ULTRAVIOLETA

Al iniciar las pruebas e ir monitoreando el color de muestras de AB, se observ6 un oscurecimiento de
las mismas, pero sorprendentemente en algunas muestras, al contrario de ic esperado, se detectdé que
los ABs adquiffan una coloracion cada vez mas amarila y asi permanecian duranie un tiempo

considerable, tanta continsando © no con [a irradiacion con luz UV.

Las condiciones usadas para preparar 10s ABs bajo estudio, asi como sus propiedades se presentan en
la tabla No. 5.19.

En las tablas No, 5.20 a 5.24 se muestran las variaciones de color de las muestras irradiadas y no

iradiadas con luz UV.



TABLA No. §.19
CONDICIONES DE REACCION Y RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE LOS ABs QUE SE
PREPARARON PARA EL ESTUDIO CON LUZ UV

RELACION EN PESO ACEITE DE ALGODON/BROMO | 458 1.55 1.55 1.55
TEMPERATURA DE REACCION { C) 30 35 25 25
TIEMPO DE ADICION DEL BROMO {h) 0.84 1.5 1.5 15
H,02 AL 30 % (% BASE PESQ DE AV) 1 3.6 0.9 1.8
TEMPERATURA DE TRATAMIENTO {C) 50 45 40 45

| TIPODEANALISIS Lii i : * SE USC ACEITE DE MALZ
DENSIDAD {25/25) 1.317 1342 1.350 1.350
VALQOR PEROXIDO 25 15 12 7
HUMEDAD (%) 0.05 0.03 0.01 0.01
COLOR({L*-a*-b") 50.6 58.1 59.8 56.8

PASA PASA,

TURBIDEZ PRUEBA PRUEBA PRUEBA ;é“ﬁé‘m
INDICE DE YODO 8.9 5.0 10 10
ACIDOS GRASOS LIBRES (% COMO ACIDO OLEICO)| 0.44 0.26 0.29 0.19
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VARIACION DE COLOR DE AB (EXPERIMENTO 1 1)
POR EFECTO DE LA IRRADIACION DE LUZ UV

TABLA No. 5.20

VARIACION DE COLOR DE AB (EXPERIMENTO 1Y)

(SIN IRRADIAR)

DIA COLCR

1 50.5

37.8

15.3

25 -40.2

I
DIA TIEMPO (H) | COLOR
_|DE TRATAMIENTO
1 7 33.4
2 31 6.4
3 55 -0.2
8 55 25.8
14 55 45.5
21 55 51.9
24 55 52.4
25 55 54.9
35 55 60.4
38 55 | ei4
42 55 60.7
| 43 55 82.5
45 55 | 60.8 |
TABLA No. 5.21
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TFABLA No. §.22
VARIACION DE COLOR DE AB (EXPERIMENTO 1 [)
POR EFECTO DE LA IRRADIACION CON LUZ UV

DIA TIEMPO (H) COLOR
DE TRATAMIENTO
1 24 -41.98
13 55 37
14 719 0.23
18 79 5.7 B
19 79 17.8
21 79 22.6
25 79 29.4
27 79 33.5
29 79 32.1
33 79 37.2
36 79 42.5

EL DIA QUE SEINICIC LA IRRADIACION EL COLOR DEL AB ERA -40.2

A partir de los datos de las tablas No. 6.20 y 5.22, se aobserva que muestras del mismo experimento 1 |
sometidas a irradiacién con Wz UV, desde que el color original es amarillo (ver tabla No. 5.20) y
después que ya se ha oscurecido {ver tabla No. 5.22), presentan el mismo comportamiento, en ambas
se recupera 6 mejora el color amarillo gue tenia inicialmente el AB. En ausencia de la iradiacion o}
color del AB se oscurecit alrededor de 15 dias después de haber sido preparado.

En el caso de las muestras de 1os experimentos 2 1 y 4 | se observa 1o mismo que en la muestra del
experimento 1 I, sin embargo, la muestra 3 | no se comporté de ia misma manera, aunque esta muestra
fue expuesta a imadiacion cuando ya estaba oscura y habia pasado méas tiempo en esas condiciones
que 'a muestra 4 | que también se empez6 a irradiar ya estando oscura.



VARIACION DE COLOR DE AB (EXPERIMENTO 2 1)
POR EFECTQ DE LA IRRADIACION CONM LUZ UV

TABLA No. 5.23

—
DIA TIEMPO (H) COLOR
DE JRRADIACION
1 0 584 |
2 4 39
2 8 37.7
3 24 42.9
4 32 -14.1
5 48 -44.1
8 | 56 -49.7
1 104 481
16 114 49.6 i
18 134 -38.1
25 184 15.3
27 222 23.4
31 222 26.5
a8 222 47.8
41 222 51.1
47 222 56.3
53 222 62.5
56 222 80.8
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TABLA No. 5.24
VARIACION DE COLOR DE AB (EXPERIMENTOS 3i1Y 41)
POR EFECTO DE LA IRRADIACION CON LUZ UV

EXP. DIAS TIEMPO (h) COLOR
No. DE TRATAMIENTO

31 0 0 42
31 1 24 -26.4
31 2 48 -27.4
31 7 48 -29.4
31 9 48 -24.4
31 11 48 -28.4
31 15 128 1.8
31 18 128 -14.2
3l 24 128 5.7
31 30 128 -22.3
41 1 Q 0.3
41 1 24 -24.2
41 | 2 | 48 164 |
4] 6 48 10.9
41 8 43 7.3
41 10 48 3.9
41 14 128 42.8
41 17 128 47.5
41 23 128 586 |

En las tablas No, 5.25 a .27 se muesiran las variacion de algunas propiedades de los ABs irradiados,
las muestras identificadas como LI son de ABs de maiz provenientes de los primeros lotes de
produccion (H&R), fabricados con el nuevo método en el que se aplica el uso del peréxido de
hidrégeno, el cual se describira en el capitulo VIII. Las muestras 1 M y 12 M provienen de los productos
obtenides en la etapa de optimacién (ver capitulo 111).

Los datos presentados en las tablas No. 5.25, 5.26 y 5.27 muestran en general que todas las

Propiedades evaluadas: AGL, VP, humedad, indice de yodo y porcentaje de brome orgénico,
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practicamente permanecen constantes durante la irradiacion a fa que fueron sometidas las muestras
anzlizadas.

Debido a que todas las muestras sometidas a irradiacion UV se colocaban en celdas de vidrio abiertas,
se llevo a cabo la irradiacion de la misma muestra tanto en una celda abierta como en un envase
tapado, los datos mostrados en la tabla No. 5.28 indican que no existe diferencia significativa enire los
valores obtenidos cuando la muestra es irradiada, la mayor diferencia se observd entre las muestras no
irradiadas, la que estaba en la celda abierta se oscurecid ligeramente con respecto a la que se
encontraba en el frasco tapado. La presencia de dobles enlaces en los ABs (siempre tienen un valor
determinado de indice de yodo) les confiere a estos susceptibilidad para ser oxidados, en este caso por
la accion del oxigeno.

En general, las muestras irradiadas con luz UV mantienen un color amarillo por mas tiempo que las

muestras no sometidas a irradiacion, esto se muestra en la tabla No. 5.29.

TABLA No. §.25

EVALUACION DE ALGUNAS PROPIEDADES DE MUESTRAS IRRADIADAS

EXPERIMENTO| % Hon% AGL, VP | INDICE TIEMPQ (h)
No. PE YODQ| DE JRRADIACION
11 IRRADIADO) 0.16 048 | 26 7.2 79
11 (NO IRRADIADOY | 0.14 044 | 3.6 8.8
2 | (IRRADIADO) 0.015 0.7 8 5.2 184
2 1 (NO IRRADIADD) | 0.024 | 0.48 10 6
3 1 (IRRADIADO) 0.005 0.2 6.9 5.1 128
3 1{NO IRRADIADO) | 0.006 | 0.16 1.7 6
1 LI {IRRADIADO) 0.058 | 0.88 | 2.6 8.5 50
11U (N0 IRRADIADD| 0.068 | 0.81 3.6 9.3




TABLA No. 5.26

VARIACION DE COLOR DE AB (EXPERIMENTOS 1 MY 6 M)
POR EFECTO DE LA IRRADIACION CON LUZ UV (TIEMPCO DE IRRADIACION 14 DIAS)

TIEMPO EXPERIMENTO No. 1M EXPERIMENTO No. 6M ]
{DIAS) | COLOR [INDICEDE| VP COLOR [INDICEDE| VP
| YODO YODO

0 15.3 7.7 2 557 5.1 4.7
1 -39.6 7.5 3.2 8.4 5 4
2 -24.7 7.9 44 24.8 5.3 3.8
5 452 | 75 | 2 | 459 | 5 | 24
6 -48.5 78 | 36 -47.2 5.1 3.3
7 -47 78 4.3 -47.7 4.9 3.4
14 -45.7 7.7 3.9 -46.5 5.1 2.6
21 -47.8 7.6 4.1 -8.7 5 3.3
23 -31.9 7.7 4 -36.7 5.1 2.6

TABLA No. 5.27
VARIACION DE ALGUNAS PROPIEDADES DE ABs POR EFECTO DE LA IRRADIACION CON LUZ
UV (TIEMPO DE (RRADIACION 72 HORAS)

EXPERIMENTO | % BROMO* | % AGL INDICE
No. ORGANICO DE YODO
2 LI (IRRADIADO) 38.3 0.3 15.1
2 U (NO IRRADIADO 38.7 0.32 14.9
3 LI {IRRADIADO) 37.9 0.49 12.8
3 LI (NO IRRADIADO) 38.7 0.49 12.4
3 LI** (IRRADIADO} 37.7 0.58 | 12.5

* DETERMINACION EFECTUADA EN EL CORRESPONDIENTE ESTER METILICO

"* EN CELDA ABIERTA
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TABLA No. §.28
VARIACION DEL COLOR DE MUESTRAS IRRADIADAS

DE UN LOTE DE PRODUCCION (3 LI)

TIEMPO| _ CELDA ABIERTA FRASCO TAPADO
DIAS} [IRRADIADA| SIN IRRADIAR | IRRADIADA | SIN IRRADIAR
0 60 60 ) 60
1 587 | 60 59 60
2 36.1 58.9 581 58
| 3 34.4 59.4 57.9 56.8
6 32.9 50.3 56.9 54.7
7 30.1 418 56 57.6
9 35.8 37.5 49.8 56.2
10 40.2 36.3 B 444 | s
13 58.5 35 38.6 55.4
15 41.1 34.4 29.3 55

TABLA No. 5.29
RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE COLOR DE MUESTRAS IRRADIADAS

COMPARANDOLAS CON LAS MISMAS SIN IRRADIAR

EXP. COLOR COLOR TIEMPO
Neo. |SIN IRRADIACION| CON IRRADIACION | (DIAS)
11 -40.2 54.9 25
21 -38.5 47.8 35

La explicacion de la variacién notable de color de algunas de las muestras irradiadas se basa en lo
mencionado en la introduccién de este capitule, de que la combinacién de peréxido de hidrégeno-luz
UV genera radicales hidroxilo, los cuales reaccionan con aquellos compuestos argénicos, gue deben
encontrarse en baja concentracion y que provocan el color oscuro de los AB, mineralizandolos. Por la
poca selectividad que presentan los radicales hidroxilo, no solo reaccionan con las impurezas del ABs

sino con los componentes normales del AB, sin embargo esto no afecta, obviamente por ser los
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componentes principales del mismo, la escasa descomposicién de alguno de sus componentes no
altera significativamente las propiedades generales de los ABs.
\

Las musestras que no se decoloraron, es posible que la concentracién de las sustancias oscuras sea
mayor y requieran condiciones de fotooxidacion mas drasticas que las usadas en las pruebas
experimentaies realizadas. No se hicieron pruebas posteriores para demostrar esta afirmacion, la cual
se basa en lo reportado en la literatura que establece que la velocidad de la reaccion de los radiacales
hidroxilo depende de su concentracion y de la frecuencia @ intensidad de la luz UV empleada.

La razén por la que los parametros analizados en ciertas muestras no hayan variado de manera
significativa, indica que los cambios de concentracién (AGL, VP, humedad) involucrados por las
reacciones fotoquimicas que se llevaron a cabo, no son lo suficientemente considerables para ser
detectados mediante los métodos analiticos empleados en este {rabajo. Lo mismo sucede con aquellos
compuestos coloreados (oscuros), no se determind por CG-EM que estuvieran presentes en una
concentracion apreciable, ya que no se detectaron picos que desaparecieran en el CG de las muestras

después de irradiar.

En el caso del color es una propiedad gue resulta evidente su variacion visualmente y ademds el
método de medicién es lo suficiente sensible para detectar cambios minimos, asi la desaparicion de

una sustancia oscura, aunqgue se encuenire en muy baja concentracién es faci de ser detectada.
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V.- CONCLUSIONES

Se confirmé que preparando los ABsS en presencia de solvenie, se obtienen productos relativamente
estables. En general, al usar el método en presencia de solvente es recomendable usar temperaturas
de reaccién inferiores a 25 9C.

El color de los ABs tiene tendencia a oscurecerse con el tiempo, pero en el caso de que el valor inicial

de valor peréxido sea alto, la velocidad de oscurecimienta es menor.

Se descartd el use del antioxidante ionol como posible estabilizante de los ABs.

Los resultados de las pruebas efectuadas con hipoclorito de sodio y calcio indican que estas 2
sustancias constituyen otra alternativa da tratamiento de ABs ademéas de aquel con perdxido de
hidrégeno. A pesar que el olor (6 en [a escala arbitraria de @ a 10, donde 10 corresponde al estédndar)
que impartieron al AB es diferente al estandar, esto pudiera resalverse con mas tiempo de vacio y no
debe ser problema ya que con el experimenio con el que se compararon los resultados, el que se traté
con peroxido de hidrégeno, tuvo una evaluacién organoléptica peor (4 en la escala arbitraria), sin
embargo, con la aplicacién de mayores tiempos de vacio, ABs tratades con perdxido se han obtenido

conforme a especificaciones en cuanto a su olor.

El uso de aceite epoxidado de soya fue excelente para estabilizar el color de los ABs, usande una
concentracion de 5 % se logra mantener el color amarillo claro de un AB por més de 1 afio; usando una
concentracion de 1 % la estabilizacién es de alrededor de 4 meses.

En las muestras sometidas a irradiacion con luz UV, cuyos datos de color se midieron durante largos
periodos de tiempo se encontrd 10 siguiente:

{a) Durante fas primeras horas de irradiacidn las muestras se oscurecian o en algunos ¢asos no
producfan efecto sobre el color.

(b) Después de ciertas horas de irradiacién las muestras de AB empezaban a aclararse hasta alcanzar
un color amarille claro, gue luego permanecia asi durante un periodo largo de tiempo (algunas mas de
seis meses).

(c) Algunas muesiras ya oscuras sometidas a la irradiacion recuperaban su color amarillo original
(muestra del experimento 1 1) y algunas no (muestra del experimento 3 ).



166
(d) La variacién en las propiedades generales de las muestras imadiadas no fue significativa.

(e) Todas las muesiras que mejoraron su color por la accién de la luz UV contenian peréxide de
hidrégeno.

Es posible que la accién del perdxido de hidrégeno en combinacidon con la luz UV convierta
fotoquimicamente las sustancias que provocan el ascurecimiento del AB en sustancias incoloras o
amarillas, sin embargo esto no se demostré. Efectuando un andlisis profundo mediante CG-EM seria
factible demostrar si aiguno de los componentes detectados antes de irradiar las muestras se elimina
par la accién de la radiacion UV.



CAPITULO VI

ANALISIS DE ACEITES BROMADOS MEDIANTE CG-EM, CLAR Y RMN

l.-INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

E! objetivo de la mayoria de los trabajos analiticos realizados a |la fecha sobre los ABs, ha sido
determinar el contenide de bromo en bebidas citricas, para lo cual se han usado una variedad de
téonicas123456 coma: espectrometria de fluorescencia de rayos X, yodometria, fotometria,
colorimetria y cromatografia de gases. La razén por ia cual se han llevado a cabo estos trabajos es
disponer de mé&todos analiticos confiables de cuantificacion de ABs para el control de la cantidad de fos
mismos en bebidas, de acuerdo a la FDA (Food and Drugs Administration) el limite maximo permitido
es de 15 ppm.

E! andlisis cualitativo de ABs no ha sido profundamente investigado. La técnica més usada para
determinar el tipo de componentes en los ABs ha sido CG; mediante esta técnica los Unicos
compuestos que han sido identificados son: DBEM, TBEM y HBEM. En algunas referencias se ha
sugerido la presencia de derivados bromo vinilicos eatre los componentes del AB, pero esto ng ha sido
comprobado. A continuacion se describen algunos de los trabajos donde se han efectuado este tipo de
estudios sobre ABs.

Landowne y Lipsky? analizaron por CG una mezcla de 33 % de estearato de metilo (ESM) y 66 % de
OM, posteriormente esa misma mezcla fue bromada e inyectada bajo las mismas condiciones; el
cromatograma revel@ la presencia de 4 picos ademas del correspondiente al ESM, se indica que el
componente principal podria ser ¢ DBEM. En otro experimento al inyectar el LMB, al contrario de lo
sucedido con el OMB, no se encontraron componentes distintos a los esperados. La naturaleza de los
componentes encontrados no se reportd, a pesar de esto, argumentan que aunque l0s compuesios
inyectados son saturados, es posible que al pasar los componentes a traves de fa columna pudiera
ocurrir una deshidrobromacidn para producir compuestos monobromados con una o dos insaturaciones,

Conacher, Chadha y Sahasrabudhe® determinaron ABs por CG usando 3 aparatos diferentes, en uno de
estos obtuvieron 3 picos cuando inyectaban el DBEM, esto es parecido a |0 que sefialaban Landowne y
Lipsky?. El TBEM produjo dos picos en forma de amplios monticulos. Con otro aparato los picos
obtenidos fueron muy definidos al inyectar DBEM y TBEM aunque la linea base no era recta, sin
embargo, después de repetidas inyecciones {(en un periodo de 2 dias), aquelios picos definidos fueron
gradualmente reemplazades por 2 picos deformes, la descomposicion fue més evidente en ¢l TBEM.
Estos resultados, mencionan los autores, sugieren una acumulacion de las sustancias bromadas en la

167



168

columna o en la camara de inyeccion, la cual produce problemas en las postericres inyecciones. En ol
tercer aparato los cromatogramas obtenidos presentaban picos definidos cuando inyectaban los ABs en
presencia de metdxido de sodio.

Los autores mencionaron, en &se eéntonces, qué estaban estudiando la estructura de los derivados
promados detectados; supusieron, sin presentar evidencia, lo mismo que Landowne y Lipsky? que el
derivado del OMB correspondia a un ocladecenoato de metile con un bromo vinilico y que el LMB
producia ésteres con grupos bromo vinilicos, dobles enlaces conjugados y uno ¢ dos grupos metoxi. En
otro trabajo Conacher y colaboradores® encontraron un método reproducible para determinar el tipo de
AB en bebidas citricas y su congcentracién, detectaron DBEM, TBEM y HBEM los autores obtienen
cromatogramas con picos definidos y simples usandoe inyeccioén directa en columnas de vidrio y la

reproducibilidad de los resultados se mantenia durante 3 meses.

James y Kestell*® analizaron extractos de tejidos de ratas previamente alimentados con AB de soya o
acido 9,10-dibromoestearico, por CG, EM y CG-EM; detectaron DBEM, TBEM y un metabolito que
resulté ser el acido 5,6-dibromosebacico.

Chadha, Conacher y Lawrence’! usaron por primera vez CG con columna capilar para detectar
componentes bromados de siete ABs. En este trabajo se identificaron DBEM, TBEM y HEBM; en los

cromatogramas aparecen alrededor de 20 picos, cuyos componentes no se identificaron.

En un estudio de andlisis de AB por CLAR'2, se detectd en siete preparaciones de AB, previamente
sometidos a metandlisis acida, la presencia de DBEM, TBEM y HBEM; se usaron fases normal e
inversa (octadecil silana) y detector UV a 220 nm. Estos componentes se delectaron y cuantificaron en
los ABs estudiados (oliva, ajonjoli, algoddn, maiz, soya y una marca comercial de AB llamada Akwilox
133).

Ei orden en que aparecen 05 componentes bromados y sin bromar, de una mezcla de estandares
bromados en la fase reversa fue: 3 picos no identificados, LNM, HBEM (2 isébmeros), LM y TBEM, un
isomero de TBEM, DBEM, OM y finalmente el heptadecanoato de metilo. En la fase normal también se
ohservan dos_picos de baja intensi e com S No _j ificados. Los eluentes fueron
acetonitrilo-agua (95 - 5) para la fase inversa y hexano - isopropanol (500 - 1) para la fase normal, la
columna fue de 25 cm x 4.5 mm x 5 p, los solventes usados para la muestra fueron acetonitrilo -
tetrahidrofurano (8:2 v:v).
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La conclusion de este trabajo fue que mediante CLAR los resultados de composicibn, para los
compuestos identificados son similares a los obtenidos por CG, excepto en el ¢caso del HBEM el cual es
detectado facilmente por CLAR no asi por CG.

En 1976 Umarov y Gusakoval? estudiando la composicion del aceite de semillas de Erremostachys
Moluccelfoicdes, detectaron la presencia de los Acidos 9,10-dibromoestedrico y 9,10,12,13-
tetrabromoestearico en pequefias concentraciones (& %); ambos compuestos fueron identificados en la
forma de sus ésteres metilicos por RMN 'H y EM, el siguiente aflo Tyshchenko y colaboradores4
obtuvieran los espectros de RMN 13C de los 9,10-DBEM y 9,10,12,13-TBEM naturales.

Se encontr615 que usando hidréxido de potasio en metanol, la formacién del derivade bromado vinilico
a partir del ADBE es cuantitativa calentando a reflujo 5 minutos a 60 °C. No se reporté {a proporcion en
que son obtenidos 1os dos isdbmeros del acido 9-(10)-bromo-9-octadecenoico.

Br O

AANANANNNAA,

Br

$min., 60 °C | KOH/METANOL

Q
/\/\/\/\J\/\/\/’\)\OH :

Br

Gosselin y de Graeve1® obtuvieron EMs del palmitato de etilo, AL y linoleato de etilo (LE) tratados con
brome. Los EM del LEB y ALB son diferentes si se obtienen en forma directa o a través del CG; el EM
del ALB obienido directamente presenta sefiales mas intensas en la region de jones moleculares
pesados y la seital del pico base aparece a 305, lo que indica la pérdida de 4 atomos de bromo. El otro
EM reportado (CG-EM) muestra sefiales caracteristicas de fragmentos bromados solamente a 308 -
308.

Los objetivos del presente estudio fueron: (a) emplear CG-EM para un analisis profundo de los ésteres
metilicos de los ABS, (b) determinar si los compoenentes bromados que se detectan en CG-EM aparecen
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entre los compuestos eluidos mediante CLAR, (c} determinar la presencia de componentes con dobles
enlaces C - C en varias muestras de AB y sus correspondientes ésteres metilicos, asi como, en OMB y
LMB, mediante resonancia magéntica nuclear 13C y 1H.

Mediante CG-EM se identificaron los componentes bromados principales de los ABs, algunos ya
reportados (DBSM y TBSM) y algunos que no se han reportado hasta el momento. En el trabajo de
James y Kestell1? sélo identificaran por CG-EM los compuestos DBEM y TBEM.

En este capitulo se incluyen algunas tablas y esquemas con las estructuras de los componentes
identificades. En la mayoria de los casos no se considera la asterecquimica; {a isomeria de los
derivados de acidos grasos naturales AO, AL y ALN es cis.
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Il.- PARTE EXPERIMENTAL

II. 1. ANALISIS MEDIANTE CG-EM

Los ABs, LMB, OMB y LNMB fueren preparados siguiendo el procedimiento oficial reportado en el
AQACY. E| procedimiento de bromaci6n del LM se describié en el apartado II. 2 del capitulo |, en el
caso de ia bromacién del OM y LNM la diferencia es que se usan 0.15 mL y 0.45 mL de bromo
respectivamente, en lugar de los 0.30 mL empleados con el LM. En la preparacién de los ABs se uso la
misma relacion en peso AV/bromo que ta de LiWbromo solo que se partid de 32.6 g de los AVS en lugar
de los 500 my de LM, todas las demas cantidades de reactivos usadas se ajustaron a la cantidad inicial
de AV.

El OM, LM v LNM son productos comerciales adquiridos en Aldrich con 99% de pureza, se usaron sin
posterior purificacion. La procedencia del resto de reactivos y AVs usados se menciona en el apartado
II. 1 del capitulo |. Los ésteres metilicos de los ABs fueron preparados usando la técnica reportada en el
AOAC™ la cual fue descrita en el apartado |l. 2 del capitulo | de esta tesis. Adicionalmente se
analizaron 10 lotes de AB de maiz, obtenidos a iravés de la empresa H&R S A.

Las muestras de los diferentes ésteres metilicos fueron diluidas en acetato de etilo (Quimicompuestos
S.A), 110 ¥ se inyectaron al cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrdmetro de masas. Los
equipos y las condiciones usadas fueron las mismas ya reportadas en el capitulo | (apartado Il. 2).

Il. 1. 1 PREPARACION DE 9(10)-BROMO-8-OCTADECENOATO DE METILO

Para confirmar la identificacion del compuesto || detectado por CG-EM se prepard el correspondiente
derivado bromaovinilico [9(10)-bromo-9-octadecencato de metilo, la posicién del bromo puede ser el
carbén 9 o 10] a partir del DBEM, a continuacién se describe el procedimiento seguido para sy
preparacién, basado en la preparacion reportada por Silbert?®, solo que en ese reporte el reactivo de

pattida es el 4cido dibromo estearico.

En un matraz bola de 3 bocas de 100 mL se colocan 35 mL de una solucién conieniendo 3.4 g de
hidréxido de potasio y 35 mL de metanol, esta mezcla se somete a reflujo hasta alcanzar una
temperatura de 60 0¢, en ese momento se afiade al matraz una suspension de 4.5 g de DBEM en 10
mL de metanol. La solucion se calenté 3 minutos y la temperatura subié a 64 °C, después de sacar la
primer muestra (14 mL) a los 5 minutos, la temperatura bajo a 52 °C, se saco una segunda muestra (14
mL) a los 30 minutos, esta muestra presentd un olor muy desagradable, finalmente se sacé una ultima

muestra después de una hora de calentamiento.
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Todas las muestras fueron tratadas con 25 ml de acido clorhidrice & M, lavadas hasta pH neutro y
extraidas con éter etilico. Posteriormente cada una de las muestras se tratd durante 3 minutos con 12
mL de una solucién de trifloruro de boro en metanol (12.5 g en 100 g de metanol, la cual da un
porcentaje de acidez de 9.53 calculada como triflorure de boro).

La muestra del producto obtenido se disolvié en acetona (0.25 mL en 1.5 mL de acefona) y se inyeci
en el CG, columna capilar, DB-1, 30 m; temperatura programada, 100 °C, 10 °C por minuto hasta 280
0C. También se inyecté en el CG-EM pero bajo diferentes condiciones a las usadas para los demés
ésteres metilicos, las cuales son: celumna 25 m, temperatura inicial de la columna 100 °C, incremento
4 °C/min hasta 280 °©C, las demas condiciones son las mismas establecidas en el apartado I, 2 dsl
capitulo |. Para correlacionar los tiempos de retencion con estas nuevas condiciones se inyecid de
nuevo el DBEM usando tales condiciones

II.1. 2. TRATAMIENTO DEL LMB CON HIDROXIDO DE POTASIO EN METANOL

86 pesaron 100 mg de {MB, se le agregaron 5 mL de metanol y 3 mL de hidréxido de potasio en
metanol (3.4 ¢ en 35 mL de metanol). Se calentd a reflujo durante 15 min. y se neutralizé con acido
clarhidrico 6 N, se extrajo con cloroformo. Se lavé la fase organica con agua hasta pH neutro, se
evapord el cloroformo, enseguida se agregaron 5 mL de trifloruro de boro en metanol y se calentd
durante 3 minutos a ebullicidn. La muestra asi como el LMB de partida fueron inyectados al CG-EM
hajo las mismas condiciones que el producto de la deshidrohalogenacion del DBEM.

Il. 2. ANALISIS POR CLAR

Se usaron das cromatégrafos de liquidos, marca Varian 5000 y Beckman, equipados con arreglo de
diodos (Varian 9065 Polychrome). Las condiciones usadas en el CLAR marca Varian fueron: columna,
30cm x 3.9 mm x 10 p de octadecil silano; ejuente, 100 % acetonitrilo; velocidad de flujo, 1 mL/min;
volumen de inyeccion, 10 pL; fengitud de onda del detector UV, 205 nm. Las muestras fueron disueltas
en acetonitrilo (0.01156 mg/mL). Las muestras inyectadas fueron OM, LM, LNM bromados y sin bromar
y 2 muesiras de ésteres metilicos de AB de maiz, 1 CL y 2 CL. El primero de estos fue preparado
usando el método de preparacidn en presencia de metanol, no se usd perdxido de hidrégeno ni aceite
epoxidado de soya para estabilizar este producto; el segundo se preparé por reaccién directa en
ausencia de solvente y el producto fue estabilizado con aceite epoxidado de soya.

Las condiciones usadas en el CLAR marca Beckman fueron: columna, de 15 cm x 4.6 mm x 5 p de
octadecil silano; eluente: metanol - agua {89 - 1); velocidad de flujo, 1 mL/min; volumen de inyeccion,
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10 uL; longitud de onda del detector UV, 220 nm. Las muestras fueron disueltas en tetrahidrofurano (8
mg d& muestra por & mL de THF). Las muesiras inyectadas fueron OM, 1M, LNM, oleato de metilo
bromado, linoleato de metilo bromado v linolenate de metilo bromado.

li. 3. ANALISIS POR RMN

El equipo de RMN 13C y 'H usado fue marca Varian modelo 5200 MHz, se us6 cloroformo deuterado
como solvente y como estandar interno, tetrametil silano. Las condiciones de operacion para obtener
los espectros de las diferentes muestras analizadas se presentan en las figuras No. 6.42 a 6.53. En el
laboratorio de investigacién de H&R Alemania se obtuvieron los espectras de RMN 13C y 1H de los
OM, LM y LNM bromados.

(.3, 1. DESCRIPCICON DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS

A confinuacién se menciona que caracteristicas presentaban las muestras analizadas por RMN.

(1} 1 RM - AB muestra comercial con 1 % de aceite epoxidado de soya, preparado recientemente, color
amarilio. Figura No. 6.44 espectro RMN 3C y figura No. 6.45 espectro RMN TH.

(2) 2 RM - AB con 1 % de aceite epoxidado de soya, con 5 meses de almacenamiento, color amarillo ,
Figura No. 6.46 espectro RMN 13C, figura No. 6.47 espectro RMN TH.

® 3 RM - muestra comercial de AB (lote 31250) sin aceite epoxidade de soya, preparado
recientemente, color oscuro. Figura No. 6.48 espectro RMN 13C y figura No. 6.49 especiro RMN 1H.

{4) 4 RM - Esteres metilicos de la muestra comercial de AB (lote 31250). Figura No. 6.50 espectro
RMN 13C y figura No. 6,51 espectro RMN H.

{5) 5 RM - Esteres metilicos de un AB, preparados hace 3 aios usando éter etilico-agua como solvente
y tratado con perdxido de hidrégeno. Figura No. 6.52 espectro RMN 13C y figura No. 6.53 espectro
RMN TH.

Il. 4. DETERMINACICN DE INDICE DE YODO
A dos muestras de ABs (1 Y y 2 Y) y sus correspondientes ésteres metilicos {1 EMY y 2 EMY) se les

determiné su indice de yodo y enseguida se les sometié a calentamienio a 220 °C durante 15 minutos.
Posteriormente, a las 4 muestras se les determind el indice de yodo.
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.- RESULTADOS

ll. 1. ANALISIS MEDIANTE CG-EM

En ias figuras No. 61 a 6.7 se presentan los cromatogramas del OMB, LMB, OMB
deshidrohalogenado, LMB deshidrohalogenado v ésteres metilicos de 105 AB de maiz (ABM), soya
(ABS) y algodén (ABA). En las figuras 6.8 g 6,22 se muestran los EM de los 15 compuestos bromados
identificados. |Los EM incluidos corresponden a cada uno de los componentes bromados detectados en
alguna de las muestras analizadas, ABM, ABS, ABA, LMB o OMB, sin embargo se obtuvieron EM de
los mismos componentes en todas las muestras y ademas de los componentes mas importantes de los
AVs empleados y del OM vy LM.

En la figura No. 6.23 se muestra €l EM del producto principal de la deshidrobromacion del DBEM el
cual corresponde al 9(10)-bromo-9-octadecenaato de metile. En la figura No. 6.24 se muestran los EMs
de 3 componentes de la mezcla de productos de la deshidrobromacion del LMB.

En las tablas No. 6.1 a 6.13 (estas iablas se encuentran al final de este capitulo, después de las
referencias bibliograficas) se presentan datos de CG-EM de cada uno de los compuestos identificados
en los diferentes tipos de AB analizades. Los datos de porcentaje de composicion de los diferentes
compuestos en los ABM se obtuvieron de la muestra preparada siguiendo la técnica del AOACT y de
los 10 lotes de AB (ésteres metilicos) obtenidos de la empresa H&R. Es importante aclarar que en estas
tablas solo se reportan estructuras probables.

lll. 2. ANALISIS MEDIANTE CLAR

En la tabla No. 6.14 se presentan los tiempos de retencién de ios componentes detectados usando el
CLAR Beckman. Utilizando el sistema de arreglo de dicdos se compararon los espectros UV de los
componentes mas importantes detectados en el cromatograma.

En las figuras No. 6.25 a 6.31 se presentan los cromatogramas de liquidos y los espectros UV
obtenidos mediante el CLAR Varian, en las figuras No. 6.32 a 6.42 se presentan los cromatogramas y

espectros obtenidos del CLAR Beckman.
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l. 3. ANALISIS MEDIANTE RMN

En las figuras No. 6.43 y 6.44 se muestran los espectros 1BC y TH del LM bromado y en las figuras
No. 6.45 a 6.54 se presentan los espectros de diferentes muestras tanto de ABs como de ésteres

metllicos de ABs.

En la tabla No. 6,16 se presentan los datos del espectro de RMN *3C del LMB, asi como a que carbén
de la molécula del 9,10,12,13-TBEM corresponde cada sefial.

TABLA No. 6.14
TIEMPOS DE RETENCION DE LOS COMPONENTES DETECTADOS
EN MUESTRAS INYECTADAS EN EL CLAR BECKMAN

11 114 | 1.1 1.1
1.3
1.5
1.55
161 | 16 | 165 | 168
1.73 |1.75 | 1.76 1.75
18 | 1.9
21 B2 2 2.1 2.1
2.2 2.2 22 | 213 |
2.31
26 | 25 | 25 2.5
27 | 28 28 | 27
2.9 287
3.04 309
3.16

3.7
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Los resultados del analisis por CLAR en el aparato Varian se encuentran en ia tabla No. 6.15.
TABLA No. 8.15

TIEMPOS DE RETENCICN DE LOS COMPONENTES
DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN EI. CLAR VARIAN

MUESTRA | tr (min)

oM | 45
LM r—ll-.01
DBEM 10.4
TBEM 9

1CL 189112

TABLA No. 6.16
SENALES DEL ESPECTROQ DE RMN '3C DEL LMB

FRECUENCIA (Eme _CARBON No.
174.023 1
30.9332 2
24.875 3
28.9958 4
28.5652 5
27.5812 6
27.4582 7_
| T 354537 8
58.8562 9
57.2571 10
42,7728 11
57.1648 12
58.7639 13
36.5608 14
27.3352 15
27.2121 16
22.4148 17
— 13.9579 18
51.4141 OCH3

-
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IIl. 4. DETERMINACION DEL INDICE DE YODO

Los resultados obtenidos en la determinacion de indice de yodo, antes y después de someter a
calentamiento muestras tanto de ABs como de sus correspondientes ésteres metilicos, se muestran en
la tabla No. 6.17. Durante estas pruebas se observé desprendimiento de bromo durante el

calentamiento al llegar la temperatura a 200 °C.
TABLA No. 6.17

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL INDICE DE YODO

MUESTRA| INDICE DE INDICE DE
YODO INICIAL | YODO FINAL
1Y 9 26
2Y 7 25
1 EMY 11 47
2 EMY 13 46

F
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IV.- DISCUSION DE RESULTADOS

IV. 1. ANALISIS MEDIANTE CG-EM

La deteccion de los 15 componentes bromados preseniados aqui, se basé en el patrén de
fragmentacion de cada uno de estos, excepto en fos casos del 8,10-dibromooctadecancato y del
9,10,12,13-tetrabromoestearato de metilo, los cuales se identificaron por comparacién con los EM de
los estandares preparados.

Los compuestos moenobromados presentan una seilal a M + 2 con casi la misma intensidad que el ion
molecular M; para el caso de un compuesto dibromado se presentan los iones M + 2 y M + 4; para &l
compuesto tribromado, los iones M+ 2, M+ 4 y M + 6; en el compuesto tetrabromado, M+ 2, M + 4,
M+6yM+ 8. Sin embargo en el caso de compuestos bromados de alto peso molecular, todos estos
picos son muy dificiles de detectar’®. A pesar de esto, aumentando la sensibilidad del EM en esta
regién de iones de alto peso molecular se logrd detectar alguno de éstos, como se muestra en las
tablas No. 6.1 a 6.13, lo que se utilizo para la caracterizacion del componente bromado en el AB.

Para efectuar la interpretacion, se tomé en cuenta el tiempo de retencidn del compuesto y algunas
sefiales caracteristicas de la fragmentacién de compuestos bromados1?, con esto se determing el
nimero de 4tomos de bromo y con base a las sefiales del EM con m/e en el intervalo de 291 a 295, se
asigné el nimero de dobles enlaces del compuesto.

Asi pues, dependiendo del nimero de atomos de bromo y de las sefiales en la region de 291 a 295, se
cumple lo indicadoe en la tabla No. 6.18.

Cabe aclarar en la tabla No. 6.18 que la sefial producida por ta combinacién que invoiucra 2 dables
enlaces podria también ser originada por 1 triple enlace.

La explicacién de lo indicado en la tabla No. 6.18 se encuenira en los mecansimos de fragmentacién
mostrados en los esquemas 6.1 a 6.13 (estos esquemas se encuentran al final de este capitulo).

Se observ0 que en ios tres tipos de ABs analizados se encuentran los mismos componentes bromados.
La composicién reportada en las tablas No. 6.1 a 6.13, se determind con base al porcentaje de area

relativa de cada componente.
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TABLA Na.6.18
CORRELACION DE NUMERO DE ATOMOS DE BROMO Y DOBLES
ENLACES C - C CON IONES ENTRE 281 A 205

CIDOS GRASQS DEB8 C {’

[1oN PRINCIPAL
EN LA REGION
291 - 295

ESTER METILICO_

295-294
291
293
295
291

291 __

Algo muy interesante que se encontrd, fue que en el oleato y lincleato de metilo hromados se
presentarcn algunos de los compuestos identificados en los ABs, o cual no ha sido reportado, como se
menciond en la seccién de antecedentes de este capitulo, se ha reportado que a partir de la bromacién
del OM y LM sélo se cbtienen el derivado 9,10-dibromoocadecanoato de metilo y el 9,10,12,13-
tetrabromooctadecanoato de metito, respectivamente; aunque en algunas referencias’-® si mencionan

la posibilidad de otros componentes, esto no se comprobo.

Un propdsito mas ambicioso que se pretendid en este trabajo, fue el de estimar la posicidn mas
probable de los atomos de bromo y de los dobles enlaces C - C (o triples enlaces), en los compuestos
bromados | a XV, con base (nicamente al patron de fragmentacin de cada uno de éstos. Los dnicos
compuestos en los que se sabe la posicion exacta de los bromos son el IX y el XIV, que se identificaron
con base a su liempo de retencidn y EM, estos (ltimos coinciden con los de los componentes que se
obtienen en mayor concentracién a partir de la bromacién del OM y LM y que corresponden al 9,10-
DBEM y 9,10,12,13-tetrabromaoctadecanoato de metilo.

Asi, para los otros 13 componentes del AB, en la asignacion de la posicion de dobles enlaces y bromo
se consideraron los siguientes posibilidades de fragmentacion (a) rompimiento del enlace C - Br lo cual

produce un carbocation y un atomo de bromo:
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| =) [ i —
—CI:-ErI tle” — -C-Bri— -Co + IBr

y (b) romplmiento del enlace C - C adyacente al bromo comao esta reportado®:
R-CHy-CH,-Brff — R-CH,» + CH,=Br®

Considerando estas fragmentaciones se enconttd que las estructuras mas probables, para los
campuestos detectados son las presentadas en |as tablas No., 6.1 2 6.13.

La asignacién de estructuras probables se basé en la consideracion de que los 4tomo de bromo solo
podian localizarse en 4 posiciones posibles en la cadena de éster metilico, como es de esperarse, de
acuerdo a la posicién de los dobles enlaces del OM y LM, esas posiciones cbviamentre son: 10s atomos
de carbon @, 10, 12 y 13.

Como se sefiala en los CG de los ésteres metilicos de l0s ABs analizados, los compuestos VI y VII
fueron detectados en el mismo pico del cromategrama. Con el apoyo de Ia técnica de harrido del pico
por EM, se determind que en realidad dicho pico correspondia a dos compuestos cuyos EMs
presentaban la sefial caracleristica de 291 (compuesto Vi) y 293 (compuesio VII}. Con base a [a
pequefia diferencia en tiempos de retencién de los compuestes que paseen en su estructura 2 bromos y
2 dobles enlaces (I, IV y V), comparada con ia del compuesto Vi se supuso que este dltimo compuesto
deberia presentar una estructura diferente pero que produjera (a misma sefial (291) por lo que se asigné
a esle compuesto un triple enlace ademas de los 2 bromes, estructura que se explica de acuerdo al
patrdn de fragmentacion mostrado en €l esquema 6.6.

Para confirmar la estructura del compuesto I, se prepard dicho compuesto mediante la
deshidrobromacién del 9,10-DBEM y como se puede observar al comparar los EMs de ambos
compuestos, tanto el componente llamado compuesto i (presente en todos los ABs analizados y en el
OMB} como el producto de la deshidrobromacion del 9,10-DBEM, que esta reportado que es 9(10)-9-
octadecenoato de metilo (el bromo puede estar en cualquiera de los 2 carbonos 9 6 10, no se reporta la
preporcién en la que se obtienen estos 2 preductos), son iguales, por lo 1anto quedd confirmada la
estructura del compuesio II.

La confirmacién de la estructura del compuesto Il que es un derivade bromo vinilico, apoya la
propuesta de estructura para los otros compuestos que también presentan en su estructura bromos en
posiciones vinilicas.
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Se encontré que 3 de los componentes obtenidos enire los productos de la deshidrobromacién del LMB
corresponden a los compuestos I, IV y VI, estos productos no se encontraban originalmente en el LMB
sometido a la reaccion con hidrdxido de potasio en metanol, pero si en todos los ABs analizados;
ademas en el CG del LMB sometido a deshidrobromacion va no aparecen los componentes
identificados inicialmente, como son los compuestos: [, VII, VIII, 1X, X1, Xii, Xil y el TBEM. Lo anterior
confirma el hecho de que al menos Jos componentes ll(, IV y VI presentes en los ABs son productos de
deshidrobromacion. En el capitulo VII se trataran las reacciones y mecansimos involucrados.

Los resuitados de las determinaciones de indice de yodo, muestran que el calentamiento a altas
femperaturas de ABs 0 sus ésteres metilicos provocan su descomposicion generando bromuro de
hidrégeno y brome y como consecuencia formando derivados bromados con mayor grado de
insaturaciones, lo cual indica la posibilidad de que eso mismo ocurra cuando los ésteres metilicos son
inyectados en la columna cromatografica.

Lo aqui reportado muestra claramente que en los trabajos analiticos reafizados anteriormente por la
mayoria de los autores no fueran llevados a cabo con la profundidad con que se efectud el presente
estudio, ya que en ninguno de los reportes usados como referencia identifican en los ABs 1a presencia
de 13 compuestos detectados como en 1a presente investigacion.

IV. 2. ANALISIS POR CLAR

Con respecto al andlisis por CLAR, debido a que el detector no es sensible a la concentracién de los
componentes delectados sino a la intensidad de su absorbancia en la regién UV no necesariamente el
pico de mayor intensidad es el correspondiente al componente en mayor concentracidn. Sin embargo,
tomando en cuenta que la pureza tanto del OM como del LM es 99%, es probable por las difersncias
relativamente marcadas en las intensidades de los picos, que exista una cierta cormslacion entre
concentracion ¢ intensidad de los picos. Haciendo esta consideracién a partir de los cromatogramas
obtenidos en el CLAR Beckman se deduce lo indicado en la tabla No. 6.14.

Con respecto a los resultados obtenidos en el CLAR Beckman se observa 1o siguiente:

(1) En el cromatograma del DBEM el componente con t, 3.48 min. (pico 17, tabla No. 6.14), presenta
un espectio UV narmalizade distinto al del componente con t, 3.95 (pico 19, tabla No. 6.14), el indice
de correlacion de los dos espectros UV es 0.869311. Lo anterior puede significar que no son de la
misma familia de compuesios o que si son bromados uno presenta ofro grupo funcicnal en su

estruciura.
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(2) Et pico que sale a t. 3.48 min. (pico 17, tabla No. 6.14), en el DBEM presenta el mismo espectro UV
en tres diferentes puntos, los indices de correlacién entre dichos 3 puntos son: 1,2 - 0.999626; 1,3 -
0.999771; 2,3 - 0.999676, lo cual indica que corresponden al mismo compuesto 0 gque si son dos © mas
componentes estos deben ser isdmeros. Los mismos resultados se obtienen para e| TBEM.

{3) Los componentes que presentan t, 2.13 (pico 9, tabla No. 6.14), 3.09 (pico 14, tabla No. 6.14), y
3.48 min. (pico 17, tabla No. 6.14), en ¢l HBEM, TBEM y DBEM respectivamente presentan espectros
UV normalizados muy similares, los indices de correlacidn son: picos @ y 14 - 0.997729; picos 9 y 17 -
0.294241; picos 14 y 17 - 0.999138, esto significa que pectenecen a la misma familia de compuestos,

esto es, corespanden a derivados bromados saturados.

{4) La carrelacion entre los componenies del DBEM corespondientes a 10s picos 14 y 19 y los picos 16
del OM y 8 del LM es muy pobre ¢omo se muestra enseguida; picos 14 y 19 - 0.869311; picos 14 y 16 -
0.681154; picos 14 y § - 0.653948,; picos 19 y 16 - 0.612328; picos 19 v 8 - 0.686835; picos 16 y 8 -
0.184965. Los datos anteriores muestran claramente que los compuestos comparados pertenecen a

familias diferentes.

{5) El pico 19 que se presenta en las muestras de DBEM, TBEM y HBEM debe corresponder, en el caso
de los 2 primeros, a un solo compuesto 0 a compuestas pertenecientes al mismo tipo de familia ya que
todos poseen un espectro UV similar, el componente del HBEM presenta menos semejanza, 10 cual
podria indicar que es un isémero de los otros 2 componentes. Los valores obtenidos de indices de
correlacién son: pico 19 en DBEM y TBEM - 0.997586; pico 19 en DBEM y HBEM - 0.943019; pico 18
en TBEM y HBEM - 0.938263.

Algo interesante es determinar a que compuesto o tipo de compuesio corresponde el pico 19 de la
tabla No. 6.14, no debe contener un bromo sin insaturaciones porque entonces su espectro UV no seria
{an diferente a los de los picos 13, 14 y 17 correspendientes al DBEM, TBEM y HBEM respectivamente;
tampoco es un componente que ya exista en OM o en el LM,

De acuerdo a {05 datos anteriores se puede deducir que en [os derivados bromados del OM, LM y LNM
(este compuesto no fue inyectado en el CLAR) no presentan compeonentes diferentes a los esperados
DBEM, TBEM y HBEM, si hubiera componentes con 3 atomos de bromo con o sin insaturaciones, o con
2 dtomos de bromo con insaturaciones es de esperarse por la posicién de los picos identificados, que
estos deberian salir entre los picos 14 y 17 y ahi no se detectdé ninglin componente en las muestras
bromadas (DBEM, TBEM y HBEM) o si acaso la combinacién en un componente de 2 o 3 dtomos de
bromo y una o varias insaturacicnes hiciera muy polar a dicho componente, no resulta factible que

tuviera una polaridad mayor a la del HBEM.
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La posibilidad de la existencia de un compoenente con un atamo de bromo y uno o varios dobles enlaces
también se descarta ya que tomande en cuenta los t, del DBEM (3.48 min.) y OM (3.29 min.), 2 bromos
sin insaturaciones (DBEM) hace que el componente sea mas retenido en la fase estacionaria que un
compuesto con un doble enlace (OM). Puesto que no aparecen picos en DBEM, TBEM y HBEM enire
los t, 348 min. y 3.29 min. es un prueba de la ausencia de este tipo de productos monobromo

insaturados.
V. 3. ANALISIS POR RMN

En el caso del LMB es evidente a partir de la informacién que revelan sus corraspondientes especiros
de RMN gque no contiene enlaces dobles C - C, ni hidrégenos vinilicos, Jo mismo sucede para el oleato
de metilo que aunque no se presenta entre las figuras mostradas presenta las mismas caracteristicas
que el linoleato de metilo bromado. Los espectros de RMN 1H y 13C de{ OMB y LMB coinciden con los
reportados por Umarov y Gusakoval? y Tyshchenko y colaboradores4.

A diferencia de la anterior, en el caso tanto de los ABs como de los ésteres melilicos de [0S mismos, si
se presentan sefiales en los espectros de RMN correspondientes a dobles enlaces C - C (ppm - 120 -
140) y a hidrégenos vinilicos (5.2 - 5.8 ppm) que podrian deberse a (05 componentes detectados por
CG-EM.

Al comparar los espectros RMN TH y 3C de las muestras de un AB (3 RM) y sus comrespondientes
ésteres metilicos (4 RM), se confirma que e! método empleadc de transesterificacién no afecta los
grupos funcionales presentes en el AB original. Ls dnica diferencia en ambos espectros como es de
esperarse, es la presencia del grupo metoxi en los ésteres wmetilicos en el espectro RMN H, los
hidrégenos del grupo metoxi proporcionan la sefial a 3.6 ppm y en el de 13C el C de grupe metoxi
provoca la sefial alrededor de 51 ppm.
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V.- CONCLUSIONES

Mediante el estudio por CG-EM se encontré que en los ésteres metilicos de acidos grasos de 18
carbonos se puede determinar facilmente el nimero de insaturaciones (dobles o triples enlaces C - C) y
el nimero de atormos de bromo, dependiendo de los tiempos de retencién y de la seiial (e/m) en la
regién entre 291 a 295,

Se detectaron 15 componentes bromados en los ésteres metilicos derivados de tres tipos diferentes de
AB. Con base al patrén de fragmentacién se asignaron las estructuras mas probables a dichos
compuestes, los nombres de los compuestos son: 10-bromo-9,12-octadecadiencato de metilo (I}, 10-
bromo-9-octadecenoato de metilo (If), 9,13-dibromo-10,12-octadecadiencato de metito (I1)), 12,13-
dibromo-8,10-octadecadiencato de metilo (V) 9,10-dibromo-11,13-octadecadienoato de metilo (V),
12,13-dibromo-9-octadecinoato de metilo (VI), 9,10-dibromo-11-octadecencato de metilo (V1l), trans-
9,10-dibromo-12-octadecenoate de metiio (Vill), cis-9,10-dibromo-12-octadecencato de metilo (1X),
9, 10-dibromooctadecanocato de metilo (), 9,10,12-tribromo-12-octadecencaio de metilo (XlI), trans-
9,10,12--tribromo-13-octadecenoato de metilo (Xil), cis-9,10,12-tribromo-12-octadecenocato de metilo
Gl 9,10,12,131etrabromooctadecanocate de metito (XIVY y 10-bromo-8,12-octadecadiencato de

metilo (XV).

Se detecté mediante CG-EM en ¢l OMB el compuesto |l y &l 8,10-DBEM (X); por otra parte en e LMB
se deteclaron los compuestos, |, VII, VIII, IX, XI, XIl, X!l y el 9,10,12,13-TBEM.

Mediante los estandares preparados de ,10-DBEM, 9,10,12,13-TBEM y 9(10)-bromo-8-octadecenoato
de metilo se confirmo la identificacion de los compuestos I, X y XIV, al coincidir los EMs de eslos

estAndares con aquellos obtenidos para los componentes de los ABs.

Se encontrd que los componentes |, IV y Vi que solo se habian detectado en los ABs son productos de
deshidrohalogenacidn del 9,10,12,13-TBEM,; este compuesto no se encontré entre los componentes de
la mezcla de deshidrobromacion.

Mediante el estudio de CLAR del OMB y LMB, no se encontraron evidencias de otros compenentes
bromados ademdas de los esperados 9,10-DBEM y 9,10,12,13-TBEM. Esos mismos resultados se
obtuvieron al analizar muestras de ABs. Sin embargo, al menos en el caso del pico del OMB del AB de
maiz analizado, el tiempo de retencién y los espectros de UV en diferentes puntos del pico no son
idénticos, lo que quiere decir que es posible que bajo las condiciones empleadas de trabajo algunos
componentes bromados presenten similares tiempos de retencion. Mediante el CLAR Beckman se

detectan componentes de baja absorbancia en el UV o baja concentracién que podrian corresponder a
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los derivados bromados detectados por GG, sin embargo, se requiere de un estudio mas profundo
mediante el cual se logre separar dichos componentes menores para identificarlos por algun método
instrumental.

Se determind que en los OM y LM bromados no hay componentes que presenten dobles enlaces C - C
que sean detectados por RMN 13C y TH.

Los espectros de RMN de los ABs y de sus correspondientes ésteres metilicos revelan la presencia de
dobles enlaces C - C y de hidrégenos vinilicos, esto indica que los ABs si contienen los compuestos
detactados por CG-EM. El contenido inicial de los companentes bromados debe ser significativo si se
considera la cantidad de bromuro de hidrégenc que se desprende durante la reaccion de bromacién
{ver capitulo 1).

La conclusion general del estudio realizado en esta etapa es que los componentes bromados del OMB y
del LMB detectados en CG-EM son productos de descomposicién durante su paso a través de la
columna. Los componentes de los ABs detectados por CG-EM se encuentran presentes desde que se
prepara el AB y adema4s, de acuerdo a los datos obtenidos para el OMB y LMB, cierta proporcidn de
dichos componentes se generan a través del paso por la columna del CG de los ésteres metilicos.

Con hase a la identificacidn de los componentes bromados principales de los ABs, apoyada con la
identificacién de los productos de deshidrobromacion del OMB y del LMB, se determiné que la reaccion

competitiva de la adicion de bromo a triglicéridos es la deshidrohalogenacion y no la sustitucién.

Por lo tanto, €l bromuro de hidrogeno que se desprende de la reaccién proviene de reacciones de
deshidrohalogenacion, ias cuales generan dobles enlaces C - C que son los que aparecen en los
espectros de RMN de las muestras analizadas de ABs y sus ésteres metilicos.
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TABLA No. 6.1

RESULTADOS DE CG-EM DEL COMPUESTC |

COMPUESTOI: MONOBROMOOCTADECADIENOATO DE METILO

TIEMPO DE RETENCION: 27.9 MIN

% COMPOSICION: 0.9-2.02 EN ABM, 0.6 EN ABS, 3.2 EN ABA, 0.3 EN LMB

O

ESTRUCTURA POSIBLE: /\/\/\\/\/f\/\/\/\/\o/

Br
mie | % ABUNDANCIA POSIBLE ION O ION RADICAL
EM ABM
343 0
341 13
293 313
261 13.5
285 07
263 g3
264 20
282 2.7
23 3.9
188 38
e




TABLA No. 8.2

RESULTADCS DE CG-EM DEL COMPUESTC |

COMPUESTO 1I: MONOBROMC OCTADECENOATO DE METILO

TIEMPQ DE RETENCICN: 28 1 MIN

% COMPOSICION ( ESTERES METILICOS): B213.5EN ABM, 19.2 EN ABS, 11.2 EN ABA, 013 EN OMB

O

ESTRUCTURA POSIBLE: /\/\/\/\(/\/\/\/\/IK O/
Br
mie % ABUNDANCIA POSIBLE ION O ION RADIGAL
ABM | aBS | ABA .
)
345 § 1.5 08 { 07 /\/\/\/\/\/\/\/\/’
/
3431 15 0.9 0.7 Br
O
205 | 271 | 236 | 207 /\/\/\/\/\/\/\/\)\
+/ O/
{ o ,
|
284 t 239| 194 176 i // /
L.
—
o
- 2O
vl
264 | 132 111 | 98 ¢ .
/\/\/\/\/L\ -
262 239 | 59 | 54 Q
Hr
203} 14| 151 18 AL
//%/\i
201 1.0 ¢5 08 1B

187



TABLA 6.3

RESULTADOS DE CG-EM DEL COMPUESTO il

COMPUESTO lll: DIBRGMOOCTADECADIENOATO DE METILO

TIEMPO DE RETENCION: 32 4

% COMPOSICION (ESTERES METILICOSY. 0.60 - 1.2 EN AGM, 0.7 EN ABS, 0.8 EN ABA

Br Br O

ESTRUCTURA PCSIBLE: /\/\/\\/\\/\/\/\/\/\O yd

mie | % ABUNDANCIA POSIBLE 1ON O 1ON RADICAL
-
372 5.6 7.8 //\\//\/M/\/\\/\\/\/\O/
370 ] 56 | 7.2
316 | 7.3 | 9.8 o oBr o -,
] .
7
314§ 81 1 100 !—, 7 J
7
S B /\/\\/\/\/\/\/\/\/J\ S
NN o
236 | 17.8] 289 Br 'T
i
228 | 195 206 | VA VAVEVEVEN
[ |
+
148 5481 664 /\/\/M
y NV

188



TABLA No. 6.4

RESULTADOS DE CG-EM DEL COMPUESTO 1V

COMPUESTO IV: DIBROMOOQCTADECADIENQOATOQ DE METILO

TIEMPO DE RETENGION: 326

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 086 - 42 EN ABM, 1.3 EN ABS, 3.5 EN ABA

Br le]
ESTRUCTURA POSIBLE: WM/
Br
mie | % ABUNDANGIA PQSIBLE ION O ION RADICAL
ABM ARS
454 | 0 0.6 Br O +
s | o i3 /\/\/\/\\/\V\/\/\/\O/
450 | 0 03 Br
23| o4 | 06 Br o
’d
421 0.8 1.2 NN
s19] o 0.7 Br
i o o /\/\;r\/v\/\/\\/\io/f
3701 8.1 63 NN
e | 177 13.2 T i
514 104 124 /\M/\/\/\/Kﬁ)/
Br
. o
291 | 717 53.3 NN yd
+
244 | 228 202 Br I
242 | 274 | 221 /\/\MN J
o
+
63 ] s48 47.9 NSNS

189



TABLA No. 6.5
RESULTADOS DE CG-EM DEL COMPUESTO V

COMPUESTO V: DIBROMOOCTADECADIENOATO DE METILO

THEMPQ DE RETENCION: 32.7 MIN

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 0.8 - 40 EN ABM, 8.2 EN ABS, 5.3 EN ABA

ESTRUCTURA POSIBLE: /\/\M\r/\/\/\/\/\o /

Br

me | % ABUNDANCIA POSIBLE ION O ION RADICAL
ABM ABS ABA Br o .

452 | 0 10 o4 ’d o/

Br
23111 |09 o7 ar o
21 (16 |23 |20 /\/W\/\/\/’
49411 o9 |07 Br

O —

s;2 |81 |e5 |75 MQ/
a70 |40 |89 |75 NN
330 {113 | 89 6.7 Br O

g2 59

120



TABLA No. 6.6

RESULTADOS DE CG-EM DEL COMPUESTO VI

COMPUESTO Vi: DIBROMOOCTADECINOATO DE METILO

TIEMPO DE RETENCION: 33.1 MIN

ESTE COMPUESTO TIENE EL MISMC TIEMPO DE RETENCION DEL COMPUESTO VI

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS DE COMPUEETOE VI Y Vil): 1.8 - 4.6 EN ABM, 6.6 EN ABS, 5.6 EN ABA

ESTRUCTURA POSIBLE:

% ABUNDANCIA

AEBM

47
38

1



TABLA No, 8.7

RESULTADCS DE CG-EM DEL COMPUESTO Vit

COMPUESTO ViI: DIBROMOOCTADECENOATO DE METILO

TIEMPO DE RETENCION: 33.5 MIN

ESTE COMPUESTC TIENE EL MISMO TIEMPO DE RETENCION QUE EL COMPUESTO VI
% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 18- 46 EN ABM, 6.6 EN ABS 56 EN ABA, 22EN LMB

Br O
ESTRUCTURA POSIBLE: /\/\/\N\/\/\/\AO/
Br
mie % ABUNDANCIA £OSIBLE ION O 1ON RADICAL
ABM | LMB
Br /"'Q\
ot I ANNANAANANS
3413 0 2.0
8]

+
2931 49.11 704 /\_/\/\//\'//\/\/\/\/\O/

"y N ;w
249 O G

247} 17 | 20 iE?rE
215] 06 | 10 W
2051 25

%/

203] 06 | 1.0 |Bri

192
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TABLA No. 6.8

RESULTAROS DE CG-EM DE LOS COMPUESTOQ VIII Y X

—— D iy

COMPUESTO VIll: DIBROMOOCTADECENDOATO DE METILO
TIEMPO DE RETENCION: 33.9 BN
% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 1.2 - 4.2 EN ABM, 4.0 EN ABS, 4.0 EN ABA, 2.TEN LME
COMPUESTO iX: DIBROMOOCTADECENGCATO DE METILO
TIEMPO DE RETENCION: 34.1 MIN !
% COMPQSICION (ESTERES METILICOS): 1.1 - 4.0 EN ABM, 2.3 EM ABS, 4.2 EM ABA, 2.0 EN LMB
ESTRUCTURA POSIBLE: Br 0!
COMPUESTO VI MA/V\/\W\O
Br
By Q
ESTRUCTURA POSIBLE: VV\_M/V\MO yd
COMPUESTO IX B
% ABUNDANGIA
mie CO#MPUESTO Vill COMPUESTOIX
ABM ABS ABA LMB ABM ABS ABA LMB
343 143 0.7 1.0 0.7 1.8 0.7 1.6 1.6
341 | 16 1.2 1.3 1.0 1.8 0.7 1.6 1.6
]
293 951 96 .4 858 87.9 839 81.2 80.3 892.8
251 2.0 1.8 2.0 1.8 1.6 1.4 1.3 0
249 | 1.3 0.7 1.3 0 16 13 1.0 0
205 52 43 4.3 4.3 4.9 45 4.1 39
203 | 26 Z.0 1.3 12 5.6 47 0.7 0.7 r
219 | 2.0 2.0 1.3 14 2.1 2.0 2.0 1.9
217 16 0.9 i 0.7 0. 12 13 0.9 11




TABLA No. 6.8

RESULTADOS DE CG-EM DEL COMPUESTO X

COMPUESTO X: 9,10-DIBROMOOCTADECANOATO

TIEMPO DE RETENCION: 34.51 MIN

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 8.3 EN ABM, 7 3 EN ABS, 7.2 EN ABA, 91.4 EN OMB

Br O
ESTRUCTURA /\/\/\/W\/\/\/\) yd
Br
mie %6 ABUNDANCIA tON O ION RADICAL POSIBLE
ABM | ABS | ABA |OMB
Br O
377 | 60| s4f231 22 /\/\/\/\/\/\/\/\AO/
3751 541 53| 241 22 * !
3451 44 | 39 ] 18| 25 - 5
4
343 | 48 | 61| 18] 25 AA/WW\/\/
+
205 | 411430220258 VY
+O\
263 1871 {921 |47 2 |22 7
/\/\/\/\'//\/\/\/\/
+
219123 23 |28 |26 B
\N
247 16 {13 (12 | 20 /\/\/\/\/
207157 158 (o8 | 45
1 VA VA VA VAN
{ 1
205 114 113 115 |20 iBri
i TRt —— ]

194
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TABLA No. 6,10

RESULTADOS DE CG-EM DEL COMPUESTO X1

COMPUESTO Xi: TRIBROMOOCTADECENOATO DE METILO

TIEMPQ BDE RETENCION: 37.3 MIN

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 32- 4GEN ABM, 19 EN ABS, 1.6 EN ABA, 11.7-12SEN LMB

‘ Br O
ESTRUCTURA POSIBLE: \ .
/\/\/\/\/\/\/\MO/
Br Br

mie  |% ABUNDANCIA POSIBLE ION O ION RADICAL

ABM ] LMB "

Br. o, +
372103 | 48 {»/\/\/\\},/\/\/\/\/\/E\O/

370 | 0.7 1.1

Q

259 12.8 13.3 \\ ,// <

191 B.5 2.6 +
/\/\/V

188 1 6.5 4.6 Br




TABLA No. 8.11

RESULTADOS DE CG-EM DE LOS COMPUESTO X1 Y X1l

L —— s i S—
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COMPUESTO XIi: TREBROMOOCTACECENOATO DE METILO

TIEMPG DE RETENCION: 37.8 MIN

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 0.8 EN ABM, 0.7 EN ABS, 1.5 BN ABA, 2.7 EN LMB

COMPUESTO Xlil: TRHBROMOOCTADECENOATO DE METH.O

TIEMPG DE RETENCION: 37 8 MIN

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 0.6 EN ABM, 1.4 EM AGS, 1.3 EN ABA, 2.6 EMLMB

ESTRUCTURA POSIBLE: Br )
COMPUESTO XII v O

ESTRUCTURA POSIBLE: Er

O RGN GTRO DIASTERCUSGNERD OE X1

COMPUESTO i \/\/:_W\/\/\/\/\/KO /

mfe COMPUEST Xt COMPUESTO Xil
ABM ABS ABA LE ABM ABS ABA LiAR
373 13 0.7 iy G7 78 a7 16 16
371 1.3 ar 16 Q7 18 07 1 18
3
Ky 13 07 1.3 C 1.8 0.7 16 2.6
370 1D a5 1.9 10 18 0.5 09 0
241 0.3 05 63 07 02 05 03 0
&
338 0.3 05 _[ 03 28 ¢z 0.5 03 o
i
291 100 160 160 100 100 100 100 100
|_
25 145 152 15.3 15 & 14 8 9.1 153 127
177 105 57 104 52 74 5@ g 74
175 193 5% 111 85 137 94 130 10 4
1
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TABLA No. 6.12

RESULTADOS DE CG-EM DEL COMPUESTO X1V

COMPUESTO XiV:9,10,12,13-TETRABROMOQOCTADECANOATO DE METILG

TIEMPO DE RETENCION: 42.7 MIN

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 1.1 - 42 EN ABM, 9.0 EN ABS, 10.8 EN ABA, 80.0 EN LMB

Br Br %
ESTRUCTURA /\/\/\/\/\/\/\M e
Br Br r
m/e % ABUNDANCIA POSIBLE ION Q 1ON RADICAIL
ABM ABS LMB
537 ] 0 0 0.1 Br O
+
8351 0 G 0.5 /\/\/\/\/\/\/\/\)\O/
5331 0 | 0 0.5 Br Br
5311 0 |0 0.1
4551 0 {0 07 B
a3t o o7 |13 Vi
4511 0 | o 0.5 Br
23] 0o o3 [o7 8¢ o
21 0 03 1.3 /\/\//\//\/\/\/\/\/’
419 f o |o 0.7 B
3731 24 |13 |26 Br @
a7t | 47 | 27 |28 /\/\WN\W
Br o

33¢] 0 |23 |23 NSNS

i
291 100 {100 }190 /\v/\\/\\\\/\/\vﬁ\/\/\/v
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TABLA No, 6.13

RESULTADQOS DE CG-EM BEL COMPUESTO XV

COMPUESTO XV: MONOBROMOOCTADECADIENQATO DE METILO

TIEMPO DE RETENCION: 27 8 MIN

% COMPOSICION (ESTERES METILICOS): 0.4- 1 G EN ABM, 39 EN ABS, 1.9 EN ABA, 0.1 EN LMB

o
|
ESTRUCTURA POSIBLE: /\/\/\\‘/\/\\/\/\/\/\ O/
Br
mle | % ABUNDANGIA POSIBLE 10N O ION RADIGAL
ABS
Py
343 1.4 /\/\/\\/\/\\/\/\/\/
341 14 Br
o)

2 | e7s ANANAANANNAS

261 262

201 4.8 MM
f

139 9.1 l?f!
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ESQUEMA 6.1

MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA EL COMPUESTO |

e} 9] +
& : =7
*/WWMO/ rleg [/\/\NY/\/\/\/\)'\O/] *2¢
Br Br
1
mie =343 - 341 &
1O+ 8) —
/\AW/\/\/\}\O/ — /\/\/\\/\/\/\/\/\/" +CHz0
B Br
mie = 293
Q ¢ 0
/\/\W/\/\/\)\O/ —= /\/\/\/\//\/\/\/\/u\o/ ST
1Bri &
C+
mfe = 283
H G 0

FESTA ESTRUCTURA MUESTRA LA POSIGH MAS PROBABLE DEL ATOMC DE BROMO Y DE LOS DOBLES ENUACES C-C




ESQUEMA 6.2

MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTC PARA EL COMPUESTO I

200

, " mfe = 34§ - 343
&
* ' — AAANNANAAANS T ot
Br Br
l-162
mle = 285
H
G /V\/\/y\/\/\/\ﬁ\o/ *1Br-
Brt *
p
"{-‘le@)

mle = 294 " pde =263

i+ +.00
/\/\/\/\/o\/\/\/\)\o/ —» /\/'\/\/\/0\/\/\/\/’+ + GH,y Q-

T ESTAESTRUCTURA MUESTRA LA POSICION MAS PROBABLE DEL ATOMO DE BROMO Y DEL DOBLE ENLACEC -G



ESQUEMA 6.3

MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA EL COMPUESTO Il

20

-+
Br Bri [s] Br o}
* ANAAANNANAGS — AANAAANAAA B
HE (-1 e%) H
l.ma
mie =372 - 370

Br Q

o Br oy ]"‘ 1o
26 +[/_\/\/M&/\/\/\)’\o/ ¥ ANARANANAAGS

“ 4
Br 1Bri

mle =314 - 316 l

Br © e B a
26% {W\/\/\)\:/} 45 AN r A

mie =149 mie = 228 - 230

B+ \/\W\// - g t2e”

Br @ O
/e AAAAANANAANGS B

"ESTA ESTRUCTURA MUESTRA LA POSICION MAS PROBABLE DE LOS ATOMOS DE BROWMC ¥ DE LOS DOBLES eMLACES C-C



ESQUEMA 6.4

MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA EL COMPUESTO IV

202

/e = 454 - 452 - 450 mie = 423 - 421 - 419 ®
(s)

. Br ‘Ol‘* Br o, =
ANAARRNNAANAAY  —» AAARQARQNANS +CHL:
Br

B w (-1e9)
Br 0 Br o
ANANAARARNANAY  —> WQ;{WVV\)\O’ 1
1Br:
Br l
o

mie = 372 - 370 o
Br + o Br
2@ [/\/\AM/\N\/KC/] 2 ANANARARANNNAAY ¢ n®
M/ X i
—_— /\/\M&/\/\W +1Br.
1Br1 @ l -
¥
+ -
je =242 244 Br 0
e X ”"G/\/\/\&\o\/ +@/\/\)\0/
2@ + /\/\/IW -
N mle = 163 ®
Br. + /\/\/W
Q

769 +
ar

mie =314 - 316 O +1e@
* NS
W = ARANANAA *

t
Il
1
n
b
<
0
-
il
-
[
]
-
O
]
i
m
w

TESTAESTRULTURA MUESTRA LA BUS CI2N MAS PRCRAAR E TE U D5 AT TLS



ESQUEMA 6.5
MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA EL COMPUESTO V

203

mie =450 -452- 454 mfe = 423 -421 - 419

Br |6+ Br 20 —
. /\/\M\/\/\/\)J\o/ _— /\/\/\ﬂ\é\/\/\/\/’ * oo

By

vV (-1eD

Br o H Br
/\M\N\/\/\/\/\O/ “«— /\/’\M/\/\/\/\}\O/ +iBr
(x| ¢
3

mie =372 -370
28 + [M+ +H°
' Br o Br o
AANAAAAAANAAN
NW\W “«— %
mie = 330 - 328 Br l o

Br o) +
262, [\\A/\/\/W\/\o/] ¢ W\/\/\/\/\/\Oﬁ@/\
.

mia = 249 o

®
5 AAANNNANA

mle = 372 -370 -':' o mie = 291

[
o

1Br + /\/\W

TESTAESTRUCTURA MUESTRA LA POSICION MAS PROBABLE DE LOS ATOMGS DE BROMO ¥ DE LOB DOBLES ENLACES C-C
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ESQUEMA 6.6

MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA EL COMPUESTO VI

-+
1Bri 0 . 0]
. /\/\/\Y/\y/\/\/\/\/\o/ — /W\/WVM/+ Br
Br H Br
vl (-1e"}

mie = 294 o —
. - AN NANAANAGS
= /4 74
W\N\/\o/ « b4

* mie = 372 - 370 .
10 Lo,
/\/\W\/_//\/\/\/\/\o/ —p /\/\W\{&\/\/\/\/’ + CHy0:
Br Br
mie =177 176
Q s}
SNANANNNANS e AN, NAANAAY
1Brl 18r1
&
H o ® o
1)- ANANPIANANANAGS
ANANNANNAAs  WHy NS
@ 2Q1t1e @

*ESTA ESTRUCTURA MUESTRA LA POSICION MAS FROBABLE DE LOS ATOMCS DE BROMO Y UEL TRIPLE ENLACEC- O



ESQUEMA 6.7

MECANISMO DE FRAGMENTACION PRORPUESTO PARA EL COMPUESTO VI

205

Br o By <
*/\./\/\AE(\/\/\/\/\/ —  AANAAANANANAL
I.II ®
VI (-12%) - H® 21

mie = 343 - 241

B e - 5 108
ANANAANANS &8 AANAAANANA 28

mie = 283

Wl o ] =
/\/\/\AA/\/\/\/KO/ — /\/W\M\MO/ . &
H

Er o H & o]
/\/\/\/\/\/\/\/\/\y/ -—— /\/\/\/M/\/\/\Aj/
@ &

- @)@ 1%

mie =217 - 215

L]
YErL o
AN L ANAALS —— e

mfe = 205 - 203

1e‘al

mfe = 251 - 249
2]

1By
1

239 + M/

TESTA CSTRUCT LRAMUESTRA LA POSICION AL PROBAGLE DEL ATOMC DE BROMO ¥ DE LO5 DOBLES ENLACES C -
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ESQUEMA 6.8
MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA LOS COMPUESTOS VIl Y IX

Br Br e]
W — N

1Brl
VIl 1e9)
{1 H@iz)‘l e
mle =293 o ;é"ﬂ 4]
/\/\&/%/{/\/\/\/\o/ «— AANAAANANANANNAY .20
rmie = 343 - 341 +

Br |'+ Br d'

% -
A —  ANARNANNANANS s

mie = 251249
- +
&) g B o
/\/\/%/\/\/\/\/\)\o/ —» NN ¢ '\/\/\/\/‘\c/
Br Br
1 eel
mfe = 205 - 203
AANANe 12
ar
mie = 217 - 215 15 o
1

Br Q
: \/\/\—:/\/\/\/\/\)\o/ —— - WISMA FRAGMENTACION QUE EL COMPUESTO WMl
12ri
o

O CUANGUIER DTRO DIASTERIISOMERC DEL COMPUESTO VI

X 1)

TESTAESYRUC TURA MUESTRA LA BOSHOGHe Mea3 PROBABLE Dk LOE ATONMOS Lk BROMO ¥ DEL DO8BLE EMLACZ C-C



ESQUEMA 6.9
MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA EL COMPUESTO X
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Br o Br O
— AAAANRANANAAS

[1=24]
-+

X (-1e9)
M-ua®(@1e9

[9,10-DIEROWMO OCTADECANOQATO DE METILO)

mie = 295 o & Bn 0
/\/\/\/v&)\/\/\/\)\O/ - /\/\/\/\//l\/\/\/\)\o/ﬂ 2¢°
H
{)- n@lm 1e@
mle = 263

10+ /:d
A/\,M/\/M/ - /\/\/\/\/é\/\/\/\/ + CHZO

mie = 345 - 343

Br J¢-+ Br ,‘;0\
AAANANANAAN,  — B ANANANANANNS s ohisp

mie = 207 - 205
BY O

Br {i)
NWO/ —— AN, - AANANA G
Bn lgrl

mie =219 . 217

B o /\/\/\/\\/Iﬁn Q
ANANAANANAAN  — N .B(\/\/\/\of
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ESQUEMA 6.10

MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA EL COMPUESTO Xl

Br O H Br o
’ /\/\/W\/‘\/\/\/\o/ —> /\/\/\/\/‘\/\/\/\Ao/ + [Br-
8r Br Yogy
Xl ¢10) {)- H@lu” @
8r 0 - Br O
NWWO/ < Br- /\/‘\M\/\/\/\/v\o/ +2e9
1Byl

1) - H®l(2}1 2

me=370-372

IBry 0
ANARNANNANANG 4 260
Br 0
AN AINAANNANAAY —» /\/\/\\\'{'+ W
Br l‘Bji r 1+ri

mle = 189 . 191

W +2e2

Br
lﬁ*” o mfe = 281 o
ANANAANAAAGS — /\/\M/\/\/\)KO/ +18r-
I
H
- H@lﬂl‘l 2
mie = 259 « .
//0+ : N A iy
- CH, 8-
DN {/ ~—— 74

CESTA ESTRUCTURA MUESTRA LA POSICION MAS PRCBABLE DE LOS ATOMOS DE BROMO Y DEL DOBLE ENLACE S -C
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ESQUEMA 6.11
MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA LOS COMPUESTOS Xii Y Xl

Br Q H Br [u] _
. /\/\(/\/W\/\/\/\o/ —- /\WAM/\O/ t IBr
iB+rl Br Br
XIl (1.2} M. H®l{2)1 e
mle= 373 -371
Br 0O _ ar Q
/\/\M/\/\N\Ao/ __‘__B:r_ /\/\/\M/\/\/\Ao/i-Zea
X @® 181
e
mie =373 -371 mie=370-372 .
Br lu] - H@ 1Brl 0O
v =
/\W\/\/\/‘\O/ - M ANANAANAANAAN S +2¢
(21 e”
= mie = 281
mfe = 259 /+0\ ® a
ANAPNIANAST 88 NP+ i
21e® H
(3j-CH,B-
mfe s 373 - 371
+
A A RN /\/\J\A//E‘\r/\/\/\/lio/ 268
-
NW\W/\/\M n €
{1 e
n_'u'e =341-339 +o‘
o 2
/\/\AM/\/\/\/ + CH.O*
mfe =177 - 175
Br 0: y . Br ©
— 26
Y —= AN+ \/\/\/\/\/”\o/ *
Byl Br =14 Br
+*
Br O
" / —'—P MISMA FRAGMENTACION QUE EL. COMPUESTO Xil
IBr], Br
0 ALGUN OTRO DIASTERQISCMERD DEL COMPUESTO XII
X

TESTAESTRUCTURA MUESTRA La POSICION MAS PROBABLE (3F ;.03 ATOMOS DE BROMO Y DEL DORBLT ERNLACE C-C
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ESQUEMA 6.12

MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTO PARA EL COMPUESTG XIV

mte = B37 - 535 - 533 - 531

’
Bri g o

ANANANNANAYp ANAANAANAAAS

8 Br H Br Br

XV (145
-H ) 16°

mie = 455 - 453 - 451
. H Br o & Br "
AAAAAANAARS L AN 0

® 5 I1Brl By

+

M-+ @) 1°
mie =423 -421 - 419

Br 0O+ B /,d+ -
269, /WM/ — /\/\/W/\/\/\/ +CHLQ-
Br Br
tmfe = 373 - 371
Br 0 er G
/\/\W/\/\/\)’\O S — /\/\0\0}9/\/\/\/\)\@/
1351

=5 Q Br o]

ANAAANANAS 4—— AALAAAAAANS - ér
o

lfe(-:)

mie = 291 o

AN AANAG




ESQUEMA 6.13

MECANISMO DE FRAGMENTACION PROPUESTC PARA EL COMPUESTO XV

211

o 0+

N
« ANANIANAANA o AANARANINANAARGS 420
Br Br
Xv
N L mie = 343 - 344 &
/\/\/W\/\/\/\)Ko/ /\/W\]/V\/\/\/"* son,d
Br
Br
Q
e /t1=®_—‘> A N / +2a
Br tErf
4
o mfe = 283 o
/\/\/WQ'/\/\/\)KO/ — WM/ +iBr
1Br!
i
mie = 293 H °
N 1
AANARANANAA —> N of + H®
@

mie = 261
WO+ x

(8]
/, -
DASAY / R NS “T  +oyD

TESTA ESTRUCTURA MUESTRA LA POSICION MAS FROBABLE DEL ATOMO DE BROMO ¥ DE LCS DOBLES ENLACES C -4
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Spectral Overlay Report

Q0
\Wavelength {nm)
: o ESPECTROS UV DEL OMB (EN TRES PUNTOS)
(CLAR VARIAN)

FIGURA No. 6.28

“No. Name PuP (nm) R {min) Spectrum Type Correction Filename
1 OLEATO BROMADO
' 206.107 10.014 Upslope AVBOBD.RUN
2 OLEATO BRCMADO ‘
206,292 10.414 Peak Apex AVEOS0.RUN
3 OLEATO BROMADO
205855 10.930 Downslope AVBOE0.RUN
190 367 {Norm fi
I W 90%
{eo%
L {70%
- {60%
L 4150%
L 443%
- 130%
F 120%
3 4 10%
_ -L { . |1 N N . i, ) i 1 | N | ) I TR T W | l IR T S S | P 1 1t o)1 1 3 ) % t |
K ‘225 1250 275 300 '325 350
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R ——

Speciral Overlay Report
No. Name PuP (hm) tR {min} Spectrum Type Correction Filepame
1 LINGLEATO BROMA
204.991 8.491 Upslopa AVBO7Z RUN
2 LINOLEATO BROMA
205,536 89588 Peak Apex AVBOTZ RUN
3 LINCLEATO BROMA
205977 5.425 Downslope "AVBO72.RUN
180 287 ﬁmrm!-
190%
L - 60%
L J 70%
] {e0%
) 150%
L —40%
L J 3%
L 4 20%
L -~ 10%
]
H - NG Y N R S S S R S R W S Y W T A
200 225 250 275 300 325 350
Wavelength (nm)

ESPECTROS UV DEL LMB (EN TRES PUNTOS)
(CLAR VARIAN)
FIGURA No. 6.29
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Spectral Overlay Report

No. Name PuP {nm) tR {min} Spectrum Type Caorrection Filename
1 ACEITE MAIZ BROM
200.446 10.807 Upslope AVBO71.RUN
2 ACEITE MAIZ BROM
208.194 11.255% Peak Apex AVBOT1.RUN
3 ACEITE MAIZ BROM
196.171 11.993 Downslope AVBO71.RUN
180 Norm
J a0%
- 80%
470%
- 60%
50%
1
440%
<+ 30%
- 20%
1 10%
- 4—'_‘*“-—_.—_—-—-—-‘--\__.-—-_—-\...._,"——/
) LT G U AN (NN TR A TN S AN AN (N SN NN B SN SN SN N DS S R S | ) I T T S |
200 225 ‘250 275 '200 325 350
Waveiength (nim)
FESPECTHROS JY N TRES SUTOS: DEL P DL DS ESTERES METILCOS DEL AR
COM AN AR PSSO DE RE VSR I LOF 0 DT TRNC S T OME D AR VAR
FIGURA No.8.30




e’ 2.2

Spectral Qverlay Report

No. Name PuP (nrn) 1R {min} Spectrum Type Correction Filename
1 . ACEITEMAIZ BROM
165,169 8.460 Upslope AVBOT1.RUN
2 ACGEITE MAIZ BROM
196,049 £.884 Peak Apax AVBO71.RUN
3 ACEITE MAIZ BROM
197.378 9.382 Downsiope AVBOTI.RUN
367 |Nprmy
: o%
1 8h
17k
- 60%4
45006
A 4(‘6
1 30#6
Laok
b 10*
).—_ 1
L SIS T TN S D Y TN B AN Y SO S A B I B
200 250 275 "300 225 “T350
Waveleagth {nm)

ESPECTROS W BN TRES PUNTOS) CEL PICC DE LOS ESTERES METILICOS DEL ABM
CONSIMILAR TIEMPO DE RETENCION QUE EL PICC PRINGIPAL DEL LMB (CLAR VARIAM]

FIGURA No. 6.1




245

NYAAS I 2

££°9 "ON VHNoid

BTN TS - - S R SR TNt T

Q0%070

=
2
1. - i
. = »
i
| -
# I Wilbe -
) : My » \HLIWTSASA DS ) HAILI30Y GOMI3M —
i3 WEIYISASMIIDANED BYsg v T ¥ SRETITNT MW NBLEDATN
i m AMDLITYID AL d3H AT WUHD Ky

¢0Z0'0 0008°0

Q0¥0°0

32UeqA0BqY

o




246

aaueqaosqgy

000571

00000

0005°0

0000 °1

00°5

£€°0 0N ¥HODIS
TR OT T DN TS B -

WD

HANNY

AHLANTSASAIT09 2D
\W1Y0TSASAAG Y brg 1 o1 oy
ABOLITWIO  3dAL d3Y AT1 NYHD

LLEIREN
LISZITFT Yib0  NOLLD3TYN

ELLL

QDHI

[0}

00z

060

00000

0005°0

0000°1

000%°1

FouURqJOEgY

pEre




2L

L
2IUrqQLOsqQyY
6001°0 0ot tn AL 00010 00009
bbbyl 00°'C
Iy
] Y
— R
%
= S
sk c
n tn =
S 3 © g
285 T
S 83 "
£5a - e |2 3
L o ::) i
G o )
=5 <
L &
= i3
- [
o B
- _J
a tz.l - -
=5 E .
e B4”
£2a ™ 007!
2Eg "'1l_
=8
5=
g L
3
= i
ETY
- )
-
| I M M R ERE SR U T T | IR St AN 00"
{ooy'o 000t o poaZ 0 ¢oot'o 00000
BIueqIoBaY o




248

0000°0

064170

D000

Q008"

00"

. TNCA: A .

S9N YHNOIL

BERLEF I {3+ O TR TAT S B NN Lot AT BRI L)

[

=

(=]
l

C ek
-
—t

ey’

—
-
o
0o
—
-
i
s

£

ABLIMISAGA0aN T
WIMGISASVI0aV:y Brag 1 1 W
AHD123¥13  3dAL d3¥ AT KYHD

60°¢

00°0

48315308 QOHLIM

PSERAGYL wiND
ELLL]

HOLLO3TH

BIURQIOS Y




249

asueqiosgy
095970 00401
| L el .
n'___..'-'" 3
®t 3
- Y
—y =
i,
(17 s
502 S
el
- ¢
T =
P
. K
P
u O
ST
qLtt o1 ;
l
| T T T T T Y T T
00900 LA 202670 000"
SoueqJloaqy _
WHLIMISASATI0N 1D WA oML
\VWIVDIEAS\EI00:T M0 1 1 ¢ ISRI00vD wivg  NOHIDITIN
AHOLIYIN JJAL g3Y AJTAWHD 3NN 0




Utilities Gperations

GOLDUS18

ae MRt M SRR b £ o Rt O3 S bbby BAOARS A b e R b s s

B 10446 — T 41+ 3,
02 141004486 —— .44~ 3

SCAN  GRAPHICS

Nove:narker:to:desired savelength: then’l'élem to uﬂmuzs -

i O3 14109446 =-= 3.43- 3.5¢

.45

.‘ ........... PR R T T e e e e
. . . . . . . B . .

) H 1 } 3

¥ Corvelation Coeff |

Wavelength: 228

...............

1, 2 0.99%626

1, 3 8.9971
2, 3 8.9976

ESPECTROS UV DEL OMB (EN TRES PUNTOS
DEL PICOC CON t, - 3.48 min) (CLAR BECKMAN)

FIGURA No.6.37




[y H]

-

Utilities (Operations

Bt 14100446 —~— 3. 46- 3,45
T2 1400446 =— 3.94- 3.98

-

I8 dewelimd Sns o fin ol

{ 1 3 i g
Corvelation Coaeff §
1, 2 8,86931¢

.
,J )
e TN T oS S P 1

ESPECTROS UV DE DOS COMPONENTES

DEL OMB (CLAR BECKMAN)

FIGURA No, 6,38




252

thilities Operations

G0LVat8

D3 4100448 —-— 3 4- 3.4

M1 o14101852 —— 2.86- 2.3
02 14074354 —— 3.0%- 3.18

(287 1 Mmelized Scas

Tk “”?t ”'5 &

i

L10
L3

U

: Lorrelalion CaeFF
1, 2 0.997729 E

1,3 8,994241
2,

8.99%138

3
4
4
4

ESPECTROS UV UE LOS COMPONENTES PRINCIPALES

DL OME LMEB Y LNME & LAR BECEMAN)

FIGURA No. 6.35%




Utilities Operations

GOLbvate

B 14094354 -=— 3 .6C- 3. 9%
D2 14100446 —— 3.94- 3_5%

| B )| Koewolizd Seans

03 14451852 —-=~ 3 .92~ 3.35

T i
Correlation Coaff

342000 4

[RS—

260 z5¢ a: auo

ﬁﬁ
AT I e

1, 2 8.997504

i, 3 8.943819
2, 3 8.938243

Led O i
-
e e S

ESPECTROS UV DEL COMPO
CTOMT . 3985 mun DEL OMEB LMB Y .
CoLAR BECKMANY

F’fGUF"J No. 8.40

NENTE
HNWE




254

Utilities Operations GOLD1A

SCAN  GRAPHICS

34310 X g f byt isaL wh7y A en. e

Wt 14100446 —— 346~ 3.48 02 vet1i243 =~~~ 2.28- 3.30
Oz 400448 —— 334 3,95 04 1442818 —— {.¥5- 2.02

:::::::::::::] Norwalized Scans

0.869311

ESPZCTROS UV DE DOS COMPONENTES CELOME Y !

UE LOS COMPOMENTES PRINCIPALES DEL QM Y LM i
(CLAR BECKMANY i

{ FIGURA No. 6.4 J

ﬂwemﬂw u&uﬂﬂmwhmthnmhmemﬂmmuﬁTﬁummﬁwwmm

1,3 8.681154
o e, 3 8612308
Tr=3.94 (DBEM)
= S N .‘_“__ i ;_,____’_ Ir 4 B.653948
oM A S T T T 2,4 "
; E0¢. 000 342,000
, & B.164%5 |
| L Ly I 7 [ T HRIALIZE [Rﬁ:nuji umlmgth 2§




255

o
Y3 ON YdNOld
A7 130 2, NS OHEDIED
b oy or k| o8 oot G2t ort Gat
L U RS ST I IS SEr N BV I B N S SNNURY AT AT T ST SN AT AT T SN S VRTINS NN ST ST 2L A AL UL B AT B N VAT A N TN U P L A I DS A 2 T A AT SR BN TSN B BT U

..:; ,...,,a..u_.@.,;_.,{:., A 3%,?&,. N\ J.?%iiﬁ. iy e M N e 1 o S N AT L A A A i et M A
_ 2 .m |

| I

e

€130 @

‘_

|
H-12- ] . o a5e 003°¢ LYTD NOILYXYTRE
: Ang 2OYCe SWEL MAILISCOGIY
t L1d¥ ¥2IM2EL . . - K 0700067 HIOTH TYHLDF<E
W BEHTRC AINTADIEA
Lt ET2 JAVISED

TeTALND W wImATIEUL L7 ' —_ apewban GLEINM BB Eikeoutt




256

Ll
]

L9 ON WHMNO
WA SO H RN OMLDEAT

- , I P
e x,.,__fﬁ 100
Sosl fal My A S
GU=rLSS b EEHRduy

X mmn Bus &g2
~

Lh B OMOF HiQIr Mol
Idn BFETEER MTLET" -
ELA- AL

TR'E

e3TEEAD 3k OIRALIRUE g opEmDUg @113 26 DieRT




257

g

FP8ON YHNOIA
Wb ) WHLG TN VT AU o M O8 Lo3as3

6¥TIZ°9L 9T{6°ET 534
Tva8°zL £e90°+T 95
BLL6 €L L99E"TT LS
19:6°92 L6RY°TT 99
or o 898729 zTae'TT 85
A DV PRI BV SR 6276017 POLTPE | 4]
. BovE6 8 8ZLYST ES
) '9LE6°GY GLET L2 44
PG99y 88¥LTLT 15
COZT 0E £ATY LT 05
90GLTEG 6LTS"LEZ 6F
LETY LG PBL9TLE ar
596°59 SarLtLe L
L00°TH T8v¥S°BT 9r
6488 TTLL B 14
Y1 6PZE° BT b
LGZT L0 B¥ZT'6LZ [
TE¥6°GS £9B1°62 Tr
., SOTL"L6  Z9BZ KT ¥
Crea°GF GHEE5C°62 oF
168 81 160%°6Z 18
PTI9L"ZS  LB8-0€ 8t
vacs6°2  £g0t1°T1C LE
90041 E€TEY'TE ot
(XA 11T 4 2=F/ 4% s€
54T 0V ravrg 1t ve
986G ¢TI PEGEE £e
£9v6° 0% G168 "Lk Z¢
ZTT QS ESYO'¥PE 1t
LZgy 85 T16L'PC og
Ir89°8s  rELLTSE 62
£o5Zz6T LoGY"SL 87
’ 9EG0"9f  BYLPTOE Lz
LA-1:3:a 0 stl°s6E 9z
6Z9T ET (LT Tv 57
SS85°91 L9zl ¥z
ZE6L°BL T8T10°S5 £e
ZE¥'GHo ggro' Lo zT
L6892 6¥6T L9 1z
YEGLEY  F989° 8% 0T
OBLS'EE  £98L°BS 61
GBLPTOT 7986° 95 8T
281566 STO1°65 LT
£969°9F BZ95°6E ST
tS509°9F bprLbO"6S &1
£RIUTA 2T IUTL WOIL1$INDOY JHLOL GE6L 0L TOOO'Z9 vt
e e NS TPOTOY  iS9d°BY  £I
su15530084 4Lyd G8Z0°PF  TLL9T92 [
WOTLESIN®3Y woISId3ad 33gned fZIS LY GBEED"LL 1T
031670004 ATZLIEN GLEZT"ZF BEZEGLL ot
NG ATSMONNILYGs 431400330 168:8°R 676 PZT e
T oEInes Mg ZS9T0°6  SL0°5ZT g
#53 SUOTLILIAIY “OM PSBIGE L E8'LTT L
*a tBap g-57 3FNLEXILUIL ETS50"8 GG LET ]
s oot LA MERITE  bTeyie  gssiazT
26 res- $86C8°9 GSH CET IS
mo e s £ocpe’y  sevrerT
THY GRFCSL ASMINGIAS TbTG 02 | T LT z
£r: dnEasee ZELTCIL | ZIBTELT 1
A voicd] et -




258

g

L84l

§%°3 TON VHNOH
WM LML Y D00 NI O LD TdS

25° 1
Eite

wdd 1

—_— .

————

L

TepRalE 3 3ure WOILXISINGAM wlol
B3t2E 3ZIS L

28F 39878 7734 LS
ONIS5II0xe Hiwd
YeILISTNYAY NOISTZ3Xd 178199
2C SKOTLii3432 *eN

*2 "Bem g-gf JEOUUNTOHIL
ek C'x RIGTA Fsofd

ART AMEC? AWTAG WOTLUAWTIR
5% php-f IUIL wellISInead
TH e sefb HEdla kALI34S
AU BPECAET ANNINDINI

TH Anx35A0

a94Y




259

o —— =
SY°LTON YUNDIS
W e WHETTITIN YT A0 T MW D LD L1583
wdd o2 or 2] ee g8l o2l ort 291
PP VRT U BT WU TN S ST ST S T T S VA N S Y i [ | — e FEE| P SR | AP T N M B |

1
BLTE' %4 S106°CL EY
PLDL0L tovg 11
GERBS ivegore o
fA4.tak |4 LERY'TL &5
9808 LEBETTE Lol
fes-aln [&TL Y L5
6¥918°8 yael-cr "%
TLrl'EY BEPT LT 5
LELL 1 tevrLl e
rELE BT TP LT e
TETE 5% s ot i<
LIS L8 11 TOTL" el TS

L LTRT e BESL™ZD os
gfrera L{a -0 Ay
LOCs LL L1 33d 11 ey
G99 LT GLBETRT Lk
({1l $us0’ 4T ar
FAs-Lan-1] PITL ST Lr
£066° 0K

sOyNUIE $1T IWIL WOILISINGOY THLo)
9E859 I2IS ud

T oecf oNINI(Esey NI
INISs3209d WIWA

WRIEISINA2Y WOISIVIae 174an0g
g2L8INdoK STZLTHA

MO ATSNONMLIINGI 331402
T+ A3hdd HOIH

™ JdneIde

09l SWelilrigda ‘ok

=y *Brp 9752 Janieaddiil
asER 2E HIQLA 1504

sec apgte AN HOILYADIIE
aus pe9e IWIL NEILISINBAH
S $EE8ST HATIA THXLSTIE
IHK B2 Sl AJNINGXES

£12 3na2$0

nd ay

e L]
A3 rwusaur




260

T

LF 8 TON YANONd
WY T VRSO Y T H, NN OdLTesT

114 [ A%
'l BTN E1 ]
~—r 4 ———— r —— il L l
wid T 2 C 3 < L
JE—— . 1 P | N B . L — I L " . _— s
mefx\;t\ T
_—— l[\\|]| —_—
'
—

¥PIDLN b UL WOILISINGDY wind
19420 3215 !4

% L6080 1139 INgs
DH1STI24NL vl

HOTHESINROY WOI519334 318000
3 3WOLLTLI4IT oW

*0 Bep grag 3IMvAINTL
SRR £°1 MIQIf 350

AT 22472 AKIZ NOILWrEaly
6% peE"C IWIL MGILISINDAY
TH eTeedr KIOIR THALITIS
THU FrO°E5T AIHINDTAS
IH 20u3SAT
naty




261

BP9 ON vnoid
R T RN ok

wely mep R

AL

rase &9 21T 084 L1
LR LUREFS ¥rLL ZE 113

IST1] Lals'TT 8

&9t Lol LITLrE 96

rowTZoH
SSEGTTF
tivt-ar
[TSIaT
[
€8 9%
Lin'sY
Y0 IR
3N

[8GL %A

M teINUTE 4 yuTL NOTLIISINGdY Wiog
A3 95399 3218 L4
1 IH 8°C JUINITHOAE INIT
a1 TNIS53064¢ ik
o WOTLISINGDY WOIs1934d 3l8n0d
o1 4318 MASK $T2LI8A
ke HO ATSHOMMLLMOS E20d00320
<l t+ §In0d HYIH
1] TH T30 79
81 #ft SHETLTLILIY "OK
"o "Pap 4757 JANLWAIGUIL
ae€n oy yiQIN 357N

28% Apa e AYIIG WOIIOXETIN
%% paet e INLL WOILISINmow
B $TZESLT KIOTH TEEIDI6E
THU B2FCSL AIHINIRL

£T3 2023580

Qs

Fanmwnaren

Z




262

wod

TR I e

B9 'ON YYNDIL

hih 1

AN

T2

Prynuie & SNLL NOILISINGIY Twiol
TYL2E 3ITS L

385 4364 Y3 INIS
THTL5]5024 wivd

NOILI$INbdY Wolfladdd Jibnd
+3 SMOILLA3dTH “oM

*a Mep e IWNLYEIMIL
Ietn g0 HLQTH J5TINA

Wt pre T ABTI0 WOLLUXEIIY
*rr gz g FLL WOTLISINADY
TR preaar HIDIA MELHISS
THR BrBTB82 ATHINEIHS

T In¥3sae

CEX L]




263

{59 TON VNS A
PR A PR PRV s e LV I E T I O b I f o
8 L
2 [ H4 5
_-__un [ ! 1 ! ) 1 " : 1 PR 1 P I R S |

_
T

sHyRvtE T JUTL NOTIISINGSN Tyiol
P9L2C 3218 L4

3T 85t 1739 INIS
SNISS3908d WINQ
NOILISINDDY HOISIA3a4 379000
& SHOILTLILIN “olf

=3 *5ep a-pg InpuFaguaL
(PR gt RIQIN 35nd

2T S2p°2 AMTIO0 WOTLEXYITZ
33% 404F JULL WOTLISINROH
TH et e0eF MLOLA THULIILS
INU EFEES2 AMNINSTINS
TH INAISH0
5y ®se.x¥ONCIQ guR3




ol

e

@z

i

LG9 TON YYD
B9 wdlETed v 30 H MWHLC BA338E3

y _E

Q9 28 aT o2t

Aot A 4

i

BATRUIN y JUIE WOTLISINGIY IWLOL
JE559 3218 L2

IH 4t ORINIgeadg JNIT
SHTS5320H4 WLEg

ALTLISINA Y HOISIoM4 374noe
GILKINGON BTZLEN

W4 AISR0ANT DY X340
Tr 23nd4 HOIH

1% 114n0330

WbE SHOLLILT4AA “ON

*3 BB ¢°52 3ANLUANTL
e Lty NLAIA 3870

Y R8T NG ROILVRUIIY
APT pE3CA JUIL WOLLYSINOAM
IN yrzersf HiaTA WAL 3348
WM BZFTSL ASNINAINL

£12 InaIsty

togedl




265

VTR TN

C5'Y ON YFdNDid
W Gy 59 MY Y30 D NN DM 2T L

wdd 62 a¥ es ag get 821 art ea1
[ I PR B TR | U RTINS i | R R | TS NP RPN IS B S T S E S AP R S T I SRR [P T T U S S SR T A TSP S RS Sy i |
e .
Nikiiiag WURY o T ,ﬂéj L i Y T
1080768 S606°ET zy
9T6E 69 6L%0°FT v .
i 8T L8 L99C 2T oY
92T5° 19 Zgg Tz -39
g°L0T LTITLPE 8g
Talv &E GOGT LT Le
BIZT ¥9 S95T° LT ST
LEZGEE CLEr Lt 5¢
88LE" 54 £Lea AT vE
arar co C96L° AT £t
9688 C8 855682 43
TZT59°08 TTLL° 82 ¢
TZ8" b91 606" BT og
FAD S -RA- ] 4560 58¢ 6%
166G ¢c8 ¥ZET°62 8z
CO0BY SE GEEC 6T LE
' 8OOV ED 26062 9%
81'gLT 8912'6¢C sZ
669702 L8 0C vz
LLTLTGS GT9L"1E £z
9Tck 5L Trs8° 1t (4
TE€E80'ZA £ZT6°CE 1z
88{r aq QLOPE oz
0 A 908 vE 6T
2962 1% T90F*§€ 8T
EGTV GG 528k 9L LT
£e99°5¢C SeTE" 1Y ot
hige e CBL9°ZF ST
8L0F°bS 1610°8G vl
, 5429796 86%0° 4G ct TR L e e o
1€60°GE GLTE LG [ TH B*E DAIHION0E3 31N
_ 3 S ] TLTL  BS 11 ONIS5300%d YI6g
29625 TLTB"8G 8t zoruﬂsg.zoﬂwmmwwﬁuﬂ
1rETEY L8197 65 6 g3.v
BL6L°0G £T0L*6BG B No ATIS00NRIANCGD 3374R0234
SEEL 59 6LG0 29 ‘ B oana
RN - o BpEma
gry stz TLLst 2L 8 astn g 4p RIGDA 35704
996" 95T L ¥ ) .
gstrzez 6zzb Ll < aev o030 ouIs woTiisinese
EGTS LT 93" ZLT z ZH +-26647 HLOTA ME2i23ds
L89T°5¢ L0 CLT T THU 42¢ 4L ADWINGINS
A3sueauT wdd pex3 xepuyT o .n-;-n.-ummwausuwwmw




266

£5°G "ON YHNDId
HLE AN €130 H, NIvY DHIGESS3

L £e's
e 29 LIR ]
._Illlrul: . [:III._IJ — d— 1 F L i |
wdd H 2 £ 3 S g &
: a1 e ] P S S W N | TR IS T S T T T |
T

s
E‘EI\\\HE

EWOUIN 5 OWIL WEIATEINGAY L6l
BOL2E 3114 L4
SR roate 1134 INIS
oyiss3200d BlEQ
KoZELSENROY Ko15123a¢ 174000
9 SKP1I1ITMNY AN
*a Ep grer JANLPATENIL
M g3 WIOIN 35104
INE BHRT2 APTIC HOTIHXYNLY
204 ppeE IWIL KOT1ISiNATN
B g obdr R1OIN THALII4S
IHH Frg 862 AQHI(N2Z 3
TH IATISA0
[ %3 39




