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El plan de trabajo fijado consistio en el estudio de

los lipidos obtenidos a partir de los "expellers" de algo-

dén de produccidén nacional con especial referencia a la de

terminacion de componentes ciclopropenoicos.

La réalizacion del trabajo se llevo a cabo de acuerdo

al siguiente esquema:

l.- Extraccion de lipidos

Se encontro conveniente aislar grandes grupos de lip;

dos y materiales vinculados por solubilidad, procediendo

luego por adaptacion de técnicas de valoracidn a la deter-

minacion

de sus concentraciones en dcidos ciclopropenoicos.

Se decidid:

a.- Agotar el "expeller" con hidrocarburos (hexano téc

nico). El extracto fundamentalmente constituido
por glicéridos o aceite residual, forma la mayor

parte de los lipidos residuales del "expeller".

Reextraer la harina resultante con éter etilico.
El extracto estd constituido principalmente por

pigmentos, fosfatidos y glicéridos.

Extraccion de la harina resultante del proceso b,

con mezcla de solventes (ClBCH:CH3

vocar la rotura de glandulas que contienen pigmen-

OH:H20) para pro

tos y aislamiento de los lipidos y materiales vin-

culados liberados en este proceso. El extracto esta

N
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formado principalmente por pizmentos y fosfatidos

d.- Demostracidén de la existencia de lipidos residua-
les en la harina resultante del proceso c median-
te una drdstica saponificacidn que conduce el ais
lamiento de una mezcla de dcidos grasos e insapo-

nificable.

2.- Adaptacién a escala semi-micro de la valoracidn de &ci-
dos ciclopropenoicos con reactivo Durbetaki

Todas las determinaciones de acidos ciclopropenoicos
en los extractos obtenidos por hexano, éter etilico y mez-
cla ClBCH:CHBOH:HZO se han logrado por valoracion en medio

no acuoso con acido bromhidrico. El método empleado es el

de Harris, Magne y Skau que fué verificado en reproducibi-

lidad y sensibilidad en aceites de algodon refinados y cru
dos de extraccion. Debido a la cantidad de muestra necesa-
ria para la aplicacion de esta macro-técnica, se vid la ne
cesidad de adaptarla a cantidades diez veces menores. Ello
se logrdé a través de una técnica semi-micro que ha sido de
bidamente probada, con las mismas exigencias de reproduci-

bilidad y sensibilidad.

3.~ Contenido en dcido ciclopropenoico del "expeller"

Aplicando la técnica de valoracion semi-micro adopta-
da a las fracciones aisladas por extraccidn con hexano, éter
etilico y mezcla ClBCH:CHBOH:Hzo y operando sobre ésteres
metilicos obtenidos por metanolisis debidamente liberados

de interferentes por percolacidn a través de alumina acti-
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-vada se han obtenido los contenidos en &cidos cicloprope-
noicos de cada extracto, que referidos a % de "expeller"
de partida (teniendo en cuenta los rendimientos de éste en

cada extracto), figuran en el siguiente cuadro:

Acidos ciclopropenoicos en distintos extractos de un "expeller"

de algodon. Contenido total en dcidos ciclopropenoicos

Extracto % de Acido malvalico
en "expeller” % extracto | % "expeller"
= .
Hexano 10,09 0,260 0,026
Ster etilico 0,22 0,067 0, 00015
gizgé?CH3OH:H20 | 0,88 | 0,015 0,00013

Este cuadro muestra que el 98,9% del dcido malvalico
total del "expeller" procede de extracto en hexano, funda-
mentalmente constituido por glicéridos, o sea, por aceite

residual.

4.- Composiciones acidicas

Han sido examinados por CGL en sus composiciones aci-
dicas los ésteres metilicos de los dcidos totales conteni-
dos en cada extractivo libres de insaponificable. Se pudo

establecer:

a.- Que la composicidn acidica (% de acidos totales)
del extractivo en hexano (aceite residual seminal)

presenta valores caracteristicos de aceite de se-
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-milla de algoddn de producciodn nacional. La CGL
seflala ademds vestigios de dcido heptadecanoico

y de un acido, cuyo tiempo de retencidn para el
éster metilico es andlogo al del nonadecenocato de
metilo. Este componente que persiste por hidroge-
nacion es probablemente acido dihidroesterculico

(mencionado en la literatura como tal).

Que las composiciones acidicas de los extractivos
en éter etilico y mezcla ClBCH:CH3OH:H20 presentan
los mismos componentes que el extractivo en hexa-
no, con algunas variaciones de concentracion (me-
nores contenidos en acido linoleico y mayores de
palmitico). Ademds vestigios de dcidos ldurico,
pentadecanoico, heptadecanoico, heptadecenoico,

dihidroestercilico y dcidos saturados en 020 a 024.

Que los dcidos totales separados por saponificacidn

de la harina residual del tratamiento con ClBCH:CHBOH:Hzo
son los de menores valores en acido linoleico con-
teniendo ademds, alrededor de 1%, de dcido octade-

catrienoico.

Por adecuada combinacidén de la destilacion fraccig
nada en vacio de los ésteres metilicos de los dci-
dos totales libres de insaponificable del extrac-

tivo en hexano y CGL de cada fraccion de destila-

cidén, se ha establecido la composicidn acidica in-
cluyendo otros componentes en el orden de trazas

o bajas concentraciones que comprenden: dcido lau-
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-rico, pentadecanoico, heptadecanoico, tetracosa-
noico, pentadecenoico, heptadecenoico, docosenoi-

co y dihidroesterculico.

5.- Determinaciones de fdésforo lipidico

Se determind el contenido en fdosforo lipidico de los
distintos extractos, que expresados en fosforo % de los mis

mos son:

Hexano 0,024
Eter etilico 0,373
Mezcla Cl3CH:CH3OH:H20 __ 1,370

Estos valores relacionados con los contenidos en aci-
dos ciclopropenoicos % de cada extractivo muestran que a
mayor contenido en fdésforo lipidico ocurre menor contenido

en acidos ciclopropenoicos.

6.~ Ensayo de Halphen sobre insaponificables

Los insaponificables aislados de los extractivos en
hexano, éter etilico, mezcla ClBCH:CHBOH:Hzo, los proceden
tes de la saponificacidn de la harina residual del tratamien
to con ClBCH:CH3OH:H20 ¥y los separados de aceites de algo-
don crudos y refinados, dan siempre ensayos negativos de
Halphen. Esto prueba gque los insaponificables de aceites
de algoddn y los procedentes del aislamiento de otros lipi-
dos de esta semilla, no contienen agrupaciones cicloprope-

noicas.
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PARTE -I-

Sobre los dcidos ciclopropenoicos naturales

a)- Ocurrencia.
b)- Propiedades fisicas y quimicas.

c)~ siétodos de deteccidn y valoracidn de acidos ciclopro-
penoicos.

d)- Significado bioldgico de los dcidos ciclopropernoicos.



SOBRE 105 acIDOS3 CICLCPROPENCIUCS NalfURALLS

a)- Ocurrencia,-

Las observaciones realizadas principalmente en esta
Ultima década, muestran la ocurrencia de dcidos grasos ci
clopropenoicos en numerosos productos naturales, hecho gque
unido al interés despertado por su significacion biologi-
ca, ha concentrado la atencidn en la bisqueda de métodos
seguros para su deteccion y estimacion. Considerado desde
un punto de vista historico, podriamos tomar como punto
de partida el descubrimiento del ensayo colorimétrico de
Halphen (1), que si bien originalmente se lo considerd es
pecifico para revelar la presencia de aceite de semilla
de algoddn en mezclas con aceites comestioles, ha demostra
do ser un ensayo caracteristico para dacidos ciclopropenoi-

Ccos.

Este ensayo dio resultado positivo aplicado a otros
aceites derivados de sewillas o frutos de plantas pertene-

cientes a las familias de las lalvaceas, Sterculiaceas,

Tiliaceas y Bombacaceas. La reaccion gue tuvo lugar fué

definidamente asociada con la presencia del anillo ciclo-
propeno contenido en los dcidos grasos malvdlico y ester-

cilico que ocurren juntos en la naturaleza (2) (3) (4) (5)

(6) (7).

La estructura del dcido esterculico, principal consti

tuyente de los glicéridos del aceite de Sterculia foetida,

}_J



fué establecida por Nunn (8), quien consiguid aislarlo pu
ro por medio de sus complejos con urea. Faure (9) (10) con
firmé la formula propuesta por Nunn como la correspondien-
te a un dcido en 019’ conteniendo un anillo ciclopropeno

entre los carbonos 9 y 10 y una cadena alifdtica de 18 dtg

mos de carbono:

CH,,
CH. - (CH,)_ - C=20C - (CH,)_ - COOH
3 2’17 107 2’

dcido w- (2-n-octil ciclo prop.-1 enil) octanoico o ester

culico.

£l acido malvdlico, aislado de lkalvaceas por Shenstone
y_Vickery (11) ha sido identificado estructuralmente por

mac Farlane, Shenstone y Vickery (12), posteriormente por

Craven y Jefrrey (13) y mds recientemente por Fogerty,

Johnson, Pearson y Shenstone (14), como un acido en 018

con un anillo ciclopropeno entre carbonos 8 y 9 y una ca-
dena alifatica de 17 dtoumos de carbono:

CH

2
CH, - (CH2)7~g = g - (CH,) - COCH

dcido w- (2-n-octil ciclo prop.-l-enil) heptanoico o mal-

valico.

La ocurrencia en la naturaleza de los acidos malvali
co y esterculico en los misuos aceites, junto a alguno de
sus dihidroderivados, presenta un problema de biogénesis
de gran interés y en tal sentido ya se han formulado hipo

tesis (2),



b)- Propiedades fisicas y gquimicas.-

Los dcidos cicliopropenoicos son los responsables de
la reaccidn colorimétrica de Halphen (1). &n este ensayo,
el azufre y el alcohol amilico no son esenciales para la
formacidon del compuesto coloreado: &1 mismo Halphen sefa-
16 la presencia conveniente de un solvente del aceite y
del reactivo sulfuro de carbono, con punto de ebullicidn
entre amvos (condiciodn que cumple el alcohol amilico) y
del azufre libre que dentro de ciertas proporciones, inten
sifica la coloracidn de la reaccidén. También sefiald que
la accion del calor favorece su desarrolle ya que a tempe-

ratura ambiente es mucho mas lenta.

Faure (10) al estudiar el conmportamiento del dcido
esterculico frente al reactivo de Halphen, dejé en contag
to, por varias semanas y a la teuperatura ambiente, una
solucion de dcido estercilico puro en sulfuro de carbono
destilado. A las 24 horas de contacto la solucidn, presen
taba color anaranjado, siendo de un color rojo-anaranjado

brillante al cabo de 4 semanas.

La reaccion fué seguida a través de sus bandas de ab-
sorcion en el IR: las bandas caracteristicas del anillo
ciclopropeno (5,53 p y 9,92 u) desaparecian progresivamen-
te del espectro del dcido estercdlico a medida que el co-
lor de la solucidn se imtensificaba. Simultdneamente apa-
recia una nueva banda, en forma gradual, en la region co-
rrespondiente a la doble ligadura - C = C -. Ello sugirié

que la reaccion involucraba una apertura del anillo ciclo-



-propeno a través de una ligadura simple. De otros cambios
espectrales observados, el autor asigna tentativamente a

determinadas bandas la absorcion correspondiente a la do-

ble ligadura en la agrupacidén - S - T = S que crecia en

su intensidad durante un tiempo y luego decrecia, en vir-
tud de la reaccidn entre el sulfuro de carbono y el anillo
ciclopropeno para formar finalmente un polimero en el cual
alternarian varios dtomos de carbono y azufre. £l mecanis-
mo exacto de e¢sta reaccidn no ha sido establecido, dejdn-
dose constancia de que en tal sentido prosiguen nuevos es-

tudios.

Ln sus primeros ensayos Halphen (1) habia sefialado
que la reaccion colorimétrica fallaba cuando el aceite de
algodon se calentaba previamente, por un tiempo prolonga-
do con vapor de agua sobrecalentado (aproximadamente 200°C)
¥y que la accion de una temperatura mds moderada, ocasiona-

ba una disminucién en la intensidad del color.

Se ha ensayado con el dcido esterculico puro, su sen-
sibilidad al calor. Rinehart (15) y Fawcett (16) probaron
que se abre el anillo con adicidén de grupos carboxilos,
lo que conduce a una mezcla de 4 isémeros mononosaturados

(poliésteres), representada como sigue:

A = R' = redistribucién de restos esterculicos




2
CH, _.@H2)7 - So_ SH - (CH2)7 - COOR' +
|
OR ” m WHZ q N
CH, - (VH2)7 - gg - g - (CH,), - COCR
?HZOR éa
+ CH, - (CH2)7 - io= gH - (CH2)7 - COCR!
CH,OR
+ CHy - (CH2)7 - gg = g - (CH2)7 - COOR!

Se observd un decrecimiento gradual en la absorcidn corres
pondiente al anilio ciclopropeno en ¢l IR y la aparicidn
de absorcidn por la doble ligadura - C = C -, similarmen-
te, la absorcion caracteristica de la agrupacion - COOH,
era reemplazada por las bandas del éster. Bvidentemente

el aumento de temperatura aceleraba el proccso. 21 glicé-
rido o el éster metilico del dcido estercdilico resulto con
siderablemente mds estable al calor que el dcido libre.
Ulterior evidencia de su destruccion fué el ensayo negati-

vo de Halphen.

El aceite de Sterculia foetida por si mismo, se poli-
meriza a elevadas temperaturas para dar un "gel". Esta po-
limerizacion de glicéridos neutros, parcce no obstante,
proceder por un mecanismo diferente del proceso acidico

anteriormente descripto (15).



Taibién corresponde a Rinehart (15) haber elucidado
la naturaleza de los productos derivados de la acetolisis
del dcido estcrcilico, calcentade a reflujo con 3dcido acé-
tico glacial, que ocurre con apcrtura del anillo para for

nar los cuatro isdmcros gue s¢ rcpresentan a continuacion:

CH,0CO. CH CH,0COCH,  CH CH
2 2 2 2
| ’ | O PR 10 |
-G §i- -G=¢- - C - TH - HT - C -
0COCH, 0COCH,

El dcido esterculico, aunque con dificultad, es aduc
table con urea (caiino Qtil para obtenerlo puro), lo que

no ocurre con sus derivados acctilados (acetoxidcidos).

Los dcidos ciclopropenoicos que han experinentado pPo
linerizacidn o acctolisis dejan dec dar la reaccion colorea
da de Halphen. Por otra partc, 1z acetolisis de un aceite
que contenga dcidos ciclopropcnoicos cfectuada por trata-
miento con n.ezcla acido acético - 10% dcido sulfurico (5:2),
a terperatura aibicnte, ocurrc sin dcstruccidn del anillo

ciclopropeno (2).

La estabilidad del anillo ciclopropeno frente a reac-
tivos alcalinos quedo dewostrada a través de nunerosas pre
paraciones, registradas ¢n literatura, que requerian una
etapa prcvia de saponificacidn conducida ya sea a teLpera-
tura aobiente o ¢n condiciones de calentaniento suave, al
igual quc la obtencidén dc éstercs rctilicos por transeste-

rificacidn con sodio o netdéxido de sodio coio catalizador.

No obstantc, se ha dejado constancia de la labilidad



del anillo en presencia de¢ reactivos acidicos, de nitrato
de plata y acetato mercurico. asi, se sefiala que la cste-

N . . /4 ’ . .
rificacion de los acidos grasos que contengan cicloprope-
nos, en presencia de catalizadores de cardcter 4acido, pro
cede con destruccion completa o casi completa del anillo
(@etanol-dcido sulfurico; metanol-fluoruro de boro; metanol-

dcido clorhidrico, didzometano) (17) (18).

La hidrogenacidn de acidos Iclopropenoicos o de acei
tes que los contengan, conduce a la formacidn de derivados
ciclopropanos, entrc otros productos saturados de cadena
ramificada y de cadena normal, estos dos dltimos resultan-
tes de la ruptura del anillo. La proporcion y tipo de pro-
ductos formados en la mezcla resultante, parccc depender
de las condiciones del método de hidrogenacion (solvente,

tiempo de hidrogenacidn) (2).

Nunn, cuando aislé el dcido estercilico, notd que el
anillo ciclopropcno cra resistente a la reduccion con hi-
druro de litio y aluminio. Esta estabilidad resulto util

. . - I'd . .
posteriormente, para diferenciar acidos grasos cicloprope
noicos de aguellos que contenian oxigeno oxirano (epoxid-

cidos).

El tratamiento del aceite dec Sterculia foetida con &ci
do clorhidrico o bromhidrico en medio acuoso 6 en acético
glacial, conduce a la adicion de una molécula del adcido

halogenado por mol de dcido ciclopropenoico.

El valor del indice de iodo del aceite y las medidas

de absorcion en el IR indican que el mecanismo es paralelo



al de polimerizaciodon y al de acetolisis del dcido estarcu-
lico ya descriptos @ involucra la formacion de cuatro de-

rivados mononosaturados y monohalogcnados isoméricos.

£l valor del fndice de iodo (quc revela el mantenimien
to de la doble ligadura) solo puede scer explicado por una
reaccion que ocurra con apertura del anillo ciclopropeno,
entre el carbono metilénico y el carbono olefinico seca és-
te 9 0 10, con la corrcspondicente pérdida de las bandas
de absorcion caracteristicas del anillo en e¢l IR (19):

CH. - (CH2)7 -C=C - (CH2)7 - C00 - + X H

3 -
10 9
CH
| 2
(1) CH3 - (c,h2)7 - C - TH - (CH2)7 - CO0 -
X
CH2
| X =¢Cl 4 Br
(II) CH3 - (VHZ)7 - TH - - (CH2)7 - CO00 -
X
?Hé'
(III) CH3 - (CH2)7 - C=2CH - (CH2)7 - (00 -
?H2X
CH. - (C - CH =2C - (CH - COC -
(1IV) H3 ( H2)7 H (Ch2)7 0

La adicidn dc una solucion de bromo en cloroformo a

una solueion de¢ dcido estercuiico, a 0°C, ocurre con la



aceptacion de exactamente un cquivalente de bromo. ELl pro-
ducto resultantc dibromado, muestra la absorcidn caracte-
ristica de la estructura - O Br - C Br -.

' t

¢)- wmétodos de deteccion y valoracidén de dcidos ciclopro-
penoicos.-

A los fines de facilitar c¢l andiisis dec los distintos
métodos, los podriamos agrupar en dos grandes categorias:

a) métodos quimicos y b) métodos instrumentales.

a) idtodos gquimicos

bnsayo de Halphen

El ensayo colorimétrico de Halphen, que sc realiza
por calentamicnto (aproximadamcnte 100°C) de una mezcla
consistentc en dos partes del aceite en examen, una parte
de alcohol amilico y una partec de una solucion al 1% de
azufre en sulfuro deé¢ carbono desarrolla, para bajos nive-
les de dcidos ciclopropenoicos, un color guc es variable
entre el naranja y el rojo-anaranjado, aun frecucntemcnte

para duplicados del nisiio aceite.

Aunque c¢sas variacionces no constituyan un problema
en un ensayo cualitativo, haccn que una técnica sea alta-
mente insegura para fines cuantitativos. Por otra parte,
para altos niveles en ciclopropenoicos, ¢l color desarro-
llado e¢s tan intenso, gue resulta imposible una diferencia
cién visual a menos que se proccda a una diluecion después
del desarrollo de color para su comparacion con aquel pro-
ducto de reaccidn de una muestra de concentracidn conocida

de un standard (dcido esterculico).
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A través dc observaciones espectroscépicas se ha de-
mostrado que la variacicn en el color resultante, tiene
su origen en la formacidn de varios pigmentos en proporcio
nes variables. las reaccioncs involucradas aparccen ¢omo
sumamente complejas, pués dependen de pardmetros de difi-
cil control: temperatura, accion de¢ la luz, ticmpo de reac
cion y solvente empleado, como también de otros factores

hasta ahora desconocidos.

Zn tal sentido, el propodsito de algunas recientes in-
vestigaciones fué el de encontrar la forma de estabilizar-
esa respuesta en el color; ¢s decir, llegar a establecer
una serie¢ de condiciones de reaccion bajo las cuales la
intensidad del color desarrollaedo fuese reproducible den-
tro de limites razonables y poder rclacionarla a las corres
pondientes conccntraciones standards dc¢ dcidos cicloprope-
noicos, a través de factores establecidos a su vez por un
método seguro, tal como cl de titulacidn con dcido bromhi-

drico a 559C, que sc¢ describe mds adclante.

-,

n la literatura se registran referencias acerca de
que un ensayo de Halphen practicado sobre accite de algo-
dén refinado por el rétodo oficial para aceite neutro
A.0.C.S. (20), dd una respuesta menos uniforme y mis débil
en color quc el practicado sobre accite crudo, aun cuando
existen prucbas de quc este procedimicnto de refinacion
no provoca reduccidn en el contcenido de ciclopropenoicos.
Se establecid que cicrtos constituyentes fosfatidicos son
responsables de ejercer una accion exaltadora y estabili-

zante en el color (21). Un ofecto similar lo producen nu-
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-nerosas aminas y otros compucstos nitrogenados.

sstas revelaciones sirvicron de basc a dos ensayos
de Halphen modificados con fincs cuantitativos. Uno de
ellos utiliza piridina como compucsto nitrogenado de efec
to estabilizador (22) y ¢l otro agrega morfolina al siste
ma en reaccion con la misma finalidad (23), midiéndose las

absorbancias espectroiotométricamente alrededor de los 500

m .

En este dltimo trabajo se presenta un estudio referen
te al fraccionamiento de los productos de¢ reaccidn del en-
sayo de Halphen sin morfolina practicado sobrc¢ 1ios ésteres
metilicos, obtenidos por motanolisis, del aceite de Ster—

culia foetida.

Las soluciones coloreadas provenientes de varios en-
sayos de Halphen fueron combinadas y concentradas por re-
petidos lavados con agua a fin de eliminar ¢l solvente uti
lizado en la reaccion (n-butanol). Con hexano se cxtrajo
un pigmento anaranjado, quedando un pigmento pirpura que
fué soluble en etanol 95%. Ambas soluciones de pigmentos
exhibian distintos mdximos dc absorcidn (490 y 520 mu res

pectivamente).

Del pigmento anaranjado soluble en hexano, sc aisla-
ron a su vez tres fracciones, con el mismo mdximo de absor
cidén a 490 mp, pero guc diferian en el peso molecular y

contenido en azufre.

En vista de la multiplicidad de cuerpos coloreados
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formados, no sorprende que haya existido tanta dificultad
en adaptar esta reaccion para el andlisis cuantitativo,
unido a la falta de standards para propdsitos de calibra-

., .
cion.

Los autores presentan esta técnica aplicada a la de-
terminacidn de dcidos ciclopropenoicos en aceites de algo
don crudos y refinados, utilizando morfolina sdlo en el
segundo caso, ya que los aceites crudos contienen pequefias
cantidades de fosfolipidos que actian en el mismo sentido
y estableciendo factores de proporcionalidad para ambos
casos, en base a determinaciones de los mismos por el mé-

todo de titulacion en etapas con dcido bromhidrico.

Aungque estas técnicas de Halphen modificadas, no re-
sulten tan fdciles y precisas como el método de titulacion
con dcido bromhidrico, tienen la ventaja de requerir muy
pequefilas cantidades de muestra y serdn particularmente uti
les en aquellos casos en que se disponga de muy pequeiia
cantidad de material, o donde haya altos niveles de sustan
cias interferentes al método de hidrohalogenacidn, o donde
el nivel de acidos ciclopropenoicos sea muy bajo, especial

mente por su mayor sensibilidad.

métodos de hidrohalogenacidn

1) Kétodo con dcido clorhidrico concentrado (d 1,18-
1,19) acuoso

Sobre la base de una evidencia experimental Bailey
y_col. (19) concluyeron que el dcido clorhidrico (4 1,18~

1,19) era especifico para el grupo ciclopropeno en presen
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-cia de¢ otros grupos olefinicos frecucntes en aceites. Es-—
ta especificidad sirvio de basc a un método dc andlisis
que involucra la determinacion del aumento de contenido
cn cloro d¢ la mucstra causado por su rcaccion con dcide
clorhidrico, rclacionzdo estequiométricamentc al conteni-

do en dcidos ciclopropcnoicos original (24).

Como resultado dc estc tratamiento desaparcccen las
bandas caracteristicas d¢ absorcidén en ¢l IR asociadas al

grupo ciclopropeno.

Aunque los cpoxidos, hidroperoxidos y probablemente
otros productos dc autoxidacioén interfiercn introduciendo
error por exceso en ol andilisis, ¢stos pueden ser elimina-
dos por un pretratawiento de la muestra de acuerdo a algu-
na técnica conveniente (accetolisis c¢n condiciones especia-
les, reduccion con hidruro de litice y aluminio o tratamien
to con aluumina activada). in auscncia de interfercntes,
el método tienc una prccision de + 0,37% sobre una concen-
tracidon dentro dc¢l rango de¢ 0-50% de dcido esterculico y
sobre la base dec una precision de + 0,025% en las determi-

naciones de cloro.

Las numerosas manipulaciones, combinadas a la cuida-
dosa determinacion de cloro, hacen al método algo cngorro
so y menos rdpido y preciso que el método de titulacion

con acido bromhidrico dc¢ Harris y col. (25) (26).

2) wmétodo de titulacidn ceon acido bromhidrico-acetico

glacial

- ] ., . ’ .
Este método sc¢ basa en la titulacidn cstequiomctrica
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de dcidos ciclopropenoicos, con una solucidén 0,1 N de dci
do bromhidrico anhidro cn dcide acdtico glacial (reactivo

de Durbetaki).

Aungue las agrupacionecs ciclopreopanilicas, olefinicas
¥y olefinicas conjugadas no acusan titulacidén con este reac
tivo, los epdxidos, hidroperodxidos ¢ hidroxidiolefinas con

jugadas, interferirdn clevandc ¢l resultado de los analisis.

Si bien la intcerferencia debida a la agrupacion epo-
xi pucde climinarsc por reduccion con hidruro de litio ¥y
aluuinio o por acctolisis suave, el método no rcsulta se-
guro a menos gquc sc trabajc sobre la mucestra cntera some-
tida a reduccion o acctolisis, dado el cambio de peso ocu
rrido en la misma, lo que conduciria al uso de¢ factores
de correccion dc¢ valorar sobre alicuotas con ¢l agravente
de que la titulacidén de ciclopropenos es de extrema lenti

tud a temperatura ambicntce y poco ncta cn su punto final.

Los autorcs obscrvaron que la vclocidad de titulacion
de los dcidos ciclopropcnoicos aumcntaba con la temperatu-
ra, ¢ inversamcntc decrecia con la disminucién de ésta has
ta alcanzar los 3°C donde no acusaba consumo de reactivo.
El valor de la titulacion aumentaba asintdéticamente con
la temperatura hasta 50°C, permanecia constante cntre 50
y 60°C y luego nucvamente crecia a causa de pérdidas de

dcido bromhidrico que cntraba a la fase gaseosa.

En basc a cstas observaciones, s¢ eligidé la tempera-
tura de 55°C para efcctuar las titulaciones, consiguicndo

una valoracion completa, con punto final noto, dentro de
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los 15-20 minutos.

Simultaneamentc, una investigacion del efecto de la
temperatura en la titulacion de epoxiécidos con Durbetaki,
empleando aceite de¢ lino cpoxidado y 1-2, cpoxidecano co-
mo compucstos-modclo, mostrd que se e¢fcctuaba cn forma com

pleta y rapida a 3°C.

Surgid asi una técnica de titulacion cn ctapas suce-
sivas a2 3° y 55°C con dcido bromhidrico en acdtico glacial
como reactivo para aquellas muestras gque contuviescn msz-
clas de e¢poxidcidos y dcides ciclopropenoicos. El valor
de la titulacidn a 55°C ¢s una mcdida del contenido en ci

clopropenos prescntes.,

La observacion de las tablas de valores sciialados por
los autores mucstra, quce en auscncia de sustancias inter-
ferentes en el aceite, ambos tipos de dcidos pucden anali-
zarse con alte grade de¢ scguridad (+ 0,17% para epdéxidos
(cpoxioleico) y + 0,15% para ciclopropenoicos (dcido ester

culico)).

ista precision no sc alcanza, cuando se usa ¢l proce-
dimiento de acetolisis como paso previo para eliminar cepo-

xidcidos (para las mismas composicioncs: + 0,75 y + 0,66%).

ks evidente que otras sustuncias intcerfercntes, que
acusen titulacion con ¢l reactivo de Durbetaki cen forma
lenta tanto a 3 como a 55°C interferirdn. Estas sustancias
son conocidas: hidroperdxidos, cctonas <- ¢ -no saturadas,
dienoles conjugados tales como ¢l dcido dimorfocdlico o es-

. . - ’ . ” . . . ’ .
tructuras similares como ¢l Jcido & =hidroxiximénico (27).



Las experiencias sobre un gran namere de aceites que
no contienen dcides ciclopropenoicos, al igual que el acel
te de algoddn, revelaron guc todos conticnen trazas de sus
tancias intcrferentes que conducen a pequerios consumos &n
la titulacion no sd6lo a 3° sino a 55°C, especialmente pro-
ductos de auto-oxidacidn. Lstos productos extrafios, aunque
¢n pequefia proporcion, hacen inadecuada la tdécnica para
el andlisis dc aceites con bajo contenido en dcidos ciclo-
propenoigos, tales como ¢l d¢ algoddén, ya que ¢l crror en
la titulacion a 559C resulta de una magnitud comparable

a la verdadera titulacidn de¢ ciclopropcnoicos.

La tdécnica de titulacidn en ctapas sucesivas, aplioca-

da a una serieé de mezclas de aceite de Esterculia foetida-

aceite de mani rofinado dc contenido conocido en dcidos
ciclopropenoicos ¢n el dmbito dc¢ concentraciones previstas
para cubrir los valores en accites de algodon, permitio
solucionar este problema de interferentes por adsorcion
selcetiva de las mismas con columna de alumina activada,
antes dcl andlisis. Para aceites refinados, es suficiente
una percelacidn del mismo por columna de alumina activada
con un solvente como &ter de petrdleo liviano, mientras
que para aceltes crudos se& requiere un deble tratamicnto
de percolacidn a través de aldmina activada, involucrando
un primer pasaje¢ segun tratamicnto para accites neutros
A.0.C.5. y lucgo cl proccdimicnto aldmina activada-éter

de petroleo.

Los accites rancios (altamente oxidados) deben prime

ro ser convertidos en éstcres metilicos por metanolisis
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antes de ser purificados por igual procedimicnto que para

aceites crudos.

Aun hasta contenidns del orden del 3% cn sustancias
interfercentces, tales como cpbxidos o hidroxidicnoicos con-
jugados, pueden contemplarse dentro de este precedimiento

sin perturbar su c¢ficiencia o seguridad.

Los autercs han probade ¢n basc a numerosas experien-
cias, que ¢l valor dc titulacidn obtenide a 55°C, es repre
sentativo del contenido en 3cidos ciclopropenoicos cuando
después dcl tratamiento de purificacion sc consigue un va-
lor de titulacion despreciablc o nulo 2 30C. EL contenido
en ciclopropcnoicos en aceites de algodon refinado, crudo,
rancio, tambidén como el de aquellos decliberadamente adul-
terados, se pudo determinar por este miétndo con una segu-
ridad del + 0,01% (26). La validez dc este método reside
en que la concentracidn en 3dcidos ciclepropenoicos no cam
bia apreciabicmentc por ¢l tratamicento con alimina y es
seguro logrindosc la exactitud ya indicada solamente cuan
do el porcentajc en dcidos ciclopropenoices y on sustancias

interferentes cs bajo, como cn aceites dc algododn.

3) wmétodo por titulacidn con dcido bromhidrico-acéti-
co glacial, con previ2 dilucion de la mucestra

El método de titulacién con 4cido bromhddrico en cta-
pas ya deseriptas picrde scguridad cuando se lo aplica a
muestras quc¢ contienen altos porccntajcs de dcidos ciclo-
propenoicos, particularmentc si conticnen apreciables can
tidades de materiales adsorbiblcs por alumina. La causa

reside en el efecto de fraccionamiento ocasionado por la
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alumina sobrc los glicéridos a través dc¢ su 2ccién adsor-
bentc scleetiva, lo que origina un aumento en la concentra
cién de dcidos ciclopropenoicos, qucdando afectados cen ma-
yor grado los altos contenidos en esos dcidos. También el
métode estd sujeto a scrias inscguridades cuando la mues-
tra conticne altos porcentajes de materiales adsorbibles
por aldmina, aun ¢n presencia de bajas concentraciones en
dcidos ciclopropcnoicos, pucs por remocion de tales sustan
cias interferentcs puede resultar alterada la concentracién

de los primcros.

Asi, estos mismos investigaderes, en un trabajo pos-
terior desarrollan una modificacion a dicho procedimiento
para eliminar esas fucntes de crrer, manteniendo la misma

precision anteriormente mencionada (28).

Esta modificacidn invelucra 12 titulacidén de los ¢és-—
teres metilicos de la mucstra 2 3¢ y a 55°C con acido brom
hidrico-dcido acético despuds quc ha sido dilufida con una
cantidad conocida de oleate dc metilo y somctida al pretra
tamiento con alumina activada. &sta técnica de dilucidn
es aplicade sclamente a los &stercs metilicos de los dci-
dos grasos totales, por lo tanto los glicéridos deben scr

convertidos primero a ésteres metilicos por mct@nolisis.

b) wmétodos instrumentalcs

aAbsorcidn on el IR

Varma y col. (29) dcterminaron el coeficiente de ox-

. 4 . 4 . ’ .
tincion espccifico para un: muestra de dcido esterculico

’
puro a 9,92 n y aunque asignaron una cstructura erronea
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al dcido estcrcilico en basc a otras caracteristicas, de-
’ . .

sarrollaron una tecnica para valorar por oste camino el

contenido en dcidos ciclopropenoicos cn ¢l accitc de Ster-

culia foctida.

Bailey v col. (30) priescntaron un método dirccto pa-

ra la estimacion de acidos ciclopropenoicos en giiciridos
y en &steres metilicos, basado cn la medida de su absorti
vidad caracteristica en ¢l IR a 9,9 u. Si bien tiene cier
tas ventajas con respecto a otros métodos ya descriptos,
tales como rapidez, pequcfia cantidad de muestra (30-300
mg.), ahorro de un pretratamicnte para eliminar interfercn
tes y recupcracion de la mucstra utilizada en ¢l c¢nsayo,
no alcanza la precision sciizlada para ¢l método de titula-
cion con dcido bromhidrico y nccesita una calibracidn con-

tra standards dc¢ alta purcza.

Se lo scfiala come método particularmente util para
mucstras con altas conccentracionces dc ciclopropcnoicos y
en aquellos casos donde ne sca requerida tanta precision
como en el método de titulacidén con dcido bromhidrico (por
ejemplo control en la preparacidn de concentrados en ciclg

propenoicos).

Cromatograiia gas-liquido

Si bien numcrosos investigadorcs han recurrido a la
cromatografia gas-liquido come un mcdio para determinar
el contenido e¢n dcidos ciclopropeneicos cn difcerentes acei
tes (5) (6) no surge de sus refcerencias la precisicn alcan

zada en sus valoraciones ni la interprctacién de los cro-



-matogramas obtcnidos. También se scfiala en la literatura
las complicaciones que surgen en ¢l andlisis por CGL de
ésteres metilicos de accitcs que conticnen estos dcides,
los que aparecen afcctados grandemcnte por las condiciones
operatorias, &n especial ¢l rango dc temperetura utiliza-
do que influye sobre su sensibilidad térmica, como la su-
perposicion con otro componcnte (linolcato). Se ha trata-
do de evadir estos incenvenientes hidrogenando la mucstra
o la mezcla de éstores metilicos y separzr los productos
resultantes por CGL para permitir el cdlculo de la compo-
sicidén acidica. Pero la hidrogcnacidn conduce 2 una mezcla
de varios productos secundarios que crea complejidad al

sistema. Wolff y Miwa (31) dc acuerdo a observaciones sur-

gidas de numerosas experiencias muestran los grandes efec-
tos en difercentes operaciones intentadas en andlisis por
CGL de ésteres de dcidos ciclopropenoicos y sugiercen pre-
caucion a los investigadores quc obtengan e interpreten

tales datos.

Raju y Reiser (32) describen la estimaciodon de dcidos

ciclopropenocicos a través del andalisis por CGL de sus me-

20

til mercapto derivados (33). Consiguen asi resolver la apli

cacidén de la CGL a derivados estables, salvando los incon-
venientes anteriormente descriptos. Al mismo tiempo se po-
sibilita la valoracidn individual de los dcidos ciclopro-
penoicos, ya que por los métodos hasta ahora sefialados so-

lo se ¢stima el contenido total dc los mismos.

Nueve aceites de scmilla fueron examinados por este
. . . . . P4
camino, siguicndo un procedimiento gencral de obtencion

de los ¢éstercs metilicos por metanclisis y preparacion de
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sus metil mcrcapto derivados quc son dircctamente analiza-

dos por CGL.

Bajc las condicioncs experimentales desarrollados en
esta técnica, descriptas con amplitud por sus autores, la
ausencia dc picos adicionalcs ("arti facts") en los croma-
togramas, revela que no han ocurrido reaccioncs colatera-
les cn 1la obtencion de los derivados mercaptanos. Tambicén
la estabilidad de los mismos quedd demostrada al opcerar
en columnas cromatograficas polares y no polarcs hasta 2400C

sin signos de descomposiciodn.

Sc¢ describe la separacidn dc los derivados mercapta-
nos de los dcidos ciclopropenoicos (malvdlico y osterodll

co) por T.L.C. (adsorbosil-1l con 12% NO_.Ag) a fin de uti-

3

lizarlos puros como standards dc¢ refercencia.

La capacidad cuantitativa del método fué probada en
el andlisis dec mezclas standards de 2ceites de maiz y de

semilla de Sterculia foctida de conocido contcnido en dci-

dos ciclopropcnoicos. la suma dc los % obtenidos para los
dcidos malvélico y c¢sterculico hallados por CGL, una mucs—

tra de Stcrculia foetida, fué comparada con los % obteni-

dos por el método de titulacidn con dcido bromhidrico (cal-
culado como Acido estercilico). La estrecha concordancia
entre los mismos permitc confiar en el aspccto cuantitati-

vo del andlisis por CGL.

Simultdneamcnte, al analizar las nueve mucstras de

aceites de semilla (Sterculia foetida, Hibiscus syriacus,

Hibiscus esculentus L., Bombax malabaricum o kapok, Tilia

platyphilla, Althea rosca cav., Bombacopsis glabra, Lavatcrz
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trimestris y Gossipium hirsutum L. o algeddn), se sefiald

l2 presencia de¢ un Zcido ciclopropcnoico de menor longitud

de cadcna que el malvdlico cn el accitc de Althez rosea

cav. y otro de mayor longitud de cadena quc el esterculi-

co &n el aceitc dc Bombacopsis glabra.

El acecite dc semilla de algedon presenta problemas
en la aplicacidn de¢ este método, 2 causa de la apariciodn
de algunos picos irrcgularcs de origcen desconocido que emer

gen después de C,g ¥ entes del malvalato.

Teniendo cn cuenta que en el métode dc titulacion con
écido.bromhidrico, las dificultades quc sc¢ presentan al
analizar aceite dc algoddn, son salvadas por tratamiento
preliminar con aldmina activada, se aplicd este paso pre-
vio, pero no sc consiguié rcmover los picos irregulares.

El mismo cfecto sc halld en el accitc fresco oxtraido, tan
to de semillas de algoddn normales y sin glindulas, al igual

que en productos rcfinados comercialcs.

Resonancia magnética nuclear

Aunguc no existen referencias bibliogréficas que des-
criban métodos de anidlisis de dcides ciclopropenoicos uti-
lizando RMN, gqueda la duda dc su aplicacidn potcencial. Exis
te ya un accrcamicnto, aunque indirecto, registrado cn el
trabajo de Rinchart (15) quec lo emplea para dar una medi-
da aproximada de 12 proporcidn dc parcs isoméricos prescn
tes cn los productos de acetolisis del dcido csterculico,
que podria convertirse en la base de¢ un métedo dc valora-

cion del contenidc con ciclopropenoicos original.
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Otros intentos, ya sca por mcdidas dircctas 2 travis

del grupo CH, ¢n el anillo, o indircctas, basadas en la

2
deteccidn de impurezas prescntes (% de ciclopropcnoicos

por diferencia), si bien no han tcnido cl éxito esperado,
permancceen en pie para scr verificades experimentalmente

(34).

De una obscrvacidén de conjunto de los métodos de and
lisis cuantitativos de¢ dcidos ciclopropenoicos, surge la
ubicacidn, entrec agucllos de cstequiometria reconocida y
cuya exactitud cs independicnte dc¢ un calibrado con stan-
dards, de técnicas como la valoracion con dcido clorhidri
co o titulacion con dcido bromhidrico cn ctapas, y entre
los que dependen dc tal calibrado para su precisiodn, a los
basados en el cnsayo dc Halphen, IR y CGL. Los sciialados
en primer término, pucden servir dc standards secundarios

de calibracion para los scgundos.

La eleccidn de un método cn particular, dcjando de
lado las ventajas de los primeros, debe ser la de aquél
aparentemente més aplicable a laz mucstra a analizar, pre-
viendo interferencias, complicaciones y exactitud rcqueri
da en la medida. Es rccomendable la prdctica confirmatoria
por dos métodos diferentes quc den confianza frente a mues
tras desconocidas gque pucdan contener sustancias interfe-

rentes no prcevistas,

Los mitodos quc ticnen como basce la rcaccidn colori-
métrica de Halphen, dada su gran scnsibilidad son los pre
feridos para detecctar muy bajas concentraciones en ciclo-

propenoicos y cn particular el método por IR donde existan
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problemas espcciales d¢ interferencias. Cuando se requic-

ra exactitud en los resultados, sera conveniente la apli-
4 ’ . . r £ .

cacion del metodo de titulacion en ctapas con acido brom-

hidrico y cuando se¢ quicra distinguir entre ciclopropcnoi

cos de difercntes estructuras, solamcntc se podrd utilizar

la valoracion por CGL de sus derivades metil mercaptanos,

todo ello de acuerdo al estado actual dc conocimientos en

materia de metodologia cn ciclopropenoicos.

d)- Significado bionldgico dec los Acidos ciclopropenoicos.-

Sherwood (35) en 1928, habia asociado la ingestion
de aceite de algoddn incorporado a la dieta de gallinas
que incubaban, con ciertos cambios en cl color de la yema
y del blanco, en hucvos estacionados en frio por un tiem-
po prolongado. Los blancos se volvian rosados y las yemas

tomaban un color rosa-anaranjado.

Unos afios mds tarde, Lorenz y col. (36) detallaron

los sintomas caracteristicos dc esta forma de deterioro,
que se llegd a conoccr con ¢l nombre de "pink-whites" y
que ocasiond severas pérdidas en ¢l mercade, pués afecta
ba la calidad de¢ los huevos. Este tipo dc¢ deterioro sc ma
nifestaba por producir, ademis dc los cambios de color men
cionados, alteraciones en cl tamafio, 2specto y consisten-
cia de la yema, no obscrvdndose en ningun caso olor anor-

mal.

En 12 blsqueda de mayores cvidencias que correlacio-
naran el desarrollo de estos fcnomenos de dcterioro con
el tipo de alimentacion, se practicé ¢l ensayo de Halphen

para aceite de algoddén, en la fraccion grasa extraida de
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la yema de huevos deteriorados, con resultado positivo.

A causa dc¢ la alimentacion con torta de semilla de
algoddn, la grasa dc depdsito de las aves, como también
la grasa extraide de las ycmas de los hucvos que éstas pro

ducian, daban rcaccidén positiva frente al ensayo de Halphen.

En estudios comparativos llevados a czbo con yemas
de huevos frescos "normales" (provenientes de gallinas ali
mentadas con raciones carcntcs dc productos derivados de
la semilla de algodon) y yemas de huevos frescos que pro-
venian de gallinas que consumizn raciones que los contenian,
revelaron que en este ultime caso ¢l contenido acucso y
proteico eran supériores a los valores neormales, siendo
infcrior el contenido graso. Algunos huevos, scparados des
de el comienzo dc puestos, para estacionarlos cn frio y
corrospondientes a cstc ultimo lote de animales, rcvelaron
después de unos meses las demis caractcristicas del dete-

rioro y2 mencionzdo.

Con el wismo fin, sc¢ ensayaron otros aceites de plan-

tas de las familias Malvaccas, Tiliaceas y Bombacaceas,

incorpordndolas a la dieta dec gallinzs ponedoras.

En todos estos casos, la grasa cxtraida de las yemas
de los huevos producidos daban cnsayo de Halphen positivo
¥ presentaban los mismos signos de deterioro en el estacio
nado, con mayor intensidad cuanto mayor era la proporcion
del aceite en la diecta, al igual gquc el aceite extraido

de las semillas de dichas plantas.

Fué asi qué Lorenz y col. (36) sugirieron gue la sus-




~-tancia prescnte en cl accitc de algodon (come en las se-
millas de las otras familias), que dz2ba respucsta positi-
va frente al ensayo de Halphcn, scria la responsable del

cambio d4¢ color en los hucvos.

En cexpericncias mds completas, Schaible, Bandemer y

Davidson (37) confirmaron las observacioncs anteriores,

poniendo mayor luz sobre el problema.

El color rosado en cl blanco del huevo, se obscrvd
primcero en la capa del mismo adyaccnte a la yema y dGSpués

de prolongado estacionamiento s¢ distribuia uniformemente.

Ya que los blancos contiencn normalmente mucha mayor
proporcidn de agua y mucha menor proporcién de grasa que
las yemas, el a2umcnto porcentual acuose y proteico unido
a la disminucion dc concentracion dc grasas en las ycmas,
sefialaban que el blanco del huevo por si mismo (mis que
¢l 2gua del blanco) pasaba a través de la mewbrana vitelé
nica parz agrandar las ycmas y producir el cambio de com-

posicidn mencionado.

El fraccionamiento de proteinas contenidas en las ye-
m2s agrandadas y de color rosa-anaranjado, provenientes
de huevos estacicnados, probdé la presencia de ovoalbumina
lisozimica, y conalbumina que provenian del blanco (38).
Todo elloc significabz difusion a través de la membrana vi-

telénica.

Otra scrie de experiencizs comparativas, utilizando

26

. . . 4
lotes de gallinas 2liuncntadas con raciones que no contenian

0o que contenian productos derivados de semilla de algodon
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(aceite, torta residual) permitieron probar que:

1) E1l cambio de color c¢n el blanco y en la yema de
huevos enteros, provenientes dc¢ gallinas que con-
sumizn tales productos, depcendia de la difusidn
de alguno o algunos componentes del blanco hacia

la yema y viceversa.,

2) Que esta difusion ocurria solamente cuando estaban
fluidos (como ocure en el estacionamicnto en frio)

¥y no cuando estab2n congclados.

3) Las yemas y los blancos, cuando eran scparados in-
mnediatamente de pucstos, no presentaban cambios
de color en ningun caso y fueron observados asi

durante meses hasta varios afios.

También sc controld paralelamente ¢l pH (con microeleg
trodo de vidrio). En un hucve normal, la capa vitelénica
separa materiales de distinto pH (blanco: promedio 8,7 ¥y
yema 6,3). Las mediciones se hicieron desde las 2 horas
de pucstos, después de una scmana y 9 meses de estacionar
en frio (1-2°C). Los huevos "normales" cambiaron muy poco
el pH, sdlo dcspués dec muchoe ticmpo (mds de 20 meses) las
yemas se volvicron ligeramentc mé8s alcalinas y los blancos
menos. Por el contrario, en los corrcspondientes a galli-
nas alimentadas con aceite o torta de semilla de algodén,
el pH de ambas partes cambiaba hacia un valor de equilibrie
(pH 8,4) presentado y2 el cambio de color, durante un es-
tacionado en frio mds o menos prolongado (3-4 meses). la
razon de que este proceso ocurra con tanta difcrencia de

tiempo en ambos casos, reside en el cambio manifiesto en
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la velocidad de difusion dc cicrtos componcntes a través
de la membrana vitelénica, que ocurrc en los hucvos dete-

riorados.,

S¢ determind el contenido cn hierre en la2 ycma y en
el blanco de los huevos tan pronto prescntaban los cawbios
de color y se halld que la concentracion en hierro en los
blancos roszdos era mucho més alta que en los hucvos fres-
cos 0 en los "normales", mientras que en las ycmas decre-
cia paralelamente su concentracidn, lo gue estaba cn apo-
yo de una rdapide difusion del mismo en hucvos dctecriorados
(39). Se 1levo a cabo unz seric de expericencias que sirvie
ron para demostrar gque el hierro, que difundia de la yena
al blanco 2 través de la mcmbrana vitelénica, era cl cau-

santc del compuesto coloreado.

Una sal de hicrro zfiadida (en conccntracion similar
al contenido hallzdo) 2l blanco de huevos "normales" fué
suficiente para producir una coloracion rosada, que se de
sarrollo cn forma gradual. 4l agregar mis sal de hicrro
o aunientar el pH (sal NaOH) se intcnsificaba cl color ro-

jizo.

El fraccionanicnto dc¢ las proteinas de los blancos-
rosados, rcveld que la dnica que d2 el compuesto colorea-
do con ¢l hierro es l1la conalbumina (40). Por su parte, cl
color en las yemas dc hucves deteriorados, fué atribuido
a la difusion de conzlbumina dcl blanco 2 la yema y a2 su

combinacion con el hicrro gque &ésta contiene.

La vinculzecidn dc los fenor.enos ocasionados por el
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aumento dc¢ permcabilidad de 1la membrana vitclénica con la
estructura del anillo ciclopropeno, surgié de e¢studios pos
teriorcs en los quc se probd que la incorporacidn de acido

esterciulico puro, al igual gque ¢l aceite dc Sterculia foe-~

tida, a la dieta de gallinas gue incubaban (2 un nivel de
25 ng./dia) producia cl dcterioro ya mencionado en los hug
vos. Cuando el 2nillo ciclopropenoico se destruia por hidro
genacion suave, con anhidrido sulfuroso gaseoso o dcido

clorhidrico, los zceites de Sterculia foctida o de algodon

dejaron de dar reaccion positiva dc Halphen y no aparecia
el color rosado en los hucvos decspuds de su ingestidn por

las gallinas (41).

'El dcido esterculico polimerizado por accidn dcl ca-
lor, deja de dar la reaccidn colorcada de Halphen, elinmi-

nandose el deterioro en los huevos.

A través de los trabajos de Nordby (17) guedé demos—
trado gque el grupo dcide o éster no era requerido para la
actividad bioldgica del compuesto: el éster metilico del
dcido estercdlico y ¢l estcrculeno (hidrocarburo), que tam
bién daban positiva la reaccidén de Halphen, fucron proba-
dos ¢n las racioncs dadas a gallinas (18 ng./dia). Después
de 1 mes dc estacionado los huevos producidos se habian

vuelto rosados.

Otros efcctos, distintos dc los ya detallados, fueron
obscrvados por Schneider (42), incorporando cantidades cre

cientes de aceite de Stcrculiz foetida cn las raciones ali

menticias de gallinas poncderas.,

Suplementos tan pcqueiios cowo 25 mg./diz del aceite
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mencionado prevocaba la mortalidad de¢l cmbridén en huevos
fértiles al décimonoveno dia de¢ incubacion; 100 mg. diarios
causaba el 100% dc la mortalidad y una ingestidn de 200 mg./
dia ocasionaba inhibicidn en la pucsta de¢ huevos y rctardo
en el desarrollo dcl ovario y oviducto, agrandamicnto del
higado y vesicula, con la consccucncia de un decrecimien-

to en el indicc de iodo de la grasa de depdsito del animal

(43).

Un posible mecanisuo que formula Kircher (33) relacio
nado a estos aspectos bioldgicos es la rcaccion del anillo
ciclopropenoico con los grupos sulfhidrilos prescentes en

proteinas fisioldgicauente activas.

El z2umento de reactividad dc la doble ligadura cn el
anillq ciclopropcno con recspecto a la doble ligadura pre-
sente en los dcidos grasos no saturados corrientes, puede
ser la causa de quc el primero adicionc -SH fdcilmente pa
ra formar un compucsto cstable cen condiciones fisioldgicas,
bajo las cuales no son reactivos cstos Gltimos. Esta adi-
cion irreversible de grupos -SH proteicos al anillo ciclo
propeno podria alterar grandemente las propicdades fisicas
¥y bioquimicas de 1la molécula de proteina y en consecuencia
producir los cambios fisiologicos gquc sc¢ observan "in vivo".
/052 oH ’952
- C=2C - + proteina - C-C -

|

H S-proteina

Existen anteccedentes de que la interrupcidn del inter
cambio normal de grupos disulfuro-sulfhidrilo de horroonas

provoca cambios c¢n 1a permcabilidad de¢ membranas (44) (45).
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Kircher (33) censayé la adicidn de esterculeato de me-
tilo y de esterculeno puros a soluciones diluidas de metil
zercaptano y de acido ¥ -mercaptopropiénico, en benceno
Y a temperatura ambiente. El grupo -SH sc adiciona a la
doble ligadura del anillo ciclopropenc sin apertura del
mismo. Paralelamente, ensayd oleato de metilo que no resul
t6 reactivo. La ausencia de no saturacidn en los derivados
formados, se comprobd por ensayos con bromoe y permangana-
to, junto con otros datos espectroscopicos y analiticos.
Estas reacciones que dan sulfuros de ciclopropilo cstén
en contraste con las rcacciones del anillo ciclopropeno
y dcidos carboxilicos y halogenuros de hidrogeno donde ocu
rre apertura del mismo con la formacion de derivados alé-

licos.

Ila adicion de -SH a la doble ligadura en el ciclo del
esterculeato de metilo puede conducir a la formaciodn de
dos isdmecros de posicion (sulfuro en 9- 6 en 10), que no
pudicron separarse y fueron tratados en todas las cXperien

cias cowmo un compuesto @nico.

CH2
CH3 - (CH2)7 -C=20C - (CH2)7 - COOCH3
CH3SH
CH2
CH3 - (CH2)7 ioT -9T - (CH2)7 - COOCH3
S H
cx
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CH,,
AN
- 0 - C - (CH,), - COOCH
10| 9

H §

{

CH3

CH., - (CH_)

3 2°7 3

El espcctro IR wostrd en todos los casos, que después
de la reaccion con los mcrcaptanos, el esterculeno y el
csterculeato d¢ metilo perdian sus bandas de absorcidén ca-
racteristicas. Los sulfuros, en cambio, exhibian una ban-

da débil correspondiente al anillo ciclopropano.

Los derivados del dcido § -mercaptopropidnico pudie-
ron ser esterificados y los dcl esterculeato de metilo sa-

ponificados sin disturbar la uniodn sulfure.

En razon de que las reacciones dec ciclopropenos con
grupos -SH tienen la capacidad de procecder tanto por meca-
nisros de radicales libres como por Lecanismos idnicos,
es que resultaron crraticas y dificultosas de reproducir.
Las reaccioncs cn solucion diluida fucron accleradas por

la luz, los peroxidos y pequefias cantidades de base.

Siempre asociado a lz actividad bioldgica y a la re-
actividad del anillo ciclopropénico, aparecicron procedi-
nientos para eliminar estos ciclos en los acidos dec los
glicéridos del accite de semilla de algodén por remocidn
e inactivaciodn, segun lo va .indicando 1z recaccion de Halphen
hasta obtener ensayo negativo. 4si sc describen en litera-
tura aluminzs activadas o aluminas modificadas por trata-

miento con anhidrido sulfuroso, ensayadas en su eficiencia
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parz su doble finalidad cono agentes blanqucantes (elimi-

nacién de pigrientos) e inactivantes del anillo cicloprope
no (46) (47).

También se describe un procedimiento para reducir el
contenido en dcidos ciclopropcnoicos por pasaje en forma
continua del aceite de algoddén sobre una capa fija de un
catalizador (silicato de 2luminio) a elevadas temperaturas.
Bajo ccndicidn scleccionadas (no drasticas) dc temperatu-
ra y tiempo dc contacto dcl aceite con el catalizador (ve-
locidad de pasaje) se puede obtencr una reduccidn aprecia-
ble del contenido en dcido ciclopropcnoico sin producir

cambios apreciables en otros componcentes en ¢l acecite.

Los aceites asi tratados no produjeron cfectos adver-
sos obscrvables en la calidz2d de los huevos ¢ en su produgc

cion (48). Posteriormente, Rayner y col. (49) presentaron

un procedimicnto simplificado para inactivar dcidos grasos
ciclopropenoicos en aceites dc algododn neutralizados por
gdlcali. El calentaniento en atmésfcra de nitrdgeno del acei
te neutro en un desodorizador de laboratorio, en presencia
de dcidos grasos de aceite dc algoddn, dcido cdprico, aci-
do citrico o dcido fesforico, se¢ halld efectivo para eli-
rninar la recspucsta positiva dcl aceite frente al ensayo

de Halphen.

Por ajuste de la concecntracidn del dcido incorporado,
temperatura y tiempo de calentamiento, se consiguid obte-
ner aceites de algoddn practicanente libres de dcidos ci-
clopropenoicos (titulacién por dcido bromhidrico 0,01%)

¥y ensayos de¢ Halphen negativos. Los aceites asi tratados,



incorporados a un2 misma dieta basal de gallinas que incu-
baban, no mostraron ocasionar cawbios en el pH ni altera-
ciones en el color en las yemas y blancos de los huevos
después de estacionado. Paralelanentc sc ensayaron racio-
nes conteniendo ¢l aceite de algodon neutro de partida
(Halphen positive, 0,66% dcide mzlvdlico) y raciones suple
nentadas con accite de geriien de maiz refinado (que no con
tiene dcidos ciclopropenoicos) gque sirvieron como testigos

con cfectos opucstos.

La industria algodoncra de los EEUU se ha intecresado
en cl desarrollo dc un método cconduico de produccidn de
aceite de algoddn quc csté cscencialmente libre de acidos
ciclopropenoicos y de la evaluacidn dc los distintos méto-
dos registrados en la litcratura, podria surgir aquél que

sirva de basc para una aplicacidn c¢n escala industrial.

La mayoria de los proccdinmicentos scfialados, como in-
tentos para cliuinar acidos ciclopropcnoicos, se han con-
centrado pricticamente cn los accites de semilla de algo-
dén, muy poco s¢ ha registrado en cambio, con la misma fi
nalidad, en lipidos residuales en tortas y harinas prove-

nientes de la extraccidn del acecite.

34
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Discusion de la Partc Expcrimental

1) Introduccion.

2) Plan de Trabajo y su Discusidn.

a)- Zxtraccidn de lipidos.

b)- Adaptacidn a c¢scala senmi-micro de la valoraciodn
’ o . .
de acidos ciclopropcnoicos.

¢)- Contcnide en dcidos ciclopropenoicos de un "expe-
ller" dec semilla dc algodon.

d)~ Sobre las composicioncs acidicas.
e)~ Detecrminaciones de fosforo lipidico.
f)- Ensayo de Helphen sobre insaponificables.

g)- Conclusioncs generales.
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DISCUSICN DE LA PARTE LSXPERIMENTAL

1) Introduccidn.-

las tortas, "expellers" y harinas de semillas de olez
ginosas constituycn un2 de lzs fuentes mis iuportantes pa-
ra 1la obtcncidn de¢ z2limentos proteicos, 2limentos concen-
trados en proteinzs o para ¢l aislamicnto dec proteinas.
Segdn el tipo de producto pucden dedicarsc a la alimenta-
cion enimal ¢ hunmesna. Come fucnte de nateria prima para
la elaboracidn de tales productos rices cn proteinas, los
"expellers" y harinas d¢ senilla de 2lgodon revisten cespe
cial importancia. En efecto, 12 scmilla de algedon produ-
cida en ¢l rundo cn 1963/64 ccupd cl scgundo lugzar ontre
l2s de olcaginosas con 21,5 millones de toneladas métricas,
hzabiendo ocupado ¢l primer lugar la scmilla de soya, con
31,5 nillonces de toneladas nctricas (50). Resumicndo los
esfuerzos gquc se rcalizan para mcjorar ya sea la scumilla
o los productos dc expresion y/o extraccidn de la misma,
correspondc schiazlar cstudies del tipo gendtico que han per
mitido 1la obtencién de semilla libre de "gldndulas" y por
tanto libres dc gosipol, compucsto tdéxico que normalmente
existe en tales glindulas. Estas nucvas variedades libres
de gléndulas y dec gosipol parccieran producir semilla con
mejores proteinas y simplifican y disminuyen los costos
dec los procesos de refinacion de aceite y tratamiento de
los "expellers" y harinas rcsiduales. Se sefizla quc las
plantas de talcs variedades son menos resistentes 2 roedp
res ¢ insectos que las variedades tradicionales. Asimismo,

se han propucsto tiécnicas para diswinuir el contenido en
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gosipol de harinzs y "expellcrs" que fundan su accion en

la regulacion de¢ los gr2des de¢ humedad y grados de coceidn
de la semilla en los proccsos de scparacién de accite o

en la extraccion por solventes cspeciales (acetona) o mez-
clas dc solventes contcenicnde agua (ej.: hexano-acetcna-
agua), estos ultimos dcstruycnde las glindulas que contie-
nen gosipol. Tarbidn y con ¢l mismo fin se ha sefialado el
¢feeto inhibidor sobrc la toxicidad del gosipol del agre-
gado d¢ cantidades convenicntes de sulf2to ferrose o de

hidroxido de calcio 2 "ecxpellers" y harinas (51).

Desdc gue sc probo ¢l cfceto pernicioso de las afla-
toxinas en scwilla de mani y subproductos decl niswmo, se
prestd atcncion a la probable contaminacidn de scmilla de
algodon y de sus derivados. Al prescnte no ¢xisten pruebas
concluyentes sobre la importancia de este tema en relacion
a la alimentacion human2 y dc 2nimales de cxpcerimentacidn
con tales productos de scmilla d¢ algoddn, sin descartar
por cllo que¢ el problema pucda cxistir y se2 analizado nas

profundamente.

En la Parte I de cstc trabajo se ha hecho amplia re-
ferencia a los aspcctos bioldgicos de los dcidos ciclopro
penoicos naturales, a las técnicas de destruccidn de esos
dcidos en accites de semilla de algoddén y a la necesidad
de encarar la eliminacidn o destruccion de los mismos en
"expellers" y harinas de la misma precedencia. Los conte-
nidos cn acidos ciclopropcnoicos en tales "expellers" y
harinas no son conocidos y por tanto el primer problena
a resolver sc reficre 2 t21 ccnocimiento y constituye cl

objetivo principal de cste trabajo. Todo parece indicar




que la mayor partc del contenido cn dcidos ciclopropenoi-
cos d¢ un2 harina o "expcller" dc a2lgedon, depende de su
contenido residual cn accite (lipidos extraibles por hexa
no u otros hidrocarburos). Se¢ mcnciona que concentrzdos
proteicos dc¢ semiliz dc¢ algodon centeniendo hasta 10% de
aceite ne constituirian problewn2 en rocdorcs cuando tales

concentrados ne sobrepasan ¢l 40% de 12 dicta. Este impli

ca que la ingestion de productos d¢ sewilla de 2lgoddn con
nayorcs contenidos dc accite o cen todo ¢l z2ceite original
o un increnente por c¢ncina dcl 40% de 12 dicta con produc-

tos quc contcngan un mdximo de 10% del accite, podria pro-

vocar incenvenicntes nutricionales (52).

PLAN D TRaBAJO Y SU DISCUSION

a)- Extraccidén dc lipidos

Se trata dc cstableccr el contcnide con 3cidos ciclo-
propenoicos de un "expellcer" de scmilla de algoddn de pro
duccion industrizl. En un principioc sc pensd en el agota-
ricnto c¢xhaustive dc tal "expeller" per zdecuzada combina-
cion de solventcs, 12 obtencidn de los lipidos totales,
su fraccionauicnto cn distintos tipes de lipidos y la de-
terminacion de los contcnidos en dcidos ciclopropcnoicos
de cada uno de c¢llos. Estc princr proyccte, conplicado ¢n
su realizacidn y sujete 2 la pesibilidad de disponer nuy

pequeiias cantidades de 2lgunos lipides en particular, con

la dificultad dc¢ la detcrminzcidn de sus contenidos cn dci

dos ciclopropcnoicos que surge dcl conocimicento de las tég

nicas disponiblcs para tales detocrminaciones, obligo a un

cambio dc¢ enfoque. Surgio cowmo mts convenicente aislar gran

des grupos dc lipidos y materialcs vinculados por solubili

38
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-dad, procediendo lucge por adaptacidn dc tlcnicas de va-
.’ . 4 . .
loracion a la deterninacidn de sus concentracioncs con aci

des ciclopropenoicos.

Es asi que sc dueidid:

a)- hgotar el "expcller" con hidrocarbures (hexanc
téenico). E1l extracto cstd fundanentalucnte cons
tituido por glicéridos o aceitc residual. Consti
tuye la umayer parte dc¢ los lipidos residuales en

el "expeller".

b)- Reextracr 12 harina resultantoe con Ster etilico.
El extracto esté constituido principalmente por

pigmentcs, fesfdtidos y glicéridos.

c)- Provocar cn 12 harina resultantc del procesc (b),
la rotura dc¢ gliandulas quc contienen pigmentos
y aislar los lipidos y materialcs vinculados li-
berados en este procesce. Corrcspondc al tratamicn
to y extraccion con rniczel: de sclventes (Cl3CH:C 3
OH:H20). El extracto estd foruado principalmente

por pigmentos y fosfitidos.

d)- Mostrar quc la harina rcsultantc dcl proceso (c)
coenticne 2un lipidos residualcs. Se legra por ais
amiento dc¢ una Lezcla de dcidos grasos ¢ insapo-
nificablc lucgo d¢ un dristicc proceso de saponi-

ficacidn dc 12 harina obtcnidz en (c).

Con los detalles que figuran cn la Partce Experimental

sc aplico ¢ste plan al "cxpeller" industrizl con los rendi
nicntos en distintos extractivos que se resumcn en el si-

guiente esqueLas
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El esquewma antcrior mercce una fundamentacidn roferen
te al puntec (c¢) (tratamicnte y extraccidn de la Harina IX

con mezcla 013CH:CH30H:H20).

La mayoriz dc los pigmcentos de 1z semilla d¢ 2lgododn
(53) son segrecgadecs per las estructuras morfologicas conc-
cidas coumo "glandulas de pignentos"™, las quc poseen una
pared gruesa y rcsistente. Estas glindulas pueden soportar
esfuerzos mecdnicos muy grandes sobre la semills cuardo
el contenide de huriedad de 1la misma es normal, a tal pun-
to que en los preceses corrientes dc roliendz sdélo una 19
quefia fracciodon d¢ gldndulas sufre roturas. las parcedes glan
dulares son rcsistentes 2 solventes, excepto al a2gua y a

liquides orgdnicos d¢ bajo pcso molecular miscibles con éstz.

El contacto con agua provoc2 lz rupturz de las gldn-

dulas, efecte quce aumenta con la temperatura.

Los 21lcoholcs, cetonas y cicrtos étcres también con-
tribuyen a 1z rotura de la parcd glandular. En un proceso
industrizl de expresion, 1z distribucion de pigrientos en-
tre aceite y "expeller" o torta ¢s, por tanto, funcion del
grado dc¢ huncdad y de presidn opérades, asi cemo de la tem
peratura. En los procesos dc extraceidn inside ¢l tipo de
solvente empleado. La morfologiz de las glandulas de pig-
mcentos ha side estudiada con microscopio clectrdénico por

Moore y Rollins (54). El andlisis c¢xhaustivo de semillas

de 2lgoddén dc las varicdades con gldndulas y sin gliandulas

fué rcalizado por Thaung, Gros y Feuge (55) guicnes uostrz

ron 2ndlogas caractcristicas, c¢xcepto la presencia dc go-

sipol y otros pignentos.



La labilidad de las p2redes glandulares e¢n présencia
de agua constituye la basc dc¢ los mitodos de extraceciodn
de "expellers" y harinas de 21godcon 2 fin de librarlos del
gosipol. En cspceial sc preconiza ¢l cmpleo d¢ unza mezcla
azesotrépica hexano: acctona: 2gua (56,5:42:1,5 cn volunen)
(56) (57). Por razoncs practicas y a los fines dcl prescn-
te trabajo se dccide emplear cn la fasce (c¢) la mezcla mo-
nofisica ClBCH:CHBOH:HQO (10:20: 7,6 cn volumen) (58) adap

tada por Lyons y Lippert (59). la cxperimcntacidn (ver Par

te Experinental) durante csta fasc de la extraccion consis
te en estacionar, a temperatura ambiente, la harinza 2gota-
da por éter ctilico (Soxhlect) con la mezcla niencionada y
con agitacioncs periodicas. Despuls de 24 horas y por di-
lucidn acuosz de la fase liguida se produce una fina cuul
sién quedande los lipidos disueltos en 12 fase clorofdrui

ca quec s¢ separa lentanente por deccantacion.

Lucgo dcl agotawicnto por hexano, &ter ctilico y mez-
cla Cl3CH:CH30H:H20, s¢ obtienc una harina (Harina III)
que por apropiado tratamicnto, mucstra contcener zun 1lipi-
dos residuales. No pudicndo rccurrir a su aislamiento, se

decide probarlo cn forma indirecta, 2 través de un proce-
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so dec drastica saponificacidn de la Harinz III con solucion

ctandlica dc KOH a2l 6% adaptando la técnica de Szutowicz
(60) desarroll=de pzra evaluar lipidos residuales en "ex-
peller" y harinzs dc¢ senilla de algoddn. Por dilucidn de
la fasc liquida, acidificzcidn y cxtraccidn por &ter de
petroleo (ver Parte Experimental) sc 2isla una nezcla de
dcidos grasos e insaponificablc que resueltaen cstos com-
ponentes conforma el total dc extracto obtenido en éter

de petrolco (ello c¢s logico habiendo wmediado un proceso
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previo d¢ saponificacidn). Durantc 1la acidificacidn prcvia
a2 la extraccion con éter de petrdleo, ocurre fucrte libe-
racion de SH,, circunstanci2 quc hace preveer su interac-
cidén con probables compucstos ciclopropencicos existentes,
hacia la formacidn dc¢ compucstos sulfurados irrcvcrsibles.
Esto supone la destruccion dc cormpuestes ciclopreopenoicos,
lo que sc¢ verifiea al observar reaccion de Halphen negati
va. Como compleniente dc esta fase del agotamiento de la
harina y & fin dc¢ disainuir las drdsticas condicioncs de
saponificacidén con potasa alcohdlica, se sometec la Harina
III 2 ebullicion con solucidn d¢ mcetilato de sodio (veri-
ficando una concentracidn rcmancnte de 0,1% de sodio metd
lico) y aislando un producto formado por ésteres metilicos,
insaponificable y pigmentos que convenicentemcnte purifica
do por percolacion a través de alumina activada (ver Par-
tc Experimental) proporcionz un liquido incolero cuyo en-

sayo de Halphen resulta nuy levenente positivo.

En cstc ensayo también sc cbserva desprendimiente de

SH, en la etapa de acidificacior (no tan pronunciado).

b)- Adaptacidn a e¢scala seui-micro de la valoracion
de acidos cicloprope¢noicos con reactivo Durbetaki

Todas las detcrminzciones de icidos ciclopropenoicos
en los extractos por hexano, éter etilico y mezcla Cl3CH:
CH3OH:H2O se han logrado por vz2loracion en nedio no acuo-
so con icido bromhidrico. El métode ewpleado es el de Harris,

Magne y Skau (25) que fué verificado en rcproducibilidad

y scnsibilidad cn aceites de algoddn rcfinzdos y crudos
de extraccidn (ver Parte Experimental). Bst2 macro-técni-

ca exige dispcner alrededor de 7 g. de material 2 valorar



cuando las concecntracioncs en dcidos ciclopropenoicos (ca-
so de aceitc dc algodon) son inferiores al 1%. De ahi, 1la
nccesidad de adaptarla 2 cantidades disponibles dicz veces
menorcs. Blle fué lograde a través de unz ticnica scmi-mi-
cre (ver Fartc Expcerimental) que ha sido debidaccnte pro-
bada sobre los niisiics productos operande en macro y semi-
uicro, con las misiias uxigencizs dé rcproducibilidad y sen

sibilid=ad.

Durante le rcalizacidén de cstos cnsayos de adaptacicn
(ver Parte Experinentz2l) sc¢ han realizado valoraciones so-
bre aceite de algoddn, sobre sus ésteres metilicos obteni-
dos por mectanolisis y sobre les éstores metilicos obteni-
dos, a partir de los 4cidos totalcs después de saponifica-
cion y esterificacidn con metanol y fcide sulfurico como
catalizador (cupleandc como minimo 10 veces ¢l peso de me-
tanol contenicndo 1% c¢n peso dec Acido sulfurico concentra-

do). Se obscrvaron idénticos resultados rcferidos a aceite

original. La literztura rccocienda opérar sobre aceites

6 esteres metilicos obtenidos por wmctzanolisis, sefialando
que la esterificacidn con izctanol y icide sulfirico provo-
ca destruccion dc dcidos ciclopropenoicos. En las condicio
ncs de csterificacion con nctanol y dcido sulfurico opoera-
das en ¢l presente trabajo no sc observd tal destruccion.
Sin ewbargo todas las vzaloracioncs tendientes 2 la cvalua-
cion final decl contcnido en dcidos ciclopropenoicos del
"expeller" cstudiado, lo han sido sobrec aceite o sobre &s-

teres metilicos obtenides por metanclisis.

44
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¢)- Contecnide ¢n dcido ciclopropenonico (2cido malva-
lico) del "e¢xpeller"

Por aplicacidén dc¢ la tlcnica secid-idere de valorzcién
adoptzdx 2 las fraccioncs aisladas por ¢xtraccidn con he-

xane, c¢ter ctilico y mezcls Cl3CH:CH30H:H C y opcrande so

2
bre &stercs wetilices por nictanolisis debidamente libera-
dos dc interfercntcs por percolacidén a través de alwsina
activadz (ver Partc Experincntal) se han obtenido los con
tenidos cen dcidos ciclopropcencicos (expresados en dcido
malvdlico) de cada oxtraeto, que referidos a % de "ocxpeller"
de partida (tenicndo e¢n cucenta los rendimientos de¢ Cste

en cada extracto), figuran cn el Cu2dro 1.

CUADRO 1

Acidos ciclopropcnoicos cn distintes extractes dc un

"oxpeller" dc 2algoddn. Contcnide total en

’

2¢idos ciclepropcnoices

| Extracto a % de | Acido malvdlico |
en I "expeller" | % %
| extracto "expeller"
e T e R e
Hexano | 10,09 . 0,260 | 0,026
, i | ;
Eter etilico E 0,22 ! 0,067 ! 0,00015
. |
ezcla: ’ :
C1_.CH:CH_OH:H_0 | 0,88 1 0,015 0,00013
3 3 27 | |

El Cuadro 1 muestra que el 98,9% del dcido malvalico
total del "expeller" procede del extracto en hexano, fun-
damentalmente constituido por glicéridos, esto es, por acei

te residual. lLa presente evaluacion no comprende la despre-
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-ciable proporcion de dcido malvdlico que pudiera estar

presente en los lipidos residuales de la Harina III.

Hacia la finalizacidn de este trabajo aparecio una

publicacion de Levi y col. (57) acerca de la determinacicn

cuantitativa del contenido en dcidos ciclopropenoicos de
harinas de algodon. Este trabajo, esencialmente, represen-
ta el logro de una técnica analitica para determinar dci-
dos ciclopropenoicos residuales en tales productos. Cperan
do sobre 20-30 g. de harina sometida a muestreo, por extrac
cidén con mezcla azeotrdpica Hexano: Acetona: Agua, trata-
miento del extracto con mezcla Benceno-ietanol (eliminacidn
de interferentes) y metanolisis aisla ésteres metilicos

y otras sustancias vinculadas por soldbilidad que contie-
nen los acidos ciclopropenoicos. Sobre este producto y me
diante una adaptacion de la técnica colorimétrica de Hal-
phen (23) (a su vez controlada frente a valoraciones con
reactivo de Durbetaki), encuentra los contenidos finales

en acidos ciclopropenoicos. En esta evaluacidén considera
que los dcidos grasos libres (no esterificables por meta-
nolisis) tendrian la misme composicion que los inicialmen
te esterificados, computando en los cdlculos una correccion
en ese sentido (este criterio ha sido el mismo que se sus-
tenta en el presente trabajo, ver Parte Experimental). Men
ciona que el contenido en acidos ciclopropenoicos de un
"expeller" conteniendo 3,8% de grasa es de 70 p.p.m. (0,007%).
Esta cifra referida a un contenido de 10% de grasa seria

de 0,02% (concordante en orden con la mencionada en el Cua-
dro 1). Los autores han confirmado que el tratamiento de

la harina con potasa alcohdlica segun Szutowicz (60) para

aumentar la extraccion de lipidos residuales, destruye a
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los dcidos ciclopropenoicos, 1o que concuerda con lo sus-

tentado en el presente trabajo.

d)- Sobre las composiciones acidicas

En el curso de la experimentacion fué también propo-
sito aprovechar los distintos extractos obtenidos para co
nocer la composicidn acidica de cada uno de ellos. IZstas
fueron determinadas por CGL (ver Parte Experimental) de
los ésteres metilicos de los dcidos totales libres de in-
saponificable de cada extracto (obtenidos por esterifica-
cién con CH_OH y SO H_). E1 Cuadro 2 resume las composicio

3 4" 2
V4
nes asi encontradas,

La composicidn acidica del extracto en hexano (acei-
te residual) esta comprendida entre los valores extremos
de composicidon que para aceites de algodon argentinos han

sefialado Cattaneo y col. (61). Se muestran vestigios de

dcido heptadecanoico y de un dcido con tiempo de retencion
algo superior al del linoleato de metilo, muy probablemen-
te el dcido dihidroestercilico ya sugerido como tal por

Raju y Reiser (32). En general los demds extractos presen-

tan a los mismos componentes mayores con aigunas variacio-
nes en sus concentraciones (menores contenidos en dcido
linoleico y mayores en palmitico) y la presencia de vesti-
gios de componentes menores (12:0, 15:0, 17:0 y 17:1). En
todos ellos y siempre en el orden de los vestigios, el pro
bable dcido dihidroesterculico y cantidades en el orden

de vestigios a 2,2% de dcidos saturados en Cog @ Cpye 1o
totalidad de los dcidos tabulados en el Cuadro 2 solamen-
te se verificd por CGL en los acidos aislados por saponifi

cacion drdstica de la Harina III, siendo esta fraccidn la



48
CUADRO 2

Composiciones acidicas de los distintos extractos obtenidos del
"expeller" (% de acidos totales)
| Extracto en |
| |
Mezcla: . |
Acidos
NI - T, !
| Cl3uH.CH30d,H20 aislados l
' Eter por \
Acidos Hexano | Etilico | Acidos Acidos Saponificaciéni
(x) extraidos | extraidos Harina III |
! por por !
i éter de Ster (xx) ’
i | petrdleo etilico
12:0 vest. C,1 0,2
14:0 0,7 0,9 0,5 0,6 0,8
15:0 vest. 0,1 |
16:0 22,1 25,6 22,5 29,1 26,8
17:0 vest. 0,3 0,2 0,1 0,3 |
5 18:0 2,4 3,3 3,9 4,3 4,2
d1h1@r9es- vest. vest. vest. vest. vest.
terculico (?) A
20:0 0,2 0,8
22:0 vest. vest. 1,4
24:0 l vest.
16:1 1,6 3,2 2,3 1,8 5,1
17:1 - vest. vest. vest. 0,1
18:1 19,5 20,6 20,1 19,3 18,4
18:2 53,7 45,9 50,3 44,1 40,8
18:3 o o 1,0

(x)

Se registran dos pequetfios componentes no identificados con tiempos
de retencion inferiores al miristato de metilo.

Se registra un componente no identificado en concentracidn del O,l%
con tiempo de retencion entre laurato y miristato de metilo. Ademis
dos componentes no identificados (0,2 y 0,3%) con tiempos de reten-
cidon entre miristato y palmitato de metilo.

(xx)
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’ . - 7 . . . 4 .
dnica que revelo presencia de acido linolénico.

Composicion del extracto en hexano incluyendo componentes
menores

Como puede verse en la Parte Zxperimental, operando
sobre el extracto en hexano (aceite residual) se preparan
acidos totales libres de insaponificable, que se transfor-
man en ésteres metilicos, sometiendo a estos a un proceso
de destilacion fraccionada en vacio. Las distintas fraccio
nes y el residuo de destilaciodn se ordenan en este proce=-
S0 segun orden creciente de volatilidades (coincidente con
el aumento de Peso iolecular). Cada fraccién de destilaciodn
¥y el residuo sc¢ examinan por CGL obteniendo los valores
de composicién resumidos en ¢l Cuadro 9 (Parte Experimen-
tal), con cuyos valores y teniendo en cuenta los pesos de
cada fraccion en la destilacién, se calcula la composicion
final sefialada en el Cuadro 11 (Parte Experimental). La
combinacion del fraccionamiento por destilacion y CGL per-
mite concentrar componentes en muy baja concentracidén en
las distintas fracciones, haciendo asi posible su presen-

cia en los distintos cromatogramas.

En este examen y ademas de los componentes encontra-
dos por CGL en el andlisis directo de los ésteres metili-
cos de los dcidos totales del extracto en hexano, se evi-
dencia la presencia de muy pequefilas cantidades de acido
laurico (12:0), pentadecanoico (15:0), heptadecanoico
(17:0), araquidico (20:0), uncosanoico (21:0), docosanoi-
co (22:0), tetracosanoico (24:0), pentadecenoico (15:1),

heptadecenoico (17:1) y docosenoico (22:1). También pudo
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evaluarse en un 0,13% sobre dcidos totales la concentracion
de un dcido cuyo éster metilico tiene un tiempo de reten-
cion andlogo al del nonadecenoato de metilo. Este componen
te se mantiene luego de hidrogenacion y muy probablemente

es el dcido dihidroestercilico (32).

Kuemmel (62) combinande CGL y ruptura oxidativa de
fracciones acidicas (separadas por cromatografia de deri-
vados merciricos) revela la presencia de componentes meno
res en aceite de algoddén. Ademds de los seflalados anterior
mente indica la presencia de 3cido nonadecanoico (19:0),
tricosanoico (23:0) y hexacosanoico (26:0) entre los satu-
rados. No menciona la presencia de acido pentadeccenoico
(15:1) ni dec docosenoico (22:1); en cambio secfiala la exis-
tencia de dcido eicosenoico (20:1) y de isomeros de posi-
cién del dcido octadecenoico (18:1) y vestigios de octade
catrienoico (18:3), este Ultimo revelado como presente en
tre los dcidos aislados por saponificacidén drdstica de la

Harina III en el presentc trabajo.

e)- Determinaciones de fésforo lipidico

Como complemento, se¢ consideré de interés la determi-
nacién de los contenidos cn fosforo lipidico de los extrac
tos en hexano, éter etilico y mezcla 013CH:CH30H5H20. Con
los detalles dc adaptacidn gue se describen en la Parte
Experimental se aplica la técnica colorimétrica de Bartlett
(63), encontrando los siguientes valorcs en fosforo % de

cada extracto:

Extracto en hexano 0,024%

Extracto en éter etilico _ 0,373%
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sxtracto en meczcela

Cl1,CH:CH,OH:H,O
3 3 2

1,37%

Estas cifras indican la mayor concentracion en fosfo-
lipidos en el extractivo en mezcle ClBCH:CH30H:H20, sien-
do la menor la del extracto en hexano. Los extractivos mds
ricos en fosforo de fosfolipidos (éter ctilico y mezcla
Cl3CH:CH3OH:H2O) son practicamente carentes en dacidos ci-
clopropcnoicos. Ello sugiere como tema de estudio el ais-
lamiento de fosfolipidos puros de semillas cuyos aceites

son ricos en dcidos ciclopropenoicos (Sterculia foetida)

para verificar si contienen o no este tipo de &cidos gra-

S0S.

f)- Ensayo de Halphen sobre insaponificables

Desde que no se tienen rcferencias sobre el comporta
miento dc insaponificables de aceites de semilla de plan-
tas de Malvaceas, Tilidceas, Bombacdceas y Esterculidceas
(cuyos aceites seminales suclen contener dcidos ciclopro-
penoicos), se practicd el ensayo de Halphen sobre el insa
ponificable de aceites de algoddén crudos y refinados y so
bre los insaponificables de los extractos en hexano, éter
etilico, mezcla Cl3CH:CH3OH;H20 y sobre el aislado por s&
ponificacién de la Harina III. En todos los casos se obser
vo resultado negativo, indicativo de la ausencia de compues

tos ciclopropenoicos.

g)- Conclusiones generales

Aparte de los valores de composiciones acidicas de
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los distintos extractivos y de su consideracidén en compo-
nentes menores que han sido discutidos, se presenta el Cua-
dro 3 que resume las determinaciones de dcidos cicloprope-

noicos, objetivo principal de este trabajo.

Ningin material insaponificable aislado en este tra-
bajo mostrd contener compuestos con agrupaciones ciclopro
pénicas, desde que siempre produjeron ensayos de Halphen

negativos.
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c)-

d)-
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PARTL -III-

Parte Experimental

Titulacion de dcidos ciclopropenoicos con dcido byom-
hidrico en medio no acuoso.

Ensayos previos de valoracidn en aceites de algodon
en macro cescala,

Adaptacion de las valoraciones por titulacion a esca-
la semi-micro.

Determinaciones de dcidos ciclopropenoicos sobre acei-
tes crudos de algodon cxtraidos en frio y en caliente.

Influencia del método de esterificacidn sobre el con-
tenido de dcidos ciclopropcnoicos.

Extraccidon exhaustiva de los 1lipidos de un "expeller"
de semilla de algoddn. Determinaciones de¢ sus concen-
traciones en dcidos ciclopropenoicos, composiciones
acidicas y contenidos en fdésforo lipidico.
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a)- Método de determinacidn de dcidos grasos ciclopropenoi-
cos - Titulacidn en etapas sucesivas con acido bromhi-
drico en dcido acético glacial para el andlisis de acei-
te de algodon

Harris, kMagne y Skau (26) describen un método para

determinar icidos grasos ciclopropenoicos en acecites de
semilla de algodon refinzdos y crudos con una precisidn

de + 0,01%. Esta basado en la titulacidn en etapas con dci
do bromhidrico a 3 y a 55°C, después de eliminar sustancias
interferentes por adsorcion en alumina activada. Esta téc-
nica, altamente probada en todos sus aspectos, surgid co-
mo una consecuencia de ulteriores investigaciones sobre

un trabajo preliminar (25) enfocando la eliminacion de¢ hag
ta trazas de interferentes a los efectos de llegar a 1la
precisidn mencionada en su aplicacidén a aceites, que como
el de 2lgodon, tiencn bajo nivel de constituyentes ciclo-

propenoicos.

La basc de la titulacidén en etapas sucesivas con dci
do bromhidrico en mcdio acético glacial, surgid 2 su vez
de la interferencia que ocasionaban los dcidos cicloprope
noicos en la titulacidn con dcido bromhidrico (reactivo
de Durbetaki) y 2 temperatura z2mbiente de epoxidecidos, al
consumir igualmente un mol de dcido bromhidrico por mol
de ciglopropenoides. Smith (27) observo que climinando la
agrupaciodn oxirano por rcduccion con hidruro de litio ¥y
aluminio, se titulaba cuantitativamente la agrupacidn ci-
clopropeno. El hidruro de litio y aluminio convierte el
compuesto epoxi a monohidroxiderivado y la agrupacidn dci

do o éster a alcohol, sin afectar el anillo ciclopropeno.
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Harris y col. (25) experimentzndo sobre aceite de Stercu-~

lia foetida observaron quc la velocidad de titulacion de

los &cidos ciclopropenoicos con reactivo Durbetaki era muy
lenta a temperatura ambiente y con punto final poco neto.
Es2 velocidad decreciz con la disminucion de la temperatu-
ra hasta que a 3°C no tenia lugzr 1a titulacion e inversa-
mente aumentabz asintdéticamente con el aumento de tcmpera-
tura hasta 50-60°C, rango ¢n el cual permanccia constante.
Un aumento m2yor de temperatura ocasionaba pérdida de dci-
do bromhidrico, que entraba a la fasc gascosa. Se cligid
como temperatura de titulacion 55°C, obteniéndosc valores
reproducibles, con punto final neto, dentro de los 15-20

minutos.

La precision del método de titulacion con Zcido brom-
hidrico se ensayd frente 2 una seric gradual de mezclas

de aceites de Stcrculia foetida y maiz, cubriendo un gran

dmbito de composiciones, ya que el accite de maiz no con-
tiene dcidos ciclopropenoicos y actda como diluyente del

aceite de Sterculia foctida (zproximadamente 50% de dcidos

ciclopropenoicos). Una investigacion del efecto de la tem-

peratura en la titulacidn con reactivo de Durbetaki de gru

pos epoxido, cmplcando accite de lino epoxidado y 1,2- cpo
xidecano como compucstos tipo en mezclas con aceite de

Sterculia foetida, mostrd que la valoracidn se podia rea-

lizar en forma completa y répida a 3°C,

4si, las mezclas dc¢ ambas sustancias pucden ser ana-
lizadas primero por titulacidn 2 3°C para detcrminar epo-
xidos y continuar la titulacidén a 55°C para valorar Zcidos

ciclopropenoicos en 2uscncia dc otros interferentes. Las
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sustancias, que con reactivo de Durbetaki, consumen ain
lcntamente 2 3 y 55°C interferirdn (hidroperoxidos, ceto-
nas /- @ -no szturadas y dienoles conjugados); mientras
este error puede considerzrsc despreciable para altas con
centraciones de materiales epoxi y ciclopropenoicos, asu-
me mayor significacidn a bajas concentraciones de los mis
mos. No obstantc, un gran numero de cxperiencias sobre acei
tes vegetales refinados, incluyendo el aceite de algodon,
revelaron, que en general,; contienen trazas de sugtancias
que ocasionan pequeflos gastos de acido bromhidrico no so-
lamente a 3, sino tambidén a 55°C, siendo evidentcmente pro
ductos de autoxidacidén. De a2hi que la exactitud de la pri-
mer técnica desarrollada por los autores fuese inadecuzda
para aceite de algodon (contenidos en icidos ciclopropenoi
cos < 1%), ya quc ¢l error de la titulacion a 55°C resul-
ta prdacticamente dcl mismo orden de magnitud que la concen
tracion de ciclopropcnos a ser medida. Una medida exacta
del contenido en dcidos ciclopropenoicos en zceites de se-
milla de algoddn, se consiguc eliminando estas interfercn-
cias por adsorcidn sclectiva con aldmina activada. La efec
tividad de este tratamicnto sc¢ puso en cvidencia por los
resultados obtenidos sobre un gran ndimero de aceites vege-
tales comecstibles no ciclopropenoicos y sobre oleato de
metilo, que originalmente consumian reactivo a 3 y 550°C

y que después de su pasaje por alumina activada se anula-
ban. E1 hecho de que los acecites tratados por 2lumina y
aun €l oleato de metilo fresco destilado al vacio, gque no
contenian sustancias interferentes, desarrollaban gradual-
mente titulaciones positivas a 3 y 55°C, por exposicidn
al aire, confirmé la hipdtesis sobr¢ la naturaleza de ta-

les interfcrentes (productos de autoxidaciodn).
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La técnica dec titulacion en ctapas sc aplicd también

2 una seric dc¢ mucstras-mezcla de aceitc de Sterculia-foe-

tida-aceite _de mani refinado, con conocidos contenidos en

dcidos ciclopropenoicos en ¢l dmbito de concentraciones
previstas similarcs a aceites de algodon ademds de las com
posiciones extremas (0 y 100% de dcido c¢stereculico), pro-
bandose que ¢l tratamiento con alimina activads ss efecti-
vo en e¢liminar interfercentes sin afectar los constituyen-
tes ciclopropenoicos, cuyo andlisis resulta scguro dentro
del + 0,01%. Igual tratamicento se practicé con una serie
de muestras de accites de algodon comerciales, refinados

o no, confirmdndose lo anteriormente expuesto por titula-
cion a 3 y 55°C antes y después dcl tratamiento con alimi
na activada. Una de las muestras, sometida a tres pasajes
sucesivos con alimina activada al reproducir el valor en
ciclopropenos respecto 21 producto original, permitio pro
bar que el tratamiento no afcctaba cl valor d¢ ciclopropge

nos a ese nivel de concentracidn.

A su vez, se¢ demostrdé la reproducibilidad del método,
obteniendo idénticos resultados por cuatriplicado sobre

unz misma muestra de accite de algoddn.

En cada tratamiento por columna adsorbente, gqueda re-
tenida una cierta proporcion de aceite, que no es necesa-
rio recuperar para obtcner cxactitud en los resultados,

a esos niveles de ciclopropenos quedando verificado por
variacién deliberada del aceite rccuperado (desde 65 a 85%)
al no registrarse cambios cn el andlisis. Los aceites de

algoddén crudos requieren un tratamiento especial para re-
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-mover sustancias interferentes, ya que contienen compues-
tos fosfatidicos y 2 menudo son fucrtcmente coloreados.
Los fosfdtidos acusan titulacién con 3icido bromhidrico y
los compucstos colorcados intcrficren ¢n la nitidez dcl
punto finzl. De ahi quc el procedimiento parz el anilisis
dc¢ accites crudos involucre dos difercntes tratamicntos
por alumina activada antes de la titulacidn con dcido brem
hidrico: un primer tratamiento de acucrdo al método oficial
A.0.C.S5. para aceites neutros (20), scguido del pasaje nc=-
cesario para aceites rcfinados. Como se indicd antcriormen
te, los recsultados no se consideran correctos a menos gue

la titulacidn a 3°C sea cero.

La efectividad de estc tratamicnto dual se demostrd
frente a un accite de algodon refinado, de conocido tenor
en dcido melvilico, al cual se¢ incorpord una cantidad de-
terminada de un fosfatido (lecitina dc soya), confirmando
un valor de cero en la titulacion a 3°C y e¢l mismo % en

dcido ciclopropcnoico después de¢ efectuado el tratamiento.

Los aceites rancios (altamentc autoxidados) ofrecen
otros inconvenicntes frentc a ¢cste sistcma de purificacién.
Usualmente exhiben valores 2ltos en las titulacioncs a 3
¥y 55°C, que no pucden scr climinados complitamente ain por
varios pasajes sucesivos por z2lumina activada. Esta difi-
cultad fué salvada por metanolisis de¢ los glicéridos, se-
guido por un tratamicnto dual con alumina activada de los
ésteres metilicos obtenidos, antes de c¢cfectuar su titula-
cidn en ctapas. Los autores dan prucbas de la eficacia del
tratamiento a2 través de resultados satisfactorios en acei-

tes dc algodon y de mani autoxidados de cx-profeso.
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Por otra parte, sc¢ sefizla que 12 c¢tapz de metanolisis
(metanol absoluto-sodio), ensayzda sobre dos mucstras de
aceitcs de 2lgodon refinados, no afecta el contenido en
ciclopropenos, al presentar valores concordantes en la ti-

tulacidn directa del acecite y dc sus Csteres metilicos.

Técnica de titulacidn cn et2pas de 3cidos grasos ciclopro-
. 4 . . 4 . .

penoicos, con 2cido bromhidrido en aclético glacial (Escala

macro) (26)

a) Reactivos-Solucioncs-Solventes-liateriales:

Alumina F-20 gradce, 80-200 m21las Alorco, activada

La alumina se activa por secado a 200-205°C, 4 horas
antes dc su uso. Pucde scr cmpleada hasta las 72 horas des
pués del sccado, manteniéndola cn desccador (20).

Eter dc petroleo (30-600C),

Reactivo de Durbetaki - solucidn dcido bromhidrico anhidro

0,1 N ¢n dcido acético glacial preparado por dilucidn con
dcido acdético glacial de 1la solucidn concentradz dc dcido
bromhidrico en dcido acético (30-32%, aproximadamente 4N)

provista por Eastman Kodak Co.

Este rcactivo debe standardizarse diariancnte contra
carbonato dc¢ sodio anhidro.

Carbonato de¢ sodio anhidro standard primario, KMallinckrodt,

seco a peso constante a 1200°C.

Acido acético glacial A.R.

Benceno A.R.

Violeta de cristal - solucidn al 0,1% en dcido acético gla

cial.

Semi-micro-Burcta automiticz (64) - sistema cerrado tipo
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Karl Fisher de 10 ml., con recscrvorio, graduada al 0,05 ml.
con tubos de protcceion, paraz 1z cargz con deshidraztantoes.

ligzela dc solventes Eter ctilico absoluto-metanol (39:1)

(20) preparzdo por mezcla dc 25 ml. de metanol (grado ACS)
con 975 ml. d¢ Cter ctilico absoiluto (grado ACS).

Agitador elcctromagnético y bafio circundante de agua.

Columnas cromatograficas.

b) Técnica: I) Accite de 21goddn refinado

Obtencion del accite - el aceite sc extrac de las pul-

pas de seinillas con dtor de petrélco (30-60°C) en una mez-
cladora y recupera del cxtracto por filtracidn y climina-

cion del solvente, no excediendo los 60°C.

Tratamiento con alimina zctivada - on una columnz cro-

matogrifica (16 mm. didmetro interno) conteniendo sufieien~
te volumen del solvente (étcr de petrolco) como para cubrir
complctamente 1la carga del adsorbente, se vierten 100 g.

de¢ 21dminz activada en pequcfizs porcioncs. El comprimido

de la carga se consigue por se¢dimentacion, sin golpear.
Cuando el solventc ha drenado hasta un2 altura de aproxi-
madamente 0,5 cm. ¢n el topc del relleno, sc vierte una
solucidon que conticne 25 g. dc laz muestra disuelta en igual
volumen de solvente (Ster-petroleo). Sc percola por grave-
dad y se c¢luye por zadicion controlada de z2proximadamente
225 ml. de¢ éter de petrodolco desde un cmbudo scparador. E1
extremo de la columna no debe ser expuesto en ningun momen
to a la atmésfer2 durante la operacidn de percolado o la-
vado. El conjunto percolzdo se filtra y ¢l solvente sc eli

mina cn un evaporador rotatorio bajo presion reducida a
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una temperatura inferior 2 60°C. Sc cmplez la proporcidn
de 4 g. dc a2lumina por 1 g. d¢ z2ceite, mantcnicndo aproxi-
madamentc la misma rclacion de altura de relleno por did-

metro de columna para cantidades menores de mucestra.

Titulacidn: sc¢ pesz exactamente 0,5-7,0 g. de muestra,

depcndiendo del contenido en 4cidos ciclopropenoicos (7,0
g. para aceite de algoddn) ya tratada con alimina activa-
de, en Erlenmeyer de 50 ml.; disuelve cn 5 ml. dc benceno
y 15 ml. de dcido acético glacial. Después de agregar vio-
leta de cristal (5 gotas) como indicador se conecta el Er-
lenmeyer a la bureta a través de un tapon de goma perfora-
do, con ranura lateral para salida de¢ aire y pone en mar-
cha ¢l agitador magnético (64). La solucidn sc cnfria a
30C por medio de un bafio de¢ hielo circundante. Se titula
con ¢l reactivo de Durbetaki hasta el punto final, indica-
do por el viraje 2l azul-verdoso del indicz2dor, que perma-
necia por lo menos 30 scgundos. Se rccmplaza cl babkio refri
gerante por un bafio de agua mantenido 2 55°C y se titula
nuevamente hasta ¢l mismo punto final azul-verdoso. Las
dos titulaciones, corregidas por cl consumo del solvente
(blanco) se registran scparadamente. La titulacidn a 3°C
debe ser cero o despreciable. De no serlo, puede asumirse,
en base a experiencias, gque la muestra contendrd sustancias
interferentes quc contribuirdn 2 consumir reactivo también

. . . . ’ o
a 55900 y sc requerird un tratamiento adicional de alumina.

ILa concentracion en Scidus ciclopropenoicos sc calcu-
’ . ’ N . 4 . ’
la ya sea como acido estercilico 6 Acido malvdlico, segun
. 1.4
el predominantc en el aceite. Para cl aceite de algodon

’ ’ . ’ .
se expresara cn acido malvalico:
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. i ‘o N v
% dcido malvdlico = 28,04
w

donde v e¢s el numero de ml. de¢ solucidn de Acido bromhidri

co de normzlidad N requeridos por w gramos de muestra.

II) Aceite de¢ algoddn crudo

El aceite se pasa primcro 2 través de una columna de
alumina activada usando mezcla dc éter et{lico absoluto-
metanol (39:1) como solvente eluyente de acuerdo 2 la tée-
nica detallada en el método oficial A.0.C.S. para aceites

neutros.

En una columna cromatogrifica (medidas establecidas
en A.0.C.S.) cargado con ¢l solvente mezcla, se transfie-
re la alumina activada (20 g. + 1 g. para 5 g. de aceite)
dejando correr el solvente hasta quc¢ quede una capa de

0,5 cm. por encima del material adsorbente.

Pesar cexactamente 5 g. de aceite 2 analizar en un va
so y agregarle 10 ml, del solvente, agitando con varilla
hasta disolucidn total, lavando la varilla con otros 5 ml.
del solvente. Transferir la solucién de la muestra a la

colurna y lavar cl vaso con otros 50 ml. de solvente.

Lavar las parcdes de la columna desde el tope con 3
porciones sucesivas d¢ 10 ml, cadza una. Se une ahora a la
columna un embudo separador conteniendo 50 ml. del solven
te y se hace entrar cl mismo, d¢ tal manera gue el perco-
lado se recoja a la velocidad de 4 a 6 ml. por minuto hasg

ta que haya pasado totalmcnte.
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Por aultino, lavar el final del tubo de drenado con
pocos mililitros d¢ solvente. Evaporar cl mismo 2 bafio

4 . . 14
maria con ayuda de suave corriente de nitrogeno seco.

III) Aceites rancios (zltamente oxidados)

Estos accites presentan un problema cspecial ya que
exhiben altos valores en l2 titulacidon a 3 y 55°C debido
a interferentcs que no puedcn scr climinados complctamen-

te aun por un numero sucesivo dc¢ tratamientos por alimina.

Esta dificultad s¢ elimina por nctanolisis (metanol
absoluto-sodio) dc los glicéridos, somectiendo luego los
ésteres metilicos al tratamicnto de alimina activada para
aceites crudos y lucgo titulacidn cen ctapas con deido bron

hidrico.

b)- Ensayos previos - Valoracidn en cscala macro con reac-
tivo Durvetaki (BrH-CHBCOOH 0,1N), dc acuerdo a la tec-
nica secfialada cen (26) ~(25):

La técnica de titulacion en ctapas con reactivo Dur-
betaki, s¢ ensayo c¢cn dos mucstras dc aceites vegetales re
finedos del comercio, a fin de probar la cficiencia de la
aldimina standardizada, para uso cromatografico scgun Brock
mann (lerck-Darmstadt), que sc usd cn lugar de la indica-
da por los autores, ante la dificultad de su provision den

tro de un plazo aceptable,

La siguiente Tablz nmuestra los valores satisfactorios
obtenidos sobre una muestra dc aceite refinado no ciclopro

penoico (mani) y una mucstre de aceite dec algodon refinado,
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antes y dosPués dcl tratamicnto por aldmina activada (ierck)

(éter petrolco).
equivalente BrH como acido ciclopropenoico % (x) (xx)
Acoite original despucs del tratam. con alumina activada
30C 550C 30C 550C rcferido 2 muestra
(xxx) (xxx) original
[N el Y s T, ST X TR RS
mani 1| 0,12 0,09 0,01 0,01
refinado 2 0,00 0,02 _
algodon 11 0,43 0,40 0,01 0,54 0,35
refinado 2 _ 0,00 0,55 0,35 .
(x) calculado como Zcido wmalvalico.
(xx) cn cada titulacidn (3 y 55°C) sc ofcetuo la correc-—
cion por ¢l cnsayo en blanco.
(xxx) componcntes titulables por BrH, no ciclopropenoicos,

cxprcsados como acido malvdlico.

De los valores registrades en la Tabla que antccede,

surgeé que en un aceite que no contienc Zcidos cicloprope-

noicos como ¢l de mani, las sustancias interfercntes que

consumen reactivo a 3 y 2 55°C quedan completamentc adsor

bidas en lz aldmine activada.

Por otra partc, cn un aceite gue conticnc dcidos ci-

clopropenoicos, como €l de¢ z2lgodon, materiales similares

guecdan eliminados, coio pucde comprobarsc por el gasto des
preciable o nulo en 12 titulacion a 3°C, representando ahg
ra el valor 2 55°C cl verdadero contenido en dcidos ciclo-

propenoicos dcl aceite.
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Este valor (0,54-0,55%), referido a % de muestra ori
ginal, ya que ocurre una retencidén de ciertos componentes
selectivamente adsorbibles en la aldmina elevando la con-
centracion final en dcidos ciclopropenoicos, muestra una
cifra de 0,35% que es frecuente hallarla entre las citadas
en literatura para aceites de algoddén refinados (0,20-0,40%)
(26).

En el curso de e¢stas determinaciones y en forma oca-
sional, se observo que la mezcla solvente que contenia el
aceite (5 ml. benceno + 15 ml. dcido acético glacial) cris
talizaba en la titulacidn a 30C y permaneciendo en ese es-—
tado impedia una correcta agitacidn para la distribucidn
del reactivo titulante, con la consecuencia de un punto

final inseguro y valores altamente no reproducibpbles.

Para salvar este inconvenicnte se¢ probaron otros sol-
ventes respetando las relaciones anteriores con el acido
acético o se modificd la relacién benceno-dcido acético
ya empleada. Las mezclas que contenian: tolueno-dcido acé
tico o tolueno-dcido acético-benceno, cristalizaron y 1las
formadas por hexano o tetracloruro de carbono y dcido acé

tico presentaban el problema de separacion de fases.

La solucidn se halld en una mezcla de benceno y aci-
do acético, en partes iguales, que no ofrecid inconvenien

tes en todo el desarrollo del trabajo.

Prueba de ello son los resultados logrados con un acel
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-te de algodon rufinado, que sc valord sobre mucstra ori-
ginal, cmplcando las dos relaciones dc solventes, con re-

sultados concordantes, como sc nuestraz 2 continuacion:

Accite algodon Tequivzlente Brd come Acide malvialico %
rcfinado originai
disuclto c¢n: 30C 550C
e e ——_T__————-== e —————_—%
(x) (5 ml C6H6 + 15 ml
c€3000H)
1 0,26 0,45
2 0,32 0,43
3 0,29 0,47
4 0,31 0,45
(10 ml 96d6 + 10 ml
CE_COCH
3 )
1 0,29 0,45
2 0,27 0,43
' i

(x) Las 4 deteridnacionis que s¢ registran son aquellas en quc
' - . 4
no cristalizn ¢l solvente cn ¢l transcurse dc¢ 1la titulacion.

4 . . . ’ .
c)~ Valoracidn c¢n cscala sewi-ricrec, con rcactivo (2cido
23 . . -
breomnidrico-acctico glzaecial)

Aqui dcbumes cntrar 2 considerar un problona practi-
co gue aabria de prescntarsce on 12 conduccidn de las pro-
xincs determinacionces de Acidos ciclopropenoicos, al dis-
poncr dc muy pocos graros dc¢ miaterial proveniente de los
cxtractos etircos y clorofdridicos de 12 nucstra objete de
oste trabzjo. S¢ imponce 2si la ncecesidad de llevar a cabe

- . . - 4
¢l desarrollo y ajuste de unz técnica de titulacion con
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dcido bromhidrico en sscala scmi-micro, que permita operar
correctamente sobrc algunos decigramos del material. las
experiencias preliminares, que se detallan a continuacidn,
lleyan a esa finalidad. Para ello se comenz¢ por ensayar
el mismo procedimiento, utilizando proporcionalmente la
1/10 parte en todos los reactivos y soluciones, efectuan—
do la titulacion en Erlenmeyer mds pequefio, pero con la
misma semi-micro bureta de 10 ml. al 0,05 ml. Es decir que

las nuevas condiciones operatorias serian las siguientes:

Solucion BrH-CHBCOOH gl. 5 0,01 N

Peso de la muestra alrcdedor de 0,3 g.

—
-

Solvente mezcla

(l ml C6H6 + 1 ml CHBCOOH gl.) —
Solucidn indicadora

(violeta cristal en CH3COOH)

2 ml.

0,01% (8-10 gotas)

Se ensayaron cantidades variables del indicador hasta con-
seguir un consumo despreciable en €l blanco y punto final

neto.

la muestra utilizada fué el mismo aceite de algodon
refinado del ensayo anterior. Se rcgistrd una dispersidn
grande en los % de acido malvalico entre duplicados y a

su vez no concordantes con los logrados por la técnica en

gscala macro.

En base a estas observaciones, parccidé razonable aumen
tar en particular la concentracion del reactivo, utilizan-
do en cambio una micro bureta automatica de 2 ml., gradua-

da al 0,01 ml. para efectuar la titulacion. Las condiciones
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operatorias actuzles serian:

Solucion BrH-CH3COOH gl. 5. 0,05 N

Peso de 12 nuestra ),alredodor de 0,7 g.
Solvente mezcla ... 10 nl.

(5 wl CGHS + 5l CH3COOH)

Solucidén indicadorz 0,1% . 50,05 nl. nmedidos

(violcta cristzl en CHBCOOH) con pipeta

L2 solucidén de¢ BrE-CH_COCHE 0,05 N se standardiza con-

3

tra 003N32 anhidro.

El conswio dc reactive ¢n ¢l ensayo ¢n blance, e¢s dc
una gota (=aproximad:inientce 0,03-0,04 nl.), obscrvandesc un

viraje neto en el punto final.

51 siguientc cuzadro ilustrz sobre los resultados ob-
tenidos de varizs determinaciones cfectuadas dircctaniente
sobre el mismo accite de algodon refinado que sirve de ba-

sc a estos ecnsayos.

Deterrinzcion N° | equivalente BrH cowo Acido malvalico % (x)
30C 550C
me—_m— ﬁ
1 0,24 0,46
2 0,25 0,45
3 0,25 0,47
4 0,26 0,46

(x) Las titulacioncs ofcctuadas 2 3 y a 55°C cstdn corregidas

por ¢l ensayo en blanco.

De la observacidn de les valorcs surge la reproducibi-

lidad dc¢ los niswios y su concordanciz con los obtenidos on

escala rniacro.
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Es importante schizlar quc para ascgurar estos roesul-
tados satisfactorios ¢s nccesaric mantener 1z tenperatura
aribicntc lo suficicntcnente constante como para evitar va
rizciones de leeturza del reactivo ocasionadas por cl cle-

vado coeficiente de expansion térmicn del decido acltico.

Una scrie de¢ expericncias pesteriorces (condensadas
en ¢l proxiwo cuadro) poncn c¢n cvidenci: 1z cxcelente con
cordancia cntre los valorcs rcgistrados, para un2 misma
zuestra de aceite de algoddn refinado, por aplicaciodn de
las téenicas cn escalas racro (25) (26) y 1a semi-nicro

Wltinanente descripta.

Detcriiinacion No | equivalente BrH como dcido malvidlico % (x)
(sobre accite

’ ) ticnicz rnacro técnica scni-riicro
algodon rcfinado
original) 30(C 550C 30C 550C
1 0,26 0,42 0,26 0,44
2 0,26 0,44 ' 0,27 0,43

(x) Las titulacicnes 2 3 y 55°C cstdn corrcgidas scparadarchn
te por ¢l censayo cn blanco.

Estes valores indican, que de aplicar ¢l procedindiento
en escala scui-micro pucde esperarsc 12 nmisma precision en
sus resultados (+ 0,01 2 + 0,02) que en 1z téenica origi-

nal macro.

Coro complcirento d¢ e¢stes cnsayos en cscalza scri-picro
y en cordoncia con las expericncias licvadas 2 cabo por

. . N N ./
Harris y col. (26), la cxpericnciz gue a continuacion sc

detalla confirra quc el tratonicnte per 2lundina activada

. 2 . . 7 . .
no afecta 12 concentracion original de acidos cicloprope-
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-noicos. Opcrando sobre cl wmismo 2ceite de algoddn rcfina-
do cmpleado anterioriccnte, sc procede a su percolacidn por
colurna d¢ 21dminz activada utilizande dter do petrdleo
corio eluente (76,1640 g. rinden cn csta percolacidn 51,0375
g.). Do estos Ultinos sc pesa una 21icuotz (0,6400 g.) gquc
por titulacion a 3°C no acusa consuiio ¥ 2 55°C un consurio
de 0,19 wl. de reactivo (0,05633 N BrH) cquivalcntc a 0,39%
de dcido m2lvilico (0,26% sobrc 2ccitc original). Un dupli
2do do esta titulacidn (0,7012 g.), no consuic a 3°C y
gast2 0,21 ml. dcl rniswmo reactivo dc titulacidn 2 550C
(0,40% 4dcido malvilicn, cquivalentes a 0,27% de aceite ori

ginal).

En una scgunda percolacidn 25,0795 g. dc¢l priner per-
colado, sc¢ pasan por idéntica columna de alurina, obtenicn
do 16,8707 g. d¢ purcolado, sobre alicuotas del cuzl sc
hacen titulacioncgs 2 3 y a 55°C. En la primer titulacidn
sobre este scgundo percolado, 00,6825 g. no consunen 2 3°C
y gastan 0,28 ml. de¢ rczetivo titulante 2 55°C (equivalen-
tes a 0,58% Zcido 1alvalico sobre segundo percolado y 2
0,26% sobrc aceitc originzal). En ¢l duplicade (0,7748 g.)
no hay consumo 2 3°C y sc¢ cuplean 0,32 nl, a 550C (cquiva
lentes a 0,59% do 4cido rxlvilico sobre scgundo percolado
y 2 0,27% sobre aceite originz2l). En cstas 4 titulaciones,
de los consurnios dc¢ rcactivo titulante, debe deducirse 0,03

Ll. correspondicntes 21 blanco.

Coo conclusion surgc que 13 seLi-microtécnica cr.plca
da proporciona vilores reproducibles y concordantes con
los de titulacidn cen nacro, confirmdndose quc les tratacicn

tos sucesivos por 2lunina activada no modifican la conccn-
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~-tr2cidn cn dcidos ciclopropenoicos del producto original,

lo quc @s concordante con lo indicado per Harris y col. (26).

d)- Valoracidn d¢ dcidos ciclopropceneicns on extractivos
wd d .
por hexance o por ¢ter de petrolco 2 partir de expeller
. w4
de senilla de =2lgodon

Los c¢nsayos anteriorcs dc¢ adaptacidén de una semi-ni-
crotécnica de vz2loracidén lo han side opcrando sobre un acci
te de¢ algoddn refinado. Desdc que ¢l trabajo a dcsarrollar
exige operar a2 partir de un "expeller" de scidilla de algo-
don, los extractivos por hexano tendrin todas las caracte-
risticas dc los 2ccitcs "brutos" o "erudos" dc cxtraccidn
(c¢levade contenido en piguentos y dewds compencntes preschn

te¢s en accites crudos). Harris y col. (26) para cstos ca-

sos rcconicndan un previo pz2saje del aceite por colurna
de aldwminz activada coplezndo ter ctilico-metanol, coiwo
cluente, tratawicnto indicado por a4.0.C.S. (20) par2 libe-
rar a cstos accites crudos dc¢ fosfatidos y pigmentos inter

ferentes,

Obtcencion del extracto cn hexzno {cen cz2licnte)

220 g. de "cxpeller" finamcente molido se¢ agotan por
hexano técnice cn Soxhlet durante 24 horas. E1 "expeller"
se rcisuele y scmete cn igual feriiz 2 nueva cxtracecidn por
4 horas. D¢ les cextractos rocunidos sc recupera ¢l hexano
por destilacidn a2 bakio uaria, clininando las ultimas tra-
zas en estufa dc vacio a 100°C y 5 nr. hasta constancia
dc peso. Sc obticncn 22,81 g. de accite bruto (10,37% so-
bre "expeller"). Dadas las condicioncs dc cxtraccion, cli

ninacion d¢ solvente y tratamiento final cn la estufa de
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I'd N . .
vacio, denoidnacos 2 cste extractive coi.o "obtenido en ca-

lientc". Sobre cste producto, sc¢ obscrvd que ¢l trata.ien-
to previe d¢ pasaje por una sola colunna z2ldiina activada
(éter ctilico-wctanol) si bicn clininaba la ma2yor partc

de pigrentos, rcqueria un segunde paszje por otra coluLna
similar para obtencr un pcereolado pricticarentce incoloro
(1igero tono ararillento). En efecto, ¢l punto final cs
uy inseguro a2l titular ¢l producto resultante del primer

pasaje, sicndo correcto lucgo dc una segunda pcrceolacion.

Los resultados wcncionados en el Cuadro 4 por titula-
cidn "Lacro" y'"scmi-nicro" sobrc el producte obtcnido luc-
go d¢ una tercera percolacidn por coluwnz de aldnina acti-

vada (éter petrdleo) son totalmentc concordantes.

Obtencion d¢l extracto en Stor de petrolco (30-60°C) (en
frio)

500 g. d¢ "expeller" financentce nolido y colocado en
frasco carziclo, sc agotan con Stor d¢ petrdlco (30-60°C),

con agitaciodn nccinica durante 90 horas.

S¢ filtra y dc los extractos ctéreos recunidos sc¢ re-
cupcra ¢l solventc por destilacion 2 tewperatura nenor de
600C, hasta pcso constante; sc¢ obticnen 97,32 g. de acei-

te bruto (9,7% scbre "expeller").

D¢ acucrdo a las condicioncs crppleadas en el procedi-
niento de obtencidn, dencininanos a cstc extractivo coiio

"obtenido en frio". Es cvidente que en anbas condiciones

. . . 7 .
de extraccion (en frio y cn calicntc) sc obticnen practi-
camente los mismos rendirdcntos on aceite bruto. En ¢l Cua-

. 4 .
dro 5 s¢ resumen los valores obtenideos, despuls de somcter
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el accite bruto a un procecso de eliminacidn de pigmentos
y de interferentes idéntico al sefialado para el cxtracto
en calientc, que s¢ obtienen por titulacidn en cscala se-
mi-micro sobre el producto resultante del pasaje sucesivo
por las dos primeras columnas (éter etilico-mctanol) y so
bre el producto cluido de la tercera percolacidn (éter pe
troleo). Estos ultimos valores (0,21%) son prdcticamente
concordantes (ligeramente inferiores) a los registrados
en el ensayo anterior (procedimiento en calicnte) cn csca

las macro y semi-micro (0,25%; 0,26%).

La conclusidn inmcdiata quc surgc de estas experien-
cias, es que el proceso dc extrzccion en calicentc (<< 100°0C),
no afecta el contecnido en Zcidos ciclopropenoicos del acei-
te obtenido. Sin embargo y como norma precaucional, los ca-
lentamientos en cstufa de vacio, hasta constancia de peso,

se hacen en lo sucesivo a temperatura no mayor de 60°0C.

e)- Influencia del método de esterificacidn sobre el con-
tenido de acidos ciclopropenoicos

El objeto de las expericnecias que se describen a con-
tinuacidn, es el dc¢ evaluar dos métodos difercntes de es-
terificacidén frente a su probable influcneia sobre la agru
pacidn ciclopropcno, en relacion a las concentracionces de-

terminadas sobre ¢l aceite original.

Sobre ésteres retilicos obtcnidos por metanolisis a partir
del aceite bruto extraido con hexano (26)

A 10,35 g. dc¢ accite bruto se agregan 40 ml. dc metanol
absoluto y 0,15 g. dec sodio metdlico (que involucra la neu-

tralizacion de la acidez libre y el 0,1% en exceso respecto



79
dcl iietanol agregado).

La nczelza sc calientz (baiio maria) a reflujo durante
25 cinutos 2 fin dc¢ alexnzar heiogencidad. A la mezcla fria
se la agita cn ampolla de dccantacion con 4dcido clorhidri-
co diluido hast2 llevar a2 pH 4,00 (hcliantina) y se extracn

los &steres metilicos con &ter etilico.

El extracte ctéree sc lava con agua para clininar aci
dez niineral, se neutralizan los cucrpos acidicos residua-
les con solucidn dc¢ hidrdxido de potasio alcohdlico 40%o,
lava nucvaricnte con agua, scca con sulfate de sodio anhi-
dro, filtrz y clinina lz2 mayor parte del solvcentc a bafio
narii y secca el rcsiduo cn ¢stufa de vacio = temperatura
no mayor de 60°C. Sc¢ obticnen 8,14 g. d¢ &stercs metilicos

quc conticnen cl insaponificablce original.

Sobrc cstc producto y segun el dctalle dcl Cuadro 6,
una vez sometido 21 tratziiento de percolacidn por las dos
colurnas de alw:ina activada (&ter etilico-metancl) y (éter
pctrolee) para 2ceites crudos (26), sc procede 2 la titu-
lacion en escalz scui-iiiero. Los resultados logrados (0,28;
0,26%) concucrdan estrcchaimentc con los obtenidos sobre
cl aceite bruto (0,25; 0,26%) y 2 su vez confirrna, de acuer

do a lo sefialado por Harris y col. y por Haumons y Shonc

(18) que la e¢sterificacion por nctanolisis procede sin desg

truccion del anillo ciclopropeno.

Sobre éstercs netilicos obtenidos per esterificacidn con
netanol y acido sulfurico

Desde que cn la literatura (18) se nenciona que la




(@
00

*8066 £ € © ojuortepeardas ‘oourTq ud OABSULD TOP UQTODDII0D BT ®
*0066 £ € ® *TT $0°0 oduerTq

movﬁmﬂoo 95 SOTNOTED SOT U™

N 66090°0 HOOD HD-HJIg :03UBTNLTY OAT40TOY

520 2vto T2‘0l 000 00°0 v0‘g ¥889°0 2
gz‘o Svéo ¢z2‘ol 00‘0 00°0 v0‘0 96z2L‘0 T
s ——— e— —— e
(Tcutdtao  (opeTodand ogonpoad (TrutStao (oprTooand oOjonpoad
NQTROT) SOOTTTIAN monupmwv D3T20T) SOOTTT3om mahopmwv
% % T % % g
D066 Oof (%)
—] LI3SONTI (o UOTOBU
9 OOTTTDATTI! OPTOT OuIOd HIG djuUATTATNDS 0s0J -T7I92%2(q

—~0JOTI~TUINS BITOS2 U0 UOTOBTNGTI~

*opoTooand oqonpoxd np *F @zz0fy OPUDTPUTI (00TOXA0d I090) TUTMTIE

op TUMTOO Tpundsas tctun

20d ugsvd 2s onb opuuoaod op *F QLE6‘t UnrpUTI £ (TOUTFOT-0DTTILY J992) TUTIMNTE Op TUTMTOD JIATI

-1ad eun god ucrtooxad os SOOTITFFOW SAIOLS2 S0480 2p *F CEy0‘G ‘TruTITIO aTquoTITuodesutr T8 Uuau

2Tqu0o onb SOOTITI3A™T SOINEST OF *3 $7¢Q ucputa ‘ouexoy Jxod OPIBIZXO 03nIq 23T90%E *F ¢Ci0T

(92) (odTTEaar OTpOs °TOoura"T) SISTTOUT}OM Tod

~OUTXOY U0d OpItd3X0 ~4T0oC Top Itadrd T SOOTTTART S2I03S9 dp UOTOUDRQQ

=3= odavno



81
esterificacidn de Acidos grasos con ictanol y dcido sulfu-
rico se¢ aconpafia dc destruccidn dc 2cidos ciclopropenoicos,

sc¢ decide cxperimentar tal influencia,

Particndo dcl aceitc brute cxtraido por hexano sc hace
nceesario saponificar este accite (por rcflujo durante 2
horas con 30 g. d¢ hidroxide dc potasio y 500 nl. de cta-
nol/100 g. grasa), lucgo de lo cual y previa dilucidn acuo
sa s¢ acidifica con dcido sulfurico (1:1) (hcliantina) y
extrac los acidos grasos totales izis insaponificable con
éter etilico. Los extractos ctércos se lavan con agua, tra
tan por sulfatce dc sodie anhidro y recupera el sclvente
2 bafio maria. Como técnica de ¢sterificacion se sigue 1la

indicada por Hilditch y Williams (65) cuplcando r.ctanol

absoluto en cantid2d no ncnor a 10 veces ¢l peso de dcidos
a esterificar (¢l nctancl conticnc 1% en pcso dc dcido sul
furico concentrado cono catzlizador). 3¢ procedc por cbu-
llicidn 2 rcflujo ¢n bafio marfia durante 2 horas, se¢ cnfria,
transficrc 2 awmpolla dc¢ decezntacion y cxtrae por 3 veces
con ¢ter c¢tilico. Los extracteos ctérces reunidos sc lavan
con agua (clininacion de nctanol y 2ecido sulfurico), sc
afiade solucidn de potasz alcohdlica (4%c) gota a gota y
agitando hasta rcaccidn alcalina (fenolftaleina; eliiina-
cion de¢ cucrpos =z2cidicos no estcerificades), lava nucvancn
te con agua, trata por sulfato dc sodio anhidro, recupera
¢l solvente 2 bafio mariz y calient2 cen estufa de vacio 2

constancia de peso 2 temperatura no mayor de 60°C.

. - -
2l producto asi obtenido couprende ésteres netilicos

de dcidos totales y ¢l insaponificable original.
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En opcracidn scparada y lucgo de la saponificacion
referidza, 1la solucidn alcohdlica de¢ jabones se¢ diluye con
agux (2 veccs su velwaicn) y se extrac ¢l insaponificable
en anpollas de dceantacidn con Ster ctilico ajustando la
técnic: a las prescripciones de A.C.C.S. (66). D¢ las so
lucioncs hidroalcohdlicas libres de insaponificablce se re
cuperan los icidos totales ¢n la forua ya indicada que sc
esterifican con netanel y dcido sulfurice couo ha sido des
cripto. Los ésteres nctilicos a2si obtcnidos estdn libres

dc inszponific2ble. Les Cuadros 7 y 8 se roficren a las

dcterninacioncs, pér titulacion seui-micro y prcevio pasa-
jc por dos colurnas dc aldminz zectivada (Ster etilico-Lie-
tanol) y (&ter petrdlco) sobre los Sstercs wmetilicos ids
insaponificablc y los &steres netilicos libres dc insapo-
nificzable, anbos obtenidos por ¢sterificacidn con rietanol-
dcido sulfurico en las condiciones indicadas. Las concen-
traciones finales c¢n icidos ciclopreopenoicos, expresadas
en dcido n2lvilico (0,26 y 0,27% rcfcrido 2 accitec origi-
nal) son, adciis dc concordantes, iguales 2 las observadas
operazndo sobrc aceite bruto y sobre éstercs obtenidos por

metanolisis.
Ello indica:

1)- L2 csterificacidn de¢ dcidos grasos con nctanol
y Adcido sulfurico cn las condiciones opcratorias
indicadas, no provoca destruccioén de Zcidos ciclo
propcnoicos. Bste comportaiicnteo difierc del se-

fialado por Hausionds y Shonc (18), quicnes en su

publicacién no prccisan la téenica de esterifica
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-cidn enpleada. L2s expericncias del proscente tra
bajo scfirlan quc cn las condicioncs operatorizs
descriptas y con bajas conccntraciones en dcidos
ciclopropenoicos, no se obscrvan Lernas cn las

concentracioncs dc¢ tales Acidos.

2)- Que la prescnciz de insiponifieablce dc aceites

de 21godon c¢n los &stercs metilicos no afcct2 las

detercinaciones.

Pese a ¢stas cowprobacioncs, las dceteriiinacionces de
dcidos ciclopropenoicos cn los distintos extractivos de
cxpeller de¢ 2lgodon quc se scfizlan nds adelante, sc prac-—

tican sobrc ésteres obtunidos por nctanolisis.

f)- Extraccion exhaustiva de los lipidos d¢ un "expeller"
de serilla de algodon. Consideracion de¢ distintas frac-
ciones d¢ cxtraccidn, sus coLposiciones acidicas y con-
tenidos en acidos ciclopropcnoicos

Cowo ha sido scfizlzdo ¢n le Discusiodn de¢ la Parte &Ex-

perinental, la extrzccidn exhaustiva dc los lipidos rcsi-

duzles <n cl "expeller" dc a2lgodon, sc logra por:

1)- Agotaiiento por hexzno téecnico.
2)- Extraccion subsiguicvnte por &ter ctilico.

3)- Extraccion subsiguicntc en medio hidratade (des-
. ’ .
truccidén d¢ gldandulas de¢ pigicntos) con nezelr

wl3CH-CH30H-H2O.

4)- Saponificz2cidn dc¢ 1z harina final con potasa al-
cohdlicz y aislaiicnte d¢ inszponificable y dci-
dos grasos d¢ los lipidos rciznentes.

En las expericncias gquce sigucen se detallan estos pro-

cesos, la cvaluacidén dc los lipidos 2islaidos, sus conside-
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-raciones anz2liticas y d¢ composicion en 2cidos grasos ¥y
contcnidos e¢n dcides ciclopropcnoicos, para lucgo c2lcular
¢l contenide final ¢n c¢stos ultikos del "expeller" origi-

nal,

M2teria priua

E1l "expeller" do senilla de algoddn crpleado corn.o na-
teria prina y obtenido ¢n la provincia de Chaco por la fir
rca "Molinos Rio dc 1la Plata", procedc dc un tratzmiento
de la sewilla en prensas preévio calentanicnto a 85-90°C.
El "cxpeller" obtenido emerge de talcs prensas a 100 + 30C
y con un centenido de huncdad de 8,2 a 8,8%., Se prescnta
coLo naterial pulveérulento heterogeneo de color pardo. Una
partida de aproximadamente 20 kg. se rcoucle finaoente y

homogeiniza a los fincs de las doeterninaciones analiticas.

l.- Agotawicnto por hexano téenico - BEstudio dcl cxtracto
en_hexano

a) pxtracecidn - Caractcristicas guiisicas y contenido
en acidos ciclopropcnoscos

1350 g. de¢ "expeller" reiiolide sc agotan cn Soxhlet
con hexzno técnico por 24 horas. El1 solvente se recupera
a bafio maria y ¢l residuo lleva a const2nciz de peso en
cstufa de vacio (5 ixi.) a no rAs dc 60°C. Sc obticenen
136,3 g. d¢ un 2ceite bruto pardo oscuro (10,09% sobre "cx
peller" original), con las siguicntes caracteristicas ana-
liticas: indice dc iodo (Hanus) 110,3, indicc de¢ saponifi-
cacion 193,9, insaponificablc total (66) 2,58%, indice de
iodo del insaponificablc (Rosenuund-Kuhnhenn) 66,8, nune-

ro dc a2cidez (rg. KOH/g.) 23,2 (equivalente a 11,6% 4cido
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oleico). E1l continide cn 3cides ciclopropcnoicos cxpresa-
dos en fcido m2lvilico dc ¢stc aceite bruto ¢s de 0,26%,
valor coincidcentc con los varios otros scfialados preecdon
tenentc sobre ceste nisiL.o producto. Por tanto y referido
a "expcller" original, el extractivo cn hexane téenico in

dica la presencia dc 0,026% de Scido ralvalico. Cono roesul

tado del agotaricnto del expeller por hexane resta una hari

na gque denoiiinaros Harina I.

b) Saponific2cicn - Insapenificablc - Acidos totalcs -
Estcres nctilicos

51,45 g. de accite bruto s¢ saponifican (15 g. hidrd
xido de potasio y 250 i:l. &tanol), obtcnicendo 0,8718 g.
dc insaponificablc (1,70%; valor infcrior al secfialado an-
tcrioruente por operarse en nacro cscz2la) y 48,10 g. de
dcidos totales (93,5%). Los Zcidos totzles sc transfornan
¢n ésteres netilices con 12 tdenicz ya descripta (Letanel-
acido sulfuarico), obtcnicndo 47,7 g. dc Ssteres de indice

de iodo 109,1.

Insaponificable — Sc destina exclusivauntce a practi-

car sobr¢ el risi.o un cnsayo dc¢ Halphen, aplicando c¢stric
taiente la técnica2 4.0.C.S. (67). Al cabo d¢ 2 horas a 100-
110°C se obscrvz un tono parduzco que s¢ considera coro
ensayo ncgativo. Dada 1la scnsibilidad de la reaccidn de
Halphen pira con corpucstos cicloprepenoicos, cllo indica

ausencia dc¢ talcs componcntcs cn ¢l insaponificable.

Coi.posicidn acidica - Opcrando por CGL (2parate Perkin-

Eli:er Vapor Fractorcter Mod. 154, cquipade con dctector

de ionizacidn de 1llaina, colw.nz de 2 n.ctros con natcrial
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rellcno Chroiosorb W, laviado fcide (100-120 mallas) y adi-
p2to d¢ polictilenglicol (13% sobre reclleno total), nitro-
gcno coL:o carricr y teopceratura de 200°0C, s¢ cobtienc ¢l
cromn2tograra d¢ l2 Fig. 1, quc pernitc por trizngulacidn
¢l célcule dc 1a couposicidn acidica con los recsultados

que figuran al pié dcl nismo y en ¢l Cuzdro 2 (Partc II).

Composicion zscidicz cn coiponcntes menorcs — Dosde

que ¢l examon por CGL opcrando dircctamcnte sobre los és-
teres wetilicos dc los Zcidos totalcs no sc prest2 pare

revelar la presencia de cowponcentes en muy baja concentra
cion s¢ proccdc, cn opcracidn scparada, al fraccionanicen-
to de los Ssterevs metilicos de los dcidos totales en vacio

de 0,5-1,0 . Hg copleando un cquipo segun Longencocker

(68) cuya cficiencia ¢s dc¢ doce platos tcdéricos nedida por

cl nitodo grifico de kic. C2bc y Thicle (69) (70) con unez-

cla benzol-tetraclorure do czrbono. Sobre la scric de frac

ciones y rcsiduo do destilacidn obtenidos, se¢ practican

W

1+

x3menes por CGL obteniende les crenatograias de las Fig. 2
8,

cuyas coiposiciocncs particularcs figuran cn ¢l Cuadro 9.

a
<~

£l Cuadro 10 re¢sunc ¢l proccso de destilacidn fraccio-
nada y coumprcnde cnsayes de Halphen practicados sobre las
distintas fraccioncs de destilacidn excluyendo la priucra.
Estas sc practicarcn scgun (67) operando con 0,3 a 0,5 unl.
de fraccion y observiandosc resultades positivos en todas,
con la niayor intensidad ¢n las fracciones 4, 5 y 6 que son
las nds ricas on oleato y lincleato (contenicnde la mayor
concentracidn de Acido nalvilico). El rcsiduo (1 g.), de
color oscuro ful percolade per z2ldaina activada (4 g.) (&8ter

ot{lico-i:etanol) obtuniende un producto claro que d2 reaccidn
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FIG. 1 - Extracto en hexano - Cromatogra
fia gas-liquido d¢ los ésteres
metilicos de los acidos totales.

Composicion acidica del extracto en hexano
(% de dcidos totales)

miristico 0,7
palmitico 22,1
heptadecanoico vest.
estedrico 2,4
palmitoleico 1,6
oleico 19,5

dihidroestercilico (?) vest.
¢
linoleico 53,7
Ind. de iodo ¢steres metilicos dc. totales (det.) ——= 109,1

1" " " " " 1" " (calc.) ——— 110’8
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CUADRO —9-

Co.posicioncs acidicas dc las fraccioncs dc destilacidn dc

los &stores rctilicos de los dcidos totalcs del oxtracto

en hexano (% de dcidos totales en fraccidn)

Fraceciodn
Acido 1 l P 3 4 T 5 | 6 Residuo
T ! ! ‘
12:0 0,4| __ . L _ _ -
14:0 16,1! 3,1 0,2 | __ | __ L _
15:0 1,0} 0,2 . — — — —
16:0 74,4 87,9 89,9 |31,2 | 3,9 0,9 | 0,5
17:0 0,31 0,3 vest. 0,2 _ _ —
18:0 . L 1,1 1,8 2,6 6,7
20:0 o _ A _— 2,1
21:0 o __ . __ L vest.
22:0 ] — — - | - 1,1
2450 o . I R 0,8
15:1 0,3 |vcst. . | — — - —_—
16:1 7,51 8,5 | 7,3 | 0,2 vest.| __ —
17:1 | — veste | veste 1 —
18:1 L 0,5 115,3|23,6 | 25,9 | 25,3
22:1 R L . N 1,0
18:2 N 2,1 |52,0!70,7 | 70,6 55,5
dihidro- ! !
cstercalico | | _— —_— _— = 0,8
(?) | | ; L
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. . ? . . .
Destilacion fraccionade dce &sterces metilicos de 3cidos

totales del extracto e¢n hexano

Terperatura (oC)

Fraccidn Peso _

e fra?éion Bafio Modio | Cabeza
1 | 0,52 | 205-210 187..188—r 90-115
2 | 1,06 || 220-210 | 188-190 | 115-120
3 1,85 || 210-210 | 190-195 | 120-130
4 3,32 || 210-223 | 195-203 | 130-145
5 4,12 | 223-227 | 203-204 | 145-146
6 5,80 | 227-240 | 204~238 | 146- ¥

Res. 3,36

Rcaceidn
de
Halphen

ruy débil
débil
fuerte
fuerte
fucrte
débil

Total rccupcrado 20,03 g. Pucsto cn balon 20,15 g. -
Presidén 0,5-1,0 muwi. Hg - Duracidén destilacidn 4 horas.
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dc Halphcen débilicnte positivz. 3¢ concluyce que la desti-
lacidén fraccionzada opcrada no proveca la destruceidn, al
Lenos total, dc los ésterus netilicos de¢ acidos ciclopro-
penoicos ¢n un proceso dc 4 horas con teLperaturas dcl ba
fio d¢ aceite entre 205 y 240¢°C.

Las coLposiciones particularcs de cada fraccion de
destilacion y los valorcs del Cuadro 10, periiten calculzar
12 coLposicidn dc los SEstcres originzles con los valorces
que figuran en ¢l Cuadro 11 (% dc dcidos totales). En con-
secuenciz esta combinacidn de tdécnicas revela la prescncia
d¢c pequefias cantidadcs de¢ los Zecidos laudrico, pentadecanci
co, hcptadecznoico, araquidico, behiénico, lignocérico, pen
tadeccenoico, heptadcecencico, nonadccenoico y docoscnoico,

ne indicados por lz cromatografia dirccta,

Iz prescnciz del Zcido nonadcccnoico cowo conponente
del rcsiduo dc destilacion surgid de obscrvar un pequefio
pico con ticipo de¢ reteneidn de 15,10 ci. (ticiipo de reten
cidn rclative 2l olcato de n.etilo: 1,50) inmcdiataucnte
dcspuls dcl pico corrcspondivntc al linclcate de metilo.
Tal presencic debe descartarsce desdc que el croratograra
correspondiente 21 residuo hidrogenado, scgun Tiong y
Watercan (71) menticne cl nismo pico con el mismo ticiipo
de retencidn y ¢l miswo ticmpe de retecncidn relativo 2l
oleato. Probablerentc se¢ trate de un dcido dihidrocsterci-

lico y2 sefialado coi.0 posible por Raju y Reiser (32).

Los valores dc cowposicidn cncontrados por destilacion
fraccionada y CGL coinciden c¢strechaiiente en sus corponcn-

tes conuncs con los hallades por CGL dirccta. Asiiislo,
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CUADRO -11-

Couiposicién acidica incluycndo componentcs r.enorcs dol
cXtracto en hexano (x)

Acido ’% dc Acido ,% de

acidos ' acidos
12:0 0,01 15:1 0,01
14:0 0,61 16:1 1,37
15:0 0,04 17:1 vest.
16:0 21,41 18:1 19, 38
L7:0 0,06 22:1 0,17
18:0 2,46 18:2 53,68
20:0 0,35 | dihidgo— 0,13

csterculico
(?)

21:0 vest.
22:0 0,19
24:0 0,13 |

(x) No se incluye 0,26% de dcidos ciclopropencicos totales
evaluados sobrec accite bruto, equivzlente a2 0,28% sobre
dcidos totalcs.

Indice dc saponif. dsteres ncetilicos dcidos totales (dct.) —195,4
" 1" " n n " " (calc.) __).194’1

Indice de iodo ésterces :uetilicos 4cidos totales (det.) —=109,1
n " " " n n n (calc. ) _},110’6
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¢l valor de¢ Indice de iode caleculado c¢n basc a cstas cor-
posicioncs 110,6 y 110,8 son corcondantces con ¢l detcerii-
nade dircectzuentc sobre los Sstorcs de partida 109,1. El
indicc dc saponificacion calculado e¢n basc a2 la conposicién

CGL es 194,1 sicndo el valor dcteriinado 195,4.

liétode d¢ detcerniinacidn do fésforo lipidico

Bartlett (63) describe un zdtodo de valoracidén de fos
foero total basado c¢n una modificacidn de 12 tdécnica colo-

ridtrica dc Fiske y Subbarow, con la finalidad dc aumcn-—

tar su sensibilidzd y facilitzr los numcrosos andlisis on

lipidos cluidos de¢ colurnes cromatogriaficas.

Estc zuncnto de sensibilidad sc logra a través de una
m2yor intensidad de coler, que sc consigue por czlentamicn
to a 100°C operando por un tierpo dc¢ 7 minutos, cfectuan-
do lucgo laz lcctura a 830 bl (7,2 veces nmayor quec el alcan
zado c¢n ¢l Ldtodo clisico a texnperatura ambiente, con lec-

tura a 660 ).

Ante la dificult2d de conseguir agua oxigenada libre
de fosforo (incorporado 2 12 misn2 cono agente cstabilizan
tc en forra de feosfatos), s¢ impuso 1la necesidad de prac-
ticar 12 destruccidn dc¢ 12 rateria organica rccurriendo
a una calcinzcidn de¢ l2 nucstra en presencia de un fijador
(carbonato dc sodio) y opcrando 2 500-5500C cn mufla. El
fésforo orginico s¢ deteriina asi como ortofosfato a con-
tinuacidén de la destruceidn del materizl orgdnico, de acucr

do a le técnica coloriiétrica indicada por Bartlett.
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Solucioncs - Rcactivos - Aparatos

CO3Na2 puro
PO4H2K cristalizz2do Baker's R.A.
Mo7024 (NH4)6 4 H,0 p.2. lizllinckrodt, solucidn 2l

5% en aguz destilada

Acido l-airino, 2-na2ftol, 4-sulfénico p.a. C. Erba
<

(NHZClOHS(OH)“O3H)

S0 Na2 puro,; Merck

3
SO3HN3 anhidro puro, iecrck
Tubos conicos de centrifuga de aproximadaiente 12 wl.
de capacidad

Espcctrofetdénctre €. Zeiss, PHQ II.

Reactivo dc¢ Fiske - Subbarow - preparade por agregade dc

0,5 g. del reductor (dc. l-amino, 2-naftol, 4-sulfonico)
con agitaciodon = 200 i:l. dc una solucidn fresca contenien-
dn 15% dc SO3HN3 anhidro y 1 g. dc¢ SO3Na2 anhidro s¢ fil-

tra y guarda cn frasco oscuro. Esta solucidn debc preparar

se¢ seianalicnte.

Procedirnicnto para 12 calibracidn del nétodo

Sc preparz una solucidn "stock" dc PO4H2K p.a. en agua
destilada dc concentrzcidn exactawnente conocida, contenien
do 0,1100 g. de PO H,K cn 250 rl. (1 nl. de csta soluciodn
"stock" cquivale a 100,13 pg P).

Pipetear 1 ml. d¢ cestz solucion "stock" y llecvar a
50 wml. con aguza destilada en natraz controlado. De csta

solucidn diluida sc niden cxactaiente una seriec de alicuotas
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en tubos de ccntrifugzs, cowo para cubrir un rango Jdcsde
0,50 hasta 4,00 pg P (0,25 2 2,00 l.). En c2da tubo se
complctan los voluncncs correspondientes a 2,00 rl, con
agua destilada y sc¢ adicionan cen forma sucesiva y agitan
de lucgo dcl zgregade de cada rcactivo: 0,5 nl. de SO4H2
10 N; 2,1 nl. de agua destilada; 0,2 wl. de solucidn molib
dato 2l 5% y 0,2 ul. dc reactivo d¢ Fiske-Subbarow. E1 vo-
lui.cn total en cadz tubo es de 5,0 ml. Sc tapan los tubos
con beclitas de vidrio y sc¢ calicntan cn bafio de¢ agua hir-
viente por 7 minutos. Se registra la densidzd optica de
las soluciones colorezdas asi obtenidas, 2 830 mp utilizen
do cubas de vidrio de 1 cm. de espesor y agua destilada
como refercnecia. Paralclanentc se efectia un blanco con

los reactivos.

En concordanciza con lo sciialado por Bartlett, la in-
tensidad del color producido fué proporcional a la concen
tracidon de fésforo en los standards, dcntro del range sc-
Halado (0,5 2 4,0 pg P), obtcniéndose una recta al repre-
sentar cxtinciones contra ug de fésforo e¢n ensayo, tal co
o pucde obscrvarsc en la Fig. 9. Esta recta periitid ob-
tencr los factorcs de transforuacidén utilizados cn los cdl
culos de estimacidn de fdsforo en cnsayos de recupcracion
y er nucstras desconocidas por aplicacidn de un factor cal

culado scgun: f = pz P (standard) con anterioridad al Jde-

D .
sarrollo de lz curvz2 dec égllbrado, una nuestrza standard
de la seric utilizada, sirvié para verificar la posiciodn

deL ndxiro de ¢xtineidn a 830 np.
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FIG, 9 - Curva standard de fds-
- = foro (método dc Bartlett
(D.O. 2 830 mp, cuba de 1 cm.)

|
PO H.K Fosforo D.0. lecida

sol.4 iil. (ug) (proricdio dec

(ral) duplicados)

cuba l CL. CSpPe.
0,25 0,50 0,140
0,50 1,00 0,228
0,75 1,50 0, 307
1,00 2,00 0,391
1,25 2,50 0,486
1,50 3,00 0,583
1,75 3,50 0,684
2,00 4,00 0,757

0 + reactivos) —»D.0. 0,047.

Ensayo c¢n blanco (4,1 wnl H,
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Procediricnto para la estiracidn de fésforo lipidico

a) Ensayo de recuperacidn

Solucidn "stock" de PO, H,K: 0,1050 g. dc 12 solucion

en 250 nl. (1 ml. cquivale a 95,58 pg P).

Solucidn diluida de P04§2E: 1 ril. de la solucidn "stoeck"

s¢ lleva a 50 :.1. con z2gua destiladz (1 rl. solucion dilui-

da equivalc a 1,91 pg P).

Téenicas 1 r.l. dc 1la solucidn a ser analizada (solu-
cidn diluida) sc¢ colocz cn cipsula de platino y agrega 0,3

rl. de una solucion al 1% en agua de CO . Evapora len-

3Na2
tarente y luego calcina a 500-550°C en rnufla. Las ccnizas
se toian con un total de 4,1 nl. de¢ agua destilada trasva-
séndoles cuantitativaicntc a un tubo de¢ centrifuga, donde
se agregan c¢n forma sucesiva los siguientes reactivos, cul
dando honogencizar bicn la solucion por agitacidn: 0,5 wnl.
S0,H, 10 W, 0,2 nl. solucidn riolibdato de anonio al 5% y
0,2 nul. de reactivo de Fiske - Subbarow. Cubrir con una
bolita de vidrio y calentar a batio de agua hirvicente duran
te 7 Linutos. Enfriar y lcer en cubetas de vidrio de¢ 1 cu.
dc c¢spesor, ¢n espectrofotometro, usando agua destilada
co..o refercncia. S¢ ensaya un blanco paralelanente. Dupli
cados del ensayo sobre 1 ril. de nuestra tipo, registraron
las siguicentes lccturas: 0,368 y 0,370 correspondiendo a
un val»r proucdio de 1,92 pg dc fosforo (valor tedrico
1,91 pg P). Blanco: 0,038 - factor: 5,81.
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b) Determinacidn sobre extracto en hexano

0,1015 g. del extracto en hexano, se disuelven en hexa
no y llevan a volumen de 50 ml. Se miden 2 ml. de esta so-
lucidn en cédpsula de platino, evapora el solvente y adicio-

na de 0,3 ml. de una -solucién al 1% de CO Lleva a se-

3Naz.
quedad y calcina en mufla a 500-550°C hasta obtener ceni-
zas blancas (destruccidn de materia organica). De acuerdo
al procedimiento anteriormentc descripto, se procede lue-
go a la valoracion colorimétrica de¢ fdédsforo. Sc registra
una lectura de 0,222 D.0. a 830 mp en cubeta de 1 cm. de
espesor, correspondiendo al blanco un valor de 0,046 D.O.
Utilizando el factor hallado a través de la curva de cali
brado (5,53) sc expresan el resultado como pg de fosforo

total. El valor obtenido 0,97 mg, corresponde 2 un conte-

nido de 0,024 dc¢ fésforo lipidico % de extracto en hexano

original.

2.~ Extraccidon de la Harina I con éter etilico

El total de Harina I se extrae por &éter etilico en
Soxhlet durante 24 horas obteniendo, lucgo de la elimina-
cion del solvente a bafio maria y seccado en vacio de 5 mm.
a 60°C 3,0178 g. de extracto (0,223% sobre "expeller" ori
ginal). Se trata de un producto semi sdlido, intensamente

oscuro (pigmentos).

Z1l bajo rendimiento en este extracto obliga a la ob-
tencion de mayores cantidades dc¢ Harina I ("expeller" ago
tado por hexano, que luego se reextrae con éter etilico

en las condiciones recién sefialadas). En total se logra
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reunir 11,22 g. d¢ extracte e¢n cste dltino solventc. EL
indice de iodo dec este producto (Hanus) es 68,4. Coro re-
sultado del agotamiento de la Harina I por ¢éter etilico

resta una nueva harina que denominzros Harina II.

Saponificacion - Insaponificable - Acidos totales

1,1492 g. de extracto cn Séter etilico se saponifican
por reflujo en bafio maria durante 30 rinutos con 25 n=l.
de solucidén al 40%o0 dec hidrdxido de potasio en etanol. Sec

diluye con 50 nl. dc agua y extrae el insaponificable con

éter etilico (4 extracciones con 100, 50, 50 y 50 ml.).

Se obtienen 0,1578 g. de insaponificable (13,7% sobre
extracto en Ster etilico). De la solucidn hidroalcoholica
alcalina reuanentce reunida con los liquidos de purificacion
del inscponificable, por acidificacidn cen SO4H2 (1:1) (he~
liantina) y extraccidn por éter ctilico, se aislan 0,6956 g.

de cucrpos acidicos (60,5% sobre extracto en éter etilico).

Es evidente la distinta naturalcza de los lipidos aislados
por éter etilico, desde que la sura de insaponificable nds
cuerpos acidicos represcnta tan solo el 74% dc los lipidos

originalecs del cxtracto.

Coniposicidn acidica - El total de cucrpos acidicos

(0,6956 g.) sc esterifican por reflujo (2 horas) con 20 nl,
de netanol y 0,1 nl., de dcido sulfiérico concentrado. Siguien
do ¢l proceso ya descripto se aisla.un total de 0,5175 g.

de ésteres quec se percolan por una columna de aluiiina ac-
tivada (éter etilico-i:etanol), obteniendo 0,4633 g. de és-

. ’ .
tercs que se vuelven a percolar por una colurna ideéntica,
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obtenicndo 0,4275 g. (37,2% sobrc cxtracto original) de
ésteres finalcs incoloros que sc somcton 2 un exailen de
cozposicidén acidica por CGL emplezndo las misimas condicio
nes y columna scfialadcs para ¢l casc del extracto en hexa
no. El crouztograi.y de¢ 1z Fig. 10 pernitc por triangulacidn,
el célculq dc la conposicion acidica dc¢ estos ¢stercs que

figura cn el Cucdro 12.

CUADRO -12-
Composicidn acidica del extracte cn éter etilico

(% dc acidos totalcs)

desconocido (?) 0,1

desconocido (?) __ 0,1
ciristico 0,9
paluitico 25,6
palriitolcico 3,2
heptadecanoico - __ 0,3
heptadeccnoico ______ vest,
estedrico 3,3
olcico 20,6
lincleico 45,9
dihidroesterculico vest.

Metanolisis - La técnica de netanolisis aplicada al

caso dcl extracte en hexano (26) debid ser nodificada en

cl sentido de ascgurar la subsistencia dc 0,1% de sodio

(catalizador) sobre el iictanol empleado. ELl extracto en

. ’ . . 2’
éter etilico, en razon dc su intensa coloracion pardo-

oscura, prescnta dificultades para la evaluacion d¢ su

acidez titulable a la fenolftaleina (valor que es preciso
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do de los ésteres metilicos de los dcidos totales.
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conocer parz calcular la cantidad necesaria de sodio que
satisfaga la concentracidn residuzl en cxceso que pernita

la netanclisis).
La técnica usada fué la siguicnte:

8,197 g. dc cxtracto cn éter etilico sc hierven a re-
flujo en bafio mariz con 80 nl. dé netanol anhidro hasta
réxiza disolucidn. Sc¢ enfria y de a pequefias porciones se
afiade solucidn 0,5 N de netilato de sodio cn ictanol abso
luto hasta observar reaccion alcalina a la fenolftaleina
(placa de toque, conteniendo gotas de aguz destilada fenolf
taleina y gotas del liquido en ensayo). Se vuclve 2 hervir
a reflujo por 15 iinutos y verifica, por ¢l misiio sistena,
que la reaccidn c¢s alcalina. Sc afiaden 0,08 g. de sodio
r.etdlico (0,1% respecto del nmetanol) y se hierve a reflu-
jo por 30 winutos. se cenfria, diluyc con igual voluien de
agua, acidifica con dcido clorhidrico (1:3) (placa dc to-
que, heliantina) y extrac per éter ctilico (3 extracciones
con 100, 50 y 50 ml.). Los ecxtractos rcunidos sc lavan con
agua (elininacidn de acidez clorhidrica), agrega solucidn
dilufida de hidrdéxide dc potasio cn etanol, hasta reaccidn
alcalina a la fenolftaleina (e¢lirinacidn de cuerpos acidi
cos no esterificados), lava con agua, trata por SO4Na2 an
hidro y recupera cl solventc a bafio maria. ELl residuo, to
nado por Jdter de petrdleo (30-60°C) se filtra de un inso-
luble floculento, recupera cl solvente del filtrado 2 ba-
fio naria y lleva a constancia de peso a 609C y 5 un. Se
obtienen 3,4354 g. dc un liquido oscuro que s¢ percola por
una pritiera columna de aldminz zactivada (éter etilico-nme-

tanol) obtenicndo 2,7533 g. de producto gue, por pasaje
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por una columna idéntica rinde 2,6350 g. de producto alin

coloreado.

Este total se percola por columna de allmina activa-
da (éter de petrdleo) obteniendo 1,6520 z. de producto fi
nal, practicamente incoloro (la merma significativa ocurri
da en esta ultima percolacidén debe atribuirse a una fuer-
te retencidn de compuestos del insaponificable presente,

al emplearse éter de petréleo como cluente).

Reaccion de Halphen - 0,15 g. del producto final de

la metanolisis se adicionan 0,20 ml. de rcactivo de Halphen,
practicando la reaccion segin (67) se obtiene resultado

netamente positivo.

Contenido en acidos ciclopropenoicos

Operando en semi-micro escala sobre el producto final
de la metanolisis, se practican dos titulaciones con los

siguientes detalles.

Peso muestra 'equivalente BrH como acido malvdlico %
550C
ml % ésteres finales
0,6336 0,09 0,16 |
0,7904 0,12 0,20 [ prom 0,18 %

Reactivo titulante: BrH-CH_COOH 0,06154 N - blanco: 0,03 |
ml - Las titulaciones a 3°é no consumen reactivo - En los
cdlculos se considerd la correccidn por el ensayo en blanco.

La determinacion de acidos ciclopropenoicos sobre el

producto resultante de la metanolisis luego de tres perco-
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-laciones por columna de aliuina conduce, segun lo anterior,
a un valor promecdio de 0,18% en dcido malvdlico sobre tal
producto. La nerna entre los rendimicntos de productos re-
sultantes de la 2° y 30 percclacidén (0,983 g.) ha sido atri
buida a insaponificable (da2da la naturaleza del cluente)

y representa un 12% sobre cxtracto en éter etilico origi-
nal (cifre proxiwa al de 13,7% que corresponde al insapo-
nificable total determinado por saponificacidn del extrac

to en éter etilico).

Por tanto, cl producto final sometido a valoracidn
de dcidos ciclopenoicos estaba constituido por ésteres aque,
referidos a extracto cn éter ctilico original, representan
el 20,2%. Los ésteres obtenidos por esterificacidn con me-
tanol y dcido sulfuricce sobre los cucrpos acidicos totales
del extracto, luego de percolacicnes por columnas de ali-
mina representan el 37,2% de dicho extracte. La diferencia:
37,2 - 20,2 = 17,0% debe atribuirse a la presencia en el
extracto original de¢ dcidos grasos libres no transformables
en ésteres en un proceso de netanolisis. Si se aduite que
la composicidn acidica de estos dltinos es similar a la
de los ésteres obtenidos por metanolisis y teniendo en cuen
ta que cl contenido de estos uUltimos en dcido malvdlico es

de 0,18% se calcula un contenido final en dcido malvadlico

de 0,067 % sobre el extracto cn éter ctilico original. Es-

ta cifra, referida a "expeller" original (100 partes de

"expeller" rinden 0,223 de extracto en éter etilico) repre-

senta el 0,00015% en acido walvalico, valor extraordinaria

nente bajo.
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Deterninacidn de fésforo lipidico sobre extracto en Eter
etilico.

0,0710 g. de¢ extracto cn éter etilico, sc disuelven
en éter etilico y llevan a volusien de 50 ml., 5 ml. de es-
ta solucion se diluyen nuevarente 2 25 nl. con Ster etili-

co.

Sobre 2 ml. de éste Ultima solucidn se practica la
valoracion de fésforc de acuerdo a la técnica detallada
para el caso del extracto en hexano, registrdndosc una lec
tura de 0,410 D.O. 2 830 mp en cubeta de 1 cuL. de espesor’
(blanco: 0,042 D.O.; f = 5,75). El valor obtenido 2,12 ng

P correspondc 2 un contenido dc 0,373 de fosforo lipidico

% de extracto en ¢ter ctilico original.

3,- Extraccion de la Harina II con mezcla cloroforrio-neta-

nol-agua

En lz Discusion de la Parte Experinental se ha hecho

referencia a la influencia del grado de huriedad de una ha-
rina de algoddn sobre la cstabilidad de las "gldndulas"
que contienen pigmientos. Por tanto, con el fin de asegurar
la destruccidn de tales gldndulas, liberaciodon de pigrentos
y lipidos que puedan contener, se procede al agotamiento
de la Harina II segun el nétodo de Lyons y Lippert (59)

con Lezcla Cl3CH: CH3OH: H,0 en la relacidn de 10:20: 7,6

en volunien.

El total de¢ Harina II obtenida lucgo del agotamiento
por éter ctilico, operando en fracciones de 350 g. por vez,

se estacionz a tenperatura ambiente y por 24 horas con una
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nezcla de 850 rl, de C1,CH, 1.700 ml. de CH_OH y 650 mnl.

3 3
de H,0, agitando periddicancnte. Al cabo, se filtra a la
trompa de agua, lavando ¢l insolublc con 200 nl. de la nez
cla anterior. E1 inscluble sc deja secar al airc en capa

delgada y constituye la Harine IIT.

Los filtrados rcunidos se afaden de 840 nl. de agua

y decanta por 24 horas. Lz capa superior se descarta y la
inferior (clorofdruica) sc lava en ampollas con solucidn
acuosa de sulfato de¢ sodio, filtra, rccupera ¢l clorofor-

Lo a bafio maria y toma cl rcsiduo por éter etilico. Se fil
tra, recupera el éter por destilacion y lleva a constancia
de peso a 60°C y 5 mn. En total se obticnen 11,826 g. (0,88%
sobre "expeller" originzl) de lipidos de aspecto semi sé-
lido e intensamente pardo-oscuros, de indice de iodo (Hanus)

70,7

Saponificacion - Insaponificable - Acidos totales

8,345 g. de los lipidos aislados se saponifican por
reflujo durante 1 hora con 100 ml. dc potasa alcohdlica
al 40%0. Sc¢ enfria, diluye con 200 nl. de agua y extrae

el insaponificable con é¢ter etilico (5 extracciones con

100 ul. por vez). De los extractos etéreos reunidos se ais
lan 0,7144 g. de insaponificable (8,56% sobre lipidos to-
tales).

Los ligquidos hidroalcohdlicos alecalinos reunidos con
los de purificacion del insaponificable se acidifican (he-
liantina) y con acido sulfirico (1:1) extrayendo los cuer-
pos acidicos con éter de petrdleo (30-60°C) (5 cxtraccio-

nes con 100 rl. por vez). De los ligquidos etéreos reunidos,
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lavados con agua, tratados por sulfato de sodio anhidro
¥y luego de recuperar el solvente a bafio maria, s¢é aislan

4,094 g. de cuerpos acidicos solubles en éter de petroleo

(49,06% sobre lipidos totales de estc extracto) luego de

llevar a constancia dc peso a 60°C y 5 ni.

Los liquidos alcalinos residuales se agotan por éter
etilico (4 extracciones con 100 ml. por vez) obteniendo,

en iguales condiciones 0,4944 g. de cucrpos acidicos extra-

ibles por éter etilico (5,92% sobre lipidos totales). El

insaponificoble es amarillo y ceroso, los cucerpos acidicos
extraidos por éter de petrdleo son mds claros y fluidos

que los extraidos por étecr etilico. La suma de cuerpos aci-
dicos ¢ insaponificeble (63-64%) seiiala, al igual gue cn

cl casn de éter etilico, una distinta naturaleza de los

lipidos couponentes respecto decl extracto en hexano.

Composicioncs acidicas - Los totales de cuerpos aci-

dicos aislados, por extraccidn con éter de petrdleo (4,094 g.)
y por ¢ter ctilico (00,4944 g.) se estcrifican con ietanol

y dcido sulfliricc concentrado, cmpleande un riniro de 10
veces esos pesos de metanol absoluto conteniendo 1% en pe

so de dcido sulfirico concentrado. Siguicnde la técnica

ya expuesta, se aislan 3,7928 g. de ésteres metilicos pa-

ra el priLer casoc y 0,2784 g. para cl segundo.

Los ésteres nictilicos procedentes de los dcidos extrai
dos por ¢ter de petrdlce se percolan por alunina activada
(éter etilico-metanol) recuperando 3,5522 g. de ésteres
de color verdoso, sobre los que sc practica un exapen CGL

con la misma coluuna y condiciones ya nencionadas para ca-
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-sos anteriores. Se obtienc el cromatograma de la Fig. 11

que por triangulacion conduce a la composicidn acidica del

Cuadro_13.

Los éstecres metilicos de los cuerpos acidicos extrai-
dos por éter etilico (0,2784 g.) se percolan por dos veccs
por columna de alimina activeada (éter ctilico-metanol) ob-
teniendo 0,2038 g. de producto final de color ligeramente
amarillo-pardo. Sobre éstos se practica un examen por CGL
en las condiciones ya mencionadas obteniendo el cromatogra
ma de la Fig. 12 que por triangulacién conduce a la compo-

sicidn acidica mencionada en el Cuadro 14.

Metanolisis - Dadas las caracteristicas del extracto

en mezcla Cl3CH:CH30H:H20 debid recurrirse a la técnica

de metanolisis modificada para el caso del extracto en dter
etilico. 3,4142 g. de extracto se hierven a reflujo con

50 ml, de¢ metanol anhidro hasta maxima disolucion. Se en-
fria y de a pequefias porciones se afiade solucion 0,5 N de
metilato de sodio en metanol anhidro hasta observar reaccion
alcalina a la fenolftaleina (placa de togque). Se lleva a
ebullicidn por tres minutos y verifica, luego de cnfriamien
to, que la reaccion es aun alcalina. Se afiaden 0,06 g. de
sodio metdlico y se hierve a reflujo por 30 minutos. Se
enfria, diluye con igual volumen de agua, acidifica (pie-
dra de toque, heliantina) con &cido clorhidrico (1l:3) y
extrae con éter ctilico por 3 veces (100,50 y 50 ml.).

Los extractos ctércos reunidos se lavan con agua, neutra-
lizando la acidez libre residual con solucion diluida de
hidrdéxido de potasio en etanol (fenolftaleina). Se lava

con agua, trata con sulfato de sodio anhidro y recupera




116

\_ X128

—, 18:1
16:0

18:2

o(?)

e

(7/

18:0

Dibiot
estercy,

20:0

S

FIG. 11 - Extracto cn mezecla CCl H + CH,OH + H,0 - Cromatogra-
fia gas-liquido de los dsteres metilicos de los aci-
dos extraidos por éter de petrdleo.
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CUADRO 13-
Composiciodn acidica del extracto en rezcla Cl3CH-CH3OH-H29:

Esteres de acidos extrafdos por éter dc petroleo

(% de Zcidos totales)

ldurico vest.
niristico 0,5
pentadecanoico vest.
palmitico 22,5
palnitoleico 2,3
heptadcecanoico 0,2
heptadecenoico vest,
estedrico 3,9
oleico 20,1
linoleico 50,3
dihidroestercalico (?) ____ vest.
araquidico 0,2
C,,-C vest.

22 24
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FIG. 12 - Extracto en mezcla CClBH + CH,OH + H,O0 - Cromatogra
fia gas-liguido. de los 4steres metilScos de los dci
dos extraidos por éter ectilico.
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CUADRO -14-

Composicidn acidica dcl cxtracto en mozcla ClSCH:CH3OH:H2g:

Esteres de dcidos extraidos peor &ter etilico

(% de Z2cidos totales)

ldaurico 0,1
desconocido (?) 0,1
ciristico 0,6
desconocido (?) 0,2
dcsconocido (?) 0,3
paluitico 29,1
paliiitoleico 1,8
heptadecanoico 0,1
heptadecenoico vest,
ecstedrico 4,3
oleico 19,3
linoleico 44,1

dihidroestercilico (?) vest.

C C vest.

20 24
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el solvente a bafio maria. E1 residuc se tona por &ter de
petroleo (30-60°C), filtra de un insoluble y del filtrado
se recupera cl solvente a bafio maria llevando a pecso cons
tante a 60°C y 5 i, Se obtienen 1,2786 g. de producto que
s¢ percola por una coluina de aldnina activada (3ter eti-
lico-nictanol) obteniendo 1,1690 g. de producto que sc vuel
ve a percolar por alurina activada (éter dec petrdleco) ob-
teniendo finalmente 0,9172 g. de un producto prdcticamen-

te incoloro.

Reaccion de Halphen

a) Estcres de dcidos extraidos por éter de petrdleo

3,3024 g. del producto ya percolado por columna de
alinina (éter etilico-nietanol, ver Composicidn acidica),
se percolan por una columna de aldnina activada obtenien-
do 2,4700 g. de un producto, practicamente incoloro. Se
practica una rcaccidn de Halphen sobre 0,2 g. de este pro

ducto observando uns coloracion rosada neta (ensayo posi-

tivo).

b) Esteres dc dcidos cxtraidos por éter etilico

Se¢ realiza un ensayo dc¢ Halphen sobre 0,15 g. dcl pro
ducto obtenido luego dc 3 percolacionecs en colw:na de ali-

nina activada, observando resultado ncgativo, luego de dos

horas dec calentaiziento (110-115°C).

¢) Producto de nietanolisis

Sobre 0,1 g. del producto obtenido luego de percola

cion por ambos tipos de colummas, se¢ practica un ensayo



121

de Halphen con resultado positivo.

Contenido en dcidos ciclopropenoicos

Operando sobre ¢l producto de la metanolisis someti-
do a dos percolacioncs por columna de alumina activada em
pleando ambos tipos de eluentes (ver ketanolisis) se pro-
cede a la valoracion empleando la semi-micro téenica de

acuerdo al siguiente detalle:

Peso equivalente BrH como acido malvalico % |
nuestra
(g) 550C
ml [ % csteres finales
0,7278 0,06 | 0,046

Reactivo titulante: BrH-CH_COOH 0,06095 N
blanco: 0,04 ml - Ia tituldcidn a 30C
no consume reactivo - Se corrige por el ensayo en blanco

El valor de 0,046% sobre ésteres finales empleados
en la titulacion corresponde a 0,012% expresado sobre ex-
tracto original en mezcla ClBCH:CHSOH:HZO. Al igual que
en el caso del éter etilico ocurre que el proceso de meta
nolisis no transforma en ésteres los dcidos grasos origi-

nalmente libres,

En la obtencion del producto de metanolisis sobre el
cual se realiza la valoracion de dcidos ciclopropenoicos
ocurren dos percolaciones por alumina activada (ver Meta-
nolisis). La merma que sucede entrc lo recuperado en ambas
percolaciones (1,1690 - 0,9172 = 0,2518 g.) debe atribuir-

se a insaponificable retenido en la alumina con éter de
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petrdleo como eluente (esta merma representa el 7,4% refe-
rido a extracto original, siendo el contenido en insaponi-
ficable 8,5%). De ahi que el producto sometido a valoraciodn
de dcidos ciclopropenoicos se considera totalmente forma-
do por ésteres (0,9172 g. producidos por 3,4142 g. de ex-

tracto original; 26,8% del extracto original).

Sin embargo el contenido en ésteres expresado % de
extracto original logrado por esterificacidn de los dcidos
libres de insaponificable y por saponificacion del extrac-
to original, luego de las correspondientes percolaciones
por alimina, es 31,8%. Refiriendo a este Qltimo porcenta-

je se encuentra un contenido del extracto original en dci-

do malvalico de 0,015%. Esta cifra referida a "expeller"

original (100 partes de "expeller" rinden 0,88 partes de

extracto en mezcla Cl3CH:CH30H:H2O) representa el 0,0001 3%

en dcido malvalico, valor que al igual que en el caso del

extracto en Ster etilico es extraordinariamente bajo.

Determinacion de fosforo lipidico sobre extracto en mezcla

de C1_CH:CH.OH:H O
3 3 2=

0,1284 g. del extracto en Cl3CH:CH3OH:H20 se disuelven
en éter etilico y llevan a volumen de 50 ml. 1 ml. de esta
solucidn se vuelve a llevar a volumen de 25 ml. con éter
etilico. La determinacion de fosforo, se practica por dupli
cado y de acuerdo a la técnica anteriormente descripta para
extracto en hexano, sobre 2 ml. de la ultima solucion obteni
da. Se observan los siguientes valores leidos a 830 mp y en
cubetas de 1 cm. de espesor: 0,560 y 0,532 D.O. (blanco: 0,042

D.0.; f = 5,60) que expresados como fésforo representan
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respectivanente 2,91 y 2,74 mg, corrcspondicndo & un con-
tenido promedio: de 1,37 de fésfore % de extracto en mez-

cla Cl3CH:CH3OH:H20 original.

4.~ Saponificacidn de la Harina III con potasa alcohdlica

E1l agotaniento del "expellier" original por hexano,
¢ter etilico y mezcla cloroforrio-agua-rietanol, proporcio-

na 1,276 g. de Harina III sccada al aire. Fué proposito

wostrar que la Harina III contiene lipidos residuales, a

’ . . . ’ .
traves del aislamicnto de nucvas cantidades de acidos gra-

sos luego de un drastico proceso de saponificacién.

A t2l fin y mediantc una adaptacidén de la técnica de

Szutowicz (60) 400 g. de Harina III sc¢ hierven a reflujo

por 1 hora con 4 litros de solucidn de hidrdxido dc pota-
sio al 6% en ctanol. Sc enfria y acidifica a la helianti-
na (piedra de toquec) con dcido sulfdirico (1:1), observan-
dose fuerte desprendimiento de dcido sulfhidrico. Por cen
trifugacion se scpara la fase liguida, lavando el sdélido
por centrifugaciodon con un litro de etanol. Los liquidos
alcoholicos reunidos se diluycen con tres litros de agua

y extraen en anpollas de dccantacion por tres veces con
éter de petrdleo (30-60°C) (700 rd. cada vez). Los extrac
tos etéreos rcunidos se lavan con agua, tratan con sulfa-
to de sodio anhidro, recupera cl solvente a bafio naria y
lleva a constancia de peso a 60°C y 5 rm. Se obtienen
0,7186 g. de 1lipidos totales (0,179% sobre Harina III)

equivalentes a 0,17% sobre "expeller" original.
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Resolucidn en dcidos gZrasos ¢ insaponificable

El total de lipidos obtenidos (0,7186 g.) sc disuel-
ve en 7,2 1:l. de potasa alcohdlica al 40%o0, agrega 30 nl.

de etanol y 60 rl. de agua, cxtraycndo ¢l insaponificable

con 4 cxtraccioncs de éter ectilico (50 ml. por vez). Sc
obtiencn 0,2532 g. d¢ insaponificable de¢ indice de iodo
30,0, equivalcntes a 35,2% sobrc lipidos totalces de esta
saponificacidn. Los liquidos alcohdlicos alcalinos reuni-
dos con los de purificacidén de insaponificable so acidifi
can con dcido sulfdrico (1:1) (heliantina) éxtrayendo los

cuerpos acidicos con éter ctilico.

S¢ obticnen 0,4654 g. dc cuerpos acidicos (64,8% so-

bre lipidos totales). Se verifica que la suna de cuerpos
acidicos mas insaponificable conforuan el 100% del extrac

to resultante de la saponificacion.

Conposicidn acidica - E1l total de cuerpos acidicos

(0,4654 g.) sc esterifican con 10 nl. de metanol y 0,05

nl. de dcido sulfdrico concentrade por reflujo durante 1
hora aislando finalmcnte 0,4190 g. dc ésteres metilicos

que s¢ percolan por alumina activada (éter etilico-iictanol).
Se recupera 0,8787 g. de ésteres ligeramentec ararillos y

de aspccte ceroso.

Eriplcando las misnas condiciones y colurna ya nencio-
nada, sc practica un ensayo por CGL obteniendo el cromato-
grana dc¢ la Fig. 13, cn el que aparccen seLisuperpuestos
dos picos despuds del corrcspondicnte al linoleato de ne-

tilo en principio atribuidos a2 linolenato y araquidato de
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netilo.

Para csclarcocr cste punto se obtiene un crometogra-
ra de estos ésteres previa hidrogenacidn segin (71) que
nuestra la desaparicidn dcl pico atribuido a linolenato
y en el que persiste el sctialado como araquidato de neti
lo. En arLbos cromatograras aparcce un pico ya indicado en
casos antericres que probablemente correspondce a dihidro-

estcecrculato de umetilo.

E1 Cuadre 15 nuestra los valores dc couposiciodn aci-

dica de estos ésteres.

Reaccion de Halphcen - Aungue la drasticidad del pro-

ceso de saponificacidn operado hace presunir la destruccidn
de probables compuestos ciclopropenoicos (la evolucidn unar
cada de &cido sulfhidricc observada al acidificar la solu-
cidn alcz2lina importa la formacidn de compuestos irrcver-
sibles entre éste y agrupacioncs ciclopropenices), se rea
liza un ensayo de¢ Halphen sobre los ésteres nmetilicos fi-

nales, con rcsultado negativo.

Con el fin de discinuir las drasticas condiciones de
saponificacidon sc¢ intenta, operando sobre Harina III un

proceso de metanolisis.

400 g. de Hzrina III sc llecvan a constancia de peso
a 60°C c¢n estufa dc vacio, obteniendo 332 g. de Harina III
seca. Se afiade un litro de¢ netanol anhidro y un granio de
sodio rietdlico hirviendo a reflujo por 30 minutos. Sc en-

fria y ensaya con piedrz de toquec a la fenolftaleina con
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CUADRO -15-
Corposicion acidica del producte aislads por saponificacion

d¢ la Harina III

(% de dcides totales)

lédurico 0,2
niristico 0,8
pcntaaecanoico 0,1
paliitico 26,8
paliritoleico 5,1
heptadecanoico 0,3
heptadeccenoico 0,1
estedrico 4,2
olcico 18,4
linolecico 40,8
dihidroestereculico (?) __ vest.
linolénico 1,0
araquidico 0,8
behénico 1,4

lignocérico vest.
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resultado negativo. Se afiaden dos graiios de sodio metali-
co y refluja por 30 ninutos, sc enfria y ensaya nuecvaiienw
te sin verificar reaccidn alcalina. Se afiaden otros dos
graLos de sodio, refluja 30 uinutos, enfria y verifica al
calina a la fcnolftaleina. Se scpara el liquido por centri
fugacidn, lavande c¢i insolublc por centrifugacidén con un
litro dec wmetanol. Los liquides rcunidos se¢ diluyen con igual
voluncen de agua, acidifican con Zcido clorhidrice (1:1)
(fenolftaleina), observando desprendiniento de sulfhidri-
co. Se extrae tres veces (500 nl. por vez) con éter etili
co. Los extractos etércos sc lavan con agua, tratan con
sulfato de sodio anhidro, recupera el solvente al baiio ma
ria. El residuo, tonado con éter de petroleo, sc filtra

de un insoluble, recupera cl solvente y elirnina las ulti-
nas trazas en corricnte de nitrdgeno. Se obticnen 0,4873g.
de un producto quc s¢ percola por alimina activada (éter
etilico-uetanol) obtenicndo 0,4308 g. de un producto ana-
rillo intenso que percolado por alwuina activada (éter Qe
petrdleo) rinde 0,2910 g. de producte incoloro, sobre el

que sc practica reaccion de Halphen.

Al cabo dec la rcacciodn sc obscrva tonalidad pardo-

rojiza que sc¢ interpreta como riuy leveiigntce positiva.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se presenta una revision acerca de la ocurrencia de éc;

dos ciclopropenoicos naturales, de sus propicdades fi-
. V4 . . N . . 7

sicas y quinicas, de su identificacion como agentes cau

sales del ensayo colorimétrico de Halphen, métodos qui-

nicos e instrumentales de determinacidn y significacion

bioldgica.

Al presente la toxicidad de tortas, "expellers" y hari-
nas de serilla de algododn, se atribuye principalnente

a sus contenidos en gosipol. El conociniento actual de
las acciones bioldgicas dc los dcidos ciclopropenoicos,
presenta el problema de cstablecer el contenido residual
en tales dcidos de aquellos productes. En tal sentido

se prescnta un cstudio tendicnte a la deterninacion de
la concentracién en dcidos ciclopropenoicos de un "ex-

peller" de senilla de algoddn de produccién nacional.

Con cardcter previo se decide emplear, como técnica de
valoracidn dc tales dcidos, la titulacidén con &cido bron
hidrico en nedio no acuoso. La macro-técnica hasta aho-
ra descripta se adapta a scmi-uicroescala, con andlogas
exigencias de reproducibilidad y sensibilidad. Se prue-
ba por determinaciones siiultdneas con la macro-técnica
sobre un nisno aceite de algodén refinado y sobre acei-
te de algodén crudo, la bondad de la sermi micro-técnica

adoptada.



131

4) Se confirma que se obtienen los ..isios valores de con-

5)

6)

tenido en dcidos ciclopropenoicos operando sobre acei-
tes de algoddn crudos y sobre sus ésteres metilicos
(por netanolisis), aiibos previaiente liberados de inter
ferentes por percolaciones sobre aliuiina activada, en-
pleando en forua sucesiva netanol-éter etilico y éter

——

de petréleo'kouo eluentes, siexpre que los resultados

finales se refieran a aceite original.

Operando sobre ésteres metilicos de &dcidos totales de
aceite de algoddén obtenidos por esterificacion con CH3OH
y SO4H2 corio catalizador (un uinizio de 10 veces el pe-
so de acidos en esterificacidén de metanol anhidro con-

teniendo 1% en peso de SO H2 (concentrado)), no se ha

4
observado destruccidn de dcidos ciclopropencicos en las
condiciones operadas. Estos resultados contradicen otros

registrados en la literatura.

Operando sobre "expeller" y a los fines perseguidos se

decide su agotaniento sucesivo con hexano técnico (acei

te seuinal residual), éter etilico (pigiientos, fosfati-

dos, glicéridos) y mezcla gl3CH:CH3OH:H29 (10:20:7,6

en voluuen) (pignentos y fosfétidos), esta ultina pro-

vocando la rotura de gldndulas de piguentos con libera
cidn de éstos y otros materiales. Se prueba que la ha-
rina resultante de estas extracciones sucesivas (Hari-
na III) ain contiene 1ipidos. En efecto, somzetida a un
drédstico proceso de saponificacidn con potasa alcoholi
N . . . e . ! .
ca peruite aislar, por acidificacion y extraccion con
éter de petrdleo, una nezcla de dcidos grasos e insapo

nificable.
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Se pudo probar:

a) que los distintos extractivos, expresados en % de

"expeller" original tal cual son:

Hexano 10,09
Etcr etilico 0,22
ezcla (Cl3CchHgH:H2O) 0,88

Por saponificacion de
Harina III 0,17

b) que los contenidos en acidos ciclopropenoicos de
los tres primeros cxtractivos, expresados en dci-
do malvdlico % de cada extractivo (determinados
por titulacidén scmi-micro con BrH, luego de elimi

nacidén de interferentes) son:

Hexano 0,26
Eter etilico 0,067

liezcla (ulBuh:CH3OH:H20) 0,015

Bl contenido particular en tales dcidos de la
mezcla de dcidos grasos e insaponificable aislada
por saponificacidn de la Harina III previamente
agotada por los demas solventes no se determina,
por dar censayo negativo de Halphen (ausencia o
destruccidn de dcidos ciclopropenoicos presentes
por interaccidn con dcido sulfhidricofliberado por

e e — .

acidificacidn luego de la saponificacidn).

c) que los contenidos en dcido malvélico asi encontra

el

dos, expresados % de "expeller" original tal cual,
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como provenientes de cada extractivo son:

Hexano 0,026
Eter ctilico 0,00015

Mezecla (CI3CH:CH3OH:H20) 0,00013

S5¢ concluye quc el 98,9% de los acidos ciclopro
penoicos totales presentes en el "expeller" provie
nen del extractivo en hexano (accite seminal resi-
dual).

d) que el contenido cn 2cidos ciclopropenoicos tota-
les del "expeller" (263 p.p.w.) resulta ser 85 ve
ces mayor que el contenido c¢n dcidos ciclopropenoi
cos del mismo "expeller" previamente agotado por

hexano (3.1 p.p.m.).

7) Los contenidos en fosforo lipidico de los distintos ex

tractivos, expresados en fosforo % de los mismos, son:

Hexano 0,024
Bter etilico 0,373
Mezcla (013CH:CH30H:H20) 1,370

Estos valores relacionados con los contenidos en dci
dos ciclopropenoicos % de cada extractivo muestran que
a mayor contenido cn fosforo lipidico ocurre menor con-
tenido en dcidos ciclopropenoicos. Esta observacion su-
giere la conveniencia de estudiar si los fosfolipidos
de semillas de plantas cuyos accites son ricos en dci-

dos ciclopropenoicos (Sterculia foetida), conticnen o

no tales dcidos como componentes normales, tema a desa

rrollar.
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Los insaponificables aislados de los extractivos en hexa
no, &ter etilico, mezcla Cl}CH:CHBOH:HZO, los proceden-
tes de la saponificacion de la Harina III y los scpara-
dos de aceites de algoddn crudos o refinados, dan siem-
pre ensayos negativos de Halphen. Ello prueba que los
insaponificables de aceites de algodon y los proceden-
tes del aislamiento de otros lipidos de esta scmilla,

no contiencn agrupaciones ciclopropénicas,

Los ésteres metilicos de los 4cidos totales contenidos
en cada extractivo libres de insaponificables, han si-
do examinados por CGL en sus composiciones acidicas.

Se pudo establecer:

a) que la composicidn acidica (% de dcidos totales)
del extractivo en hexano (aceite seminal residual)
presenta valorcs caracteristicos de aceites de se
milla de algoddén de produccidn nacional, registra
dos en la literatura. La CGL sefiala, ademds, ves-
tigios de dcido heptadecanoico y de un acido (cu-
yo tiempo de retencidén para el éster metilico es
andlogo al del nonadecenoato de metilo). Este com
ponente, que persiste por hidrogenacién, es proba
blemente dcido dihidroestercdilico (mencionado en

la literatura como tal).

b) que las composiciones acidicas de los extractivos
en éter etilico y mezcla Cl3CH:CH3OH:H20 presentan
los mismos componentes que el extractivo en hexa-

no, con algunas variaciones de concentracion (me-
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-noreés contenidos cn acido linoleico y mayores en
palmitico). Ademds, vestigios de dcidos 1ldurico,
pentadecanoico, heptadeccanoico, heptadccenoico,

dihidroesterculico y &cidos saturados cn Cho? 024.

c) que los dcidos totales separados por saponificacidn
de la Harina III son los d¢ menores valores en dci-
do lincleico contenicndo, ademds, alrededor de 1%

de dcido octadecatricnoico.

10) Por adecuada combinacidn de la destilacidon fraccionada
en vacio de los ésteres metilicos de los dacidos totales
libres de¢ insaponificable del extractivo en hexano (ace;
te sewinal residual) y CGL de cada fraccidon de destila-
cion, se ha establccido la composicion acidica incluyen
do otros componentes en el orden de trazas o bajas con-
centraciones que incluyen: acido laurico, pentadecanoi-
co, heptadecanoico, araguidico, uncosanoico, docosanoi-
co, tetracosanoico, pentadecenoico, heptadecenoico, do-

cosenoico y dihidroestercdlico.



136



(1)

(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)

(8)
(9)
(10)
(11)
(12)

(13)
(14)

(15)

(16)

137

BIBLIQGRAFIA

Halphen G., Journ. dc Pharm. ¢t de Chimie, II, 241

(1894); "Huiles ¢t Graisses Végétales

Comestibles" Beranger Editor, Paris (1912)

pag. 328.
Wilson T.L., Smith C.R. y Mikolajczak K.L., J. Am,

Cil Chem. Soc., 38, 696 (1961).
Smith C.R., wWilson T.L. y iickolajczak K.L., Chem.
and Ind., 256 (1961).

Shenstone F.S. y Vickery J.R., Nature, 190, 168 (1961).
Cornelius J.A. y Shone G.G., Chem. and Ind., 1246 (1963).

Bruin A, de, Heesterman J.E. y kills M.R., J. Sci.
Food Agr., 14, 758 (1963).
Cornelius J.A., Hammonds T.W. y 3Shone G.G., J. Sci.

Food Agr., 16, 170 (1965).

‘Nunn J.R., J. Chem. Soc., 313 (1952).

Faure P.K. y Smith J.C., J. Chem. Soc., 1818 (1956).
Faure P.K., Nature, 178, 372 (1956).
Shenstone ¥.S. y Vickery J.R., Nature, 177, 94 (1956).

Mac PFarlanc¢ J.J., Shenstonc F.S. y Vickery J.R., Nature,
179, 830 (1957).
Craven B.M. y Jeffrey G.A., Nature, 183, 676 (1959).

Fogerty A.C.,, Johnson A.R., Fearson J.A. y Shenstone F.S.,
J. Am. 0il Chem. Soc., 42, 885 (1965).

Rinchart K.L., Goldberg S.I.; Tarimu C.L. y Culberston
T.P., J. Am. Chem. Soc., 83, 225 (1961).
Fawcett R.,F. v Smith J.C., Chem. and Ind., 2, 871 (1960).




(17)

(18)
(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

138

Nordby H.E., Heywane B.W., Kircher H.W. y Kemmerer A.R.,
J. am, 0il Chem. Soc., 39, 183 (1962).
Hammons T.W. y Shone G.G., The Analyst, 91, 455 (1966).

Bailey A.V., Magne F.C., Boudrcaux G.J. y Skau E.L.,
J. Am. 0il Chem. Soc., 40, 69 (1963).
A.0.C.S. - Official and Tentative lethods of the American
0il Chemists' Socicvty, Official iethod Ca 9f-57.
Bailey A.V., kagnc F.C., Pittman R.4. vy Skau E.L., J.
Awm. 0il Chem. Soc., 38, 505 (1961).
Deutschman 4.J. y Klaus I.S., Anal. Chem., 32, 1809
(1960).
Bailey A.V., Pittman R.A., iKagne F.C. y 3kau E.L., J.
Am. 0il Chem. Soc., 42, 422 (1965).
wagne F.C., Harris J.A. y Skau E.L., J. Am. 0il Chem.
Soc., 40, 716 (1963).
Harris J.a., i.agne *.C, y Skau E.L., J. Am. 0il Chem.
Soc., 40, 718 (1963).
Harris J.A., khagne F.C. v Skau E.L., J. am. 0il Chcn.
Soc., 41, 309 (1964).
Smith C.R., Burnett %.C., Wilson T.L., Lohmar R.L,
y Wolff I.A., J. Am. 0il Chem. Soc., 37, 320 (13960).
Magne PF.C., Harris J.A., Pittman R.A. y Skau Z.L.,
J. Am. 0il Chcm. Soc., 43, 519 (1966).
Varma J.P., Das Gupta S., Bhola N. y Aggarwal J.S.,
J. Indian Chem. Soc., 33, 111 (1956).
Bailey A.V., Boudrcaux G.J. y Skau E.L., J. Am. Oil
Chem. Soc., 42, 637 (1965).
Wolff I.A. y iiwa T.K., J. 4&m. 0il Chem. Soc., 42,
208 (1965).




(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)
(45)

(46)

139

Raju P.£. y Reiscr R., Lipids, 1, 10 (1966).

Kircher H.W., J. am. 0il Chem. Soc., 41, 4 (1964).

dagne F.C., J. am. 0il Chem. Soc., 42, 332 (1965).

Sherwood R.w., Poultry Sci., 8, 99 (1928); Xirchcr H.W.,
J. Am., 0il Chem. 3o0c., 41, 4 (1964).

Lorenz F.W. vy Almguist H.J., Ind. Zng. Chem., 26, 1310

(1934).
Schaible P,J., Bandcmer S.L. y Davidson J.A., Poultry
Sci., 25, 440 (1946).
tvans R.J., Bandemer S.L., Davidson J.A. y Bauer D.H.,

J. Agr. Food Chem., 7, 47 (1959).

Schaible P.J. y Bandemer S.L., Poultry Sci., 25, 451
(1946).
Schaible P.J. y Bandemer S.L., Poultry Sci., 25, 456
(1946).

Masson J.C., Vavich M.G., Heywang B.W. y Kemmercr A.R.,
Science, 126, 751 (1957).
Schneicer D.L., Vavich FM.G., Kurnick A.a. y Kemmercr A.R.,
Poultry Sci., 40, 1644 (1961).
Schneider D.L., Kurnick A.A., Vavich m.G. y Kcmmerer A.R.,
J. Nutrition, 77, 403 (1962).
Jensen E.V., 5cicnee, 130, 1319 (1959).
Fong C.T.0.,, Silver L., Christman D.R. y Schwartz I.L.,
Proc. Natt. Acad. Sci., U.S. 46, 1273 (1960) y Schwartz

I.L., Rasmusscn H., Schoesslcr h.A., Silver L. y Fong
C.T.0., Proc. Natt. Acad. Sci., U.S. 46, 1288 (1960);
Kircher H,W., J. Am., 0il Chem. Soc., 41, 4 (1964).
Pons W.A., Kuck J.C. y Frampton V.L., J. Am. O0il Checm.
Soc., 40, 10 (1963).




(47)
(48)
(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)
(55)
(56)
(57)
(58)

(59)

140

Kuck J.C., FPons W.A. vy Frampton V.L., J. Am. 0il Chcm.
Soc., 41, 101 (1964).
Deutschman A.J., Berry J.¥.,, Kircher H.W. yv Sakir C.iu.,
J. Am. 0il Chem. Soc., 41, 175 (1964).

Rayner E.T., Brown L.E. y Dupuy H.P., J. Am. 0il Chem.
Soc., 43, 113 (1966).

Abbott J.C., F.A.0., Nutrition Document, Roma, bMeeting -

julio 1965 - "Protcin Rich Foods from Oilsccds: Economic
Aspects", pdg. 11.
Jargquin R., Bressani R., Elias L.G., T¢jada C.,, Gonzalez

M. y Braham E.J., J. Agr. Food Chem., 14, 275 (1966).

Milner M., F.A.O., Nutrition Docume¢nt, Roma, sceting -
julio 1965 - "Cottonsced Protein Concentrates", pag. 3,
4 y 5.
Bailey A.E., "Cottonseed and cottonsced Products" -
Interscience Publ., New York, (1948), pdg. 321, 343
y 346.
moore A.T. ¥y Rollins N.L., J. Awm. 0il Chem. Soc., 38,
156 (1961).
Thaung U.K., Gros A. y Fcuge R.0., J. Am., 0il Chemn.
Soc., 38, 220 (1961).
King W.H., Kuck J.C. y Frampton V.L., J. Am. 0il Chem.
Soc., 38, 19 (1961).
Levi R.S., Reilich H.G., O'Necill H.J., Cucullu A.F, y
Skau 2.L., J. Am. 0il Chem. Soc., 44, 249 (1967).
Bligh E.G. y Dyer W.J., Can.J. Biochem. Physiol., 37,
911 (1959).

lyons li.J. y Lippert L.F,, Lipids, 1, 136 (1966).



(60)
(61)

(62)
(63)
(64)
(65)
(66)

(67)

(68)
(69)

(70)

(71)

141

Szutowicz W., J. am. Oil Chem. Soc., 42, 254 (1965).

Cattaneo P., Karman de Sutton G., Costanzo N.C., Bertoni
M.H. y Canal J.is., an. Asoc. Quiwm. arg., 49, 192 (1961).
Kuemmel D.F,, J. am. 0il Choem. Soc., 41, 667 (1964).
Bartlett G.R., J. Biol. Chem., 234, 466 (1959).

Durbetaki a.J., 'Anal. Chen., 28, 2000 (1956).

Hilditch T.P. v Williams P,N., The Chemical Constitution
of Natural Fats, Chapman and Hall, Londres, 1964, pdg. 668.
A.0,C.5. - Official and Tentative wsiethods of the American

Oil Chemists' Society, Tentative hethod Ca 6b=53.

A.0.C.83. = Official and Tentative Mcthods of the American
0il Chemists' Society, Official method Cb 1-25 (1963).
Longeneeker H.E,, J. Soc. Chem. Ind., 56, 199 T (1939).
Mc. Cabe W.L. y Thicle E.W., Ind. Eng. Chem., 17, 605

(1925).
Word C.C., Tc¢chnical Paper, 600 U.S., Dept. of the

Interior, Washington 1939.
Sie Swang Tiong y Wetceman H.I., Chimie et Industrie,

81, 204 (1959).

Yo
% 7

BR. PEDRO CATTANEO

PROFEYOR PLENANIG




	Portada del resumen
	Resumen
	Portada
	Agradecimientos
	Parte I. Sobre los ácidos ciclopropenoicos naturales
	Parte II. Discusión de la parte experimental
	Parte III. Parte experimental
	Parte IV. Resumen y Conclusiones
	Parte V. Bibliografía

