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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion consisti6 en adecuar un método de
Espectrofotometria Infrarroja para la identificacion de grasas trans en las
margarinas de mayor comercializacion en El Salvador, realizando la toma de
muestra de la matriz en los supermercados ubicados en la zona del centro

comercial Metrocentro San Salvador y sus alrededores.

De los cuatro puntos de venta ubicados en dicho centro comercial, se tomo una
muestra de 128 margarinas de las 7 marcas mas comercializadas y una vez
recolectadas se analizaron en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, durante el
periodo de Junio- Septiembre, aplicando el método de Espectrofotometria
Infrarroja de transformada de Fourier, el objetivo principal fue obtener el
espectro de la muestra para posteriormente analizar los espectros obtenidos y
compararlos con el control positivo (Trieladina), el cual se empleé como
estandar, se evalud la Selectividad del método mediante el cual se prepararon
mezclas en proporciones de tal manera que se determino el grado de afeccion
que tendria una muestra de margarina con resultado positivo y negativo al ser
contaminada con manteca , en la identificacion del enlace C=C del isébmero

trans, al ser esta una sustancia extrafia a la matriz analizada.

El resultado de esta investigacion indico que de las 7 marcas de margarina las
mas comercializadas (58%) corresponde a las marca de Margarina Mirasol,
Issima, Francessa y Mazola, en las cuales la metodologia utilizada no detecto la
deformacion del enlace C=C del isbmero trans, mientras que al 42% restante
se detecto la deformacion del enlace C=C del isdmero trans las cuales
corresponden a las marcas, Dany, Suly y Cremy.

Segun investigacion bibliogréfica las grasas trans se encuentran principalmente

en alimentos industrializados que han sido sometidos a hidrogenacion o al



horneado como los pasteles, entre otros y estdn relacionados con
enfermedades como diabetes, obesidad y dafios cardiacos. Afectando asi a la

poblacién que consume estos productos.

En los resultados de selectividad se comprobd que el método es util para
identificacion de &cidos grasos trans por lo que concuerda con el
comportamiento que presentaron los estandares analizados el cual recomienda

el método oficial descrito por la Asociacion Oficial de Quimicos Analistas,

Con esta investigacion se brinda informacion importante tanto para las personas
gue consumen Margarina en sus diferentes presentaciones, como para las
personas encargadas de la elaboracion de este producto, asi como también,

para los que estan a cargo de comercializarlas.

Este estudio queda vigente para futuras investigaciones dentro o fuera de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, asi mismo,
se recomienda que se aplique a otros tipos de matrices, utilizando métodos

analiticos, tales como Cromatografia de gases.
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1.0 INTRODUCCION

Al estudiar las grasas trans las relacionamos con numerosas enfermedades
que afectan a la poblacién en el presente, como por ejemplo, enfermedades
cardiacas, diabetes, inflamaciones entre otras. En El Salvador, no existe una
normativa que regule o controle los limites sugeridos de grasas trans en
alimentos.

Para poder identificar grasas en alimentos, la metodologia analitica ofrece una
amplia variedad de métodos apropiados que resultan siendo muy importantes
ya que este tipo de analisis en alimentos que contienen grasas deben realizarse
con el fin de determinar sus caracteristicas fisicas y quimicas, su pureza y para
conocer modificaciones o alteraciones que el producto haya sufrido al variar sus

condiciones.

En el presente trabajo de investigacion se aspira adecuar un método de
Espectroscopia Infrarroja para identificar grasas trans en Margarina que se
consumen en El Salvador, basandonos en un metodologia oficial de la
Asociacion Oficial de Quimicos Analistas (AOAC), puesto que estos analistas
profesionales, anteriormente realizaron esta practica, analizando grasas trans
en un Espectrofotometro de Transformada de Fourier con celda de Reflectancia
Total Atenuada, el cual se adecuo a las condiciones del Laboratorio
Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de El Salvador.

De esta manera esta propuesta cientifica queda vigente para futuras
investigaciones y mejorias que respalden este método, para una posible

validacion en el futuro en esta area de trabajo.

La toma de muestras analizadas se realiz6 en los supermercados del area del
centro comercial Metrocentro San Salvador durante el periodo de Junio-

Septiembre, estas fueron analizadas en el Laboratorio Fisicoquimico de aguas
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de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador. Se
eligieron por medio de una guia de observacion las 7 marcas en sus
presentaciones mas comercializadas en estos centros de distribucion.

Se analizaron 128 muestras, el niumero de andlisis que se realizaron fue
di ctado por un paquet e est ad? svb.loc.Be
analizaron los espectros obtenidos de cada muestra y se compar6 con su
Espectro Patron para determinar si era detectable o no detectable a las grasas
trans y de esta manera poder demostrar que este método es se puede adecuar
para realizar dichas determinaciones en el Espectrofotometro Infrarrojo

Transformada de Fourier.

Los pardmetros de calidad de un método analitico son de vital importancia para
asegurar la idoneidad de un método para solucionar un problema analitico.

Hemos visto también que el quimico analitico dispone de diferentes opciones
para conseguir una mayor selectividad, mediante la eliminacién directa de las
interferencias, o la optimizacion de las condiciones experimentales y/o

instrumentales.

di

gi

t
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Adecuar el método de espectroscopia Infrarroja en la identificacion

2.2

de grasas trans en Margarina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

Elaborar una guia de observacion para identificar las
diferentes marcas y presentaciones de margarina
comercializadas en los supermercados del area del centro
comercial Metrocentro San Salvador y sus alrededores.

Seleccionar las marcas y presentaciones de mayor
comercializacion en los supermercados del centro comercial

Metrocentro San Salvador y sus alrededores.

2.2.3 Analizar por espectrofotometria infrarroja de transformada de

224

Fourier las muestras seleccionadas.
Comparar los espectros obtenidos por espectroscopia
infrarroja con el respectivo control positivo para verificar la

presencia de grasas trans en las muestras seleccionadas.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 LIPIDOS @

Los lipidos, proteinas y carbohidratos son los componentes principales de los
alimentos, son un grupo de sustancias que, en general son solubles en éter,
cloroformo u otros solventes organicos pero son escasamente solubles en
agua, el concepto mas aceptado actualmente es el que se basa en su
solubilidad, cuando hablamos de grasas nos referimos a el grupo de lipidos que
encontramos solidos. 1

La Administracion de Alimentos y medicamentos de Estados Unidos (FDA) ha
establecido un concepto regulatorio con propdsitos encaminados a la nutricion y
lo define grasa total como la suma de acidos grasos a partir de C4 a Cyq
calculados como triglicéridos. Esta definicion aclara cualquier disputa sobre el

etiquetado nutricional de un alimento.

3.1.1 Clasificacion general de los lipidos ()

a. Lipidos simples:

-Grasas: Esteres de acidos grasos con glicerina (triglicéridos)

- Ceras: Son esteres de acidos grasos con alcoholes de cadena largay otros
como gliceroles como por ejemplo, esteres de Vitamina Ay Vitamina D).

b. Lipidos compuestos:

- Fosfolipidos: esteres de glicerol de acidos grasos, acidos fosféricos y otros
grupos que contienen nitrégeno, por ejemplo, fosfatidiletanolamina.

- Cerebrosidos: Compuestos que contiene acidos grasos, hidratos de carbono
y una fraccion de nitrégeno. Ej. Galactocerebrosido.

- Esfingolipidos: Son grupos que contienen acidos grasos, un resto de
nitrégeno y un grupo fosforilo. Ej. Esfingomielinas.

c. Lipidos derivados:

Son sustancias derivadas de lipidos neutros o lipidos compuestos. Tienen en
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general propiedades de los lipidos, ejemplos son los acidos grasos, alcoholes
de cadena larga, esteroles, vitaminas solubles en grasa e hidrocarburos.

La mayoria de los lipidos presentes en los productos alimenticios son los
siguientes: acidos grasos y sus glicéridos, incluyendo el mono, di y triglicéridos;
fosfolipidos, esteroles (incluyendo el colesterol), ceras y pigmentos liposolubles

y vitaminas.

En contraste con los lipidos los términos grasas y aceites a menudo se refieren

a los productos a granel crudo o refinado que han sido extraidos de animales o

de semillas ol eaginosas y otras plantas,
solidos extraidos a temperatura ambiente.

3.2 GRASAS

En bioquimica, las grasas son sustancias apolares que las hacen insolubles en
agua, esto se debe a que tienen atomos de carbono e hidrogeno unidos de
modo covalente puro y por lo tanto no forman dipolos que interactiien con el
agua. Este es un término genérico para designar varias clases de lipidos,
aungue generalmente se refiere a los acilgliceridos, que son esteres en los que
uno, dos o tres acidos grasos se unen a una molécula de glicerina, formando
monogliceridos, digliceridos y triglicéridos respectivamente y deben modificarse
fisicamente para poder ser absorbidos por la pared del intestino, esta
absorcion es tanto mas facil cuanto menor es el punto de fusion y mas aun si
este es inferior a la temperatura corporal de 37°C. ()

Las grasas son la fuente mas concentrada de calor y energia, estas producen
9 calorias por cada gramo de grasa. El requerimiento diario recomendado es
un quinto de la asignacion calérica es decir un 20 %. Las grasas verdaderas
estan compuestas de los elementos quimicos carbono, hidrogeno y oxigeno,

pero combinados en un ordenamiento estructural y en una porcion diferente de
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los carbohidratos. Las grasas verdaderas son conocidas como &cidos grasos.

®)

3.2.1 Importancia nutricional

LaFDA,ha defini do el A Co n elgnpdsitode élaboray uma s a s 0
etiquetado nutricional, como: EIl total de lipidos totales a acidos grasos
expresado como triglicéridos, por lo tanto debe ser declarado como no mayor
de 0.5 (1/2) y debe ser cercano a 5 g (x0.5) si la porcion contiene menos de
0.5 gramos, el contenido se puede expresar como cero.

En esta definici-n se incluyen ivaasdgi8ci do:
los triglicéridos, glucolipidos, acidos grasos libres, etc.

Su concentracion se expresa como gramos de triglicéridos para propdsitos de
etiquetado nutricional por lo tanto requiere de un calculo estequiométrico para
cambiar del método de extraccién y gravimetria a acidos grasos de esteres
metilicos utilizados en una metodologia por cromatografia de gases.

Las A Gr as as s atdefmendcanspiopésites de etiquetado nutricional
como: la suma en gramos de todos los acidos grasos sin dobles enlaces, se
declara como no mayor de 0.5 (1/2) y debe ser cercano a 5 g (£0.5) si la
porcién contiene menos de 0.5 gramos, el contenido se puede expresar como
cero.

Un alimento con menos de 0.5 gramos de grasas saturadas por porcién se
expresa en su etiqguetado en el contenido como: cero.

Los &cidos grasos polinsaturados: son definidos como cis, cis-metilen-
interrumpido de &cido graso polinsaturado y tiene el mismo requerimiento para

el reporte de gramos de las grasas saturadas.

Los &cidos grasos monoinsaturados: se define como acido graso cis-
monoinsaturado, el requerimiento indica que para que el acido graso sea cis no

se deben incluir &cidos grasos que contengan isomeros trans
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3.2.2 Funciones en el organismo

-Las grasas sirven como fuente concentrada de calor y energia.

-La grasa transporta vitaminas liposolubles A, D, E y K.

-La grasa transmite una sensacion de saciedad debido a que se digiere con
mayor lentitud en el estomago que los carbohidratos y las proteinas.

-La grasa coopera en la funcién tisular normal.

-La grasa almacenada puede usarse como reserva para abastecer de
combustible al cuerpo.

-La grasa almacenada ayuda a mantener a los 6rganos en su lugar y los

protege de posibles lesiones.

3.3 PROCESO DE TRANSFORMACION DE GRASAS (7

La transformacién o modificacién de distintos tipos de aceites y grasas surgio
principalmente con el fin de aprovechar aceites no utilizables para usos
convencionales, como los aceites de pescado y el aceite de algodon, el
producto de la hidrogenacion parcial de estos aumenta la vida Util y reduce los
requisitos de refrigeracion. Dado que a menudo se requiere bicarbonato de
sodio para suspender las grasas solidas a temperatura ambiente, los aceites
parcialmente hidrogenados pueden remplazar a las grasas animales que se
usan tradicionalmente en panaderias (como la mantequilla y la manteca de
cerdo). También son una alternativa econémica a otros semisélidos, tales como
el aceite de palma. Dado que los aceites vegetales parcialmente hidrogenados
pueden remplazar las grasas animales, los productos resultantes se pueden

consumir (salvo otros ingredientes) con la ayuda de algunos adherentes. ()

Posteriormente se desarrollo en la industria de alimentos la modificacion de los
aceites para adecuarlos a usos muy diversos. El propdsito de estos procesos
es, principalmente modificar los puntos de fusibn de grasa y aceites para

mejorar sus propiedades funcionales en aplicaciones especificas, también,



27

mejorar la estabilidad de los aceites y grasas transformadas. Las principales
reacciones de modificacion que se realizan son:

- Fraccionamiento de grasas.

- Hidrogenacion.

- Transesterificacion.

La hidrogenacién en aceites y grasas consiste en una reaccion quimica a una
temperatura y presion adecuada en la cual el hidrégeno se adiciona a los
dobles enlaces encontrados de forma natural en los triglicéridos presentes en
aceites de origen vegetal y animal, este hidrogeno proviene de una reaccion
electroquimica o por un proceso de electrolisis, en presencia de un catalizador
que puede ser Niquel a base de silice. Esto se realiza con el objetivo de
saturar las grasas y aumentar el punto de fusién final del producto terminado,
esto lo hacemas resistente a la oxidacion, entre otros.

La hidrogenacion es el Unico proceso utilizado en la industria de aceites y
grasas que permite alterar la estructura molecular de ésteres de glicerol. La
reaccion quimica producida es complicada, debido a varios factores, uno de
ellos corresponde a la isomerizacion simultanea de los enlaces insaturados. De
igual manera, los ésteres deben contener uno, dos 0 mas uniones insaturadas
en cada cadena. Cada doble enlace puede ser isomerizado o hidrogenado a
diferentes proporciones dependiendo de la posicion o el entorno molecular. (7
Existe dentro de la hidrogenacion una su clasificacion, la hidrogenacion
completa y la parcial, siendo esta ultima en donde se forman los &cidos grasos
trans debido a que la reaccién quimica se detiene, los atomos de hidrogeno
reaccionan con los dobles enlaces para completar la saturacion, sin embargo,
hay algunos que no lo hacen lo que significa que el hidrogeno es removido y se
forma el enlace insaturado nuevo, pasando de una configuracion cis a una
trans. Esto se debe a que los aceites se componen de cadenas de esteres

grasos en distintas proporciones o porcentajes lo que ocasiona gue la reaccién
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sea competitiva, ciertos acidos grasos tienen mas probabilidad que otros de

reaccionar por eso se saturan de manera incompleta.

3.4 GRASAS TRANS

Los acidos grasos trans (TFA) son un tipo de acido grasos instaurado que se
encuentra principalmente en alimentos industrializados, los cuales han sido
sometidos a hidrogenacion o al horneado. Se encuentran de forma natural en

pequefas cantidades en la leche y la grasa corporal de los rumiantes. (11

Los &cidos grasos trans se forman en el proceso de hidrogenacion parcial que
se realiza sobre las grasas con el fin de solidificarlas, para utilizarlas en
diferentes alimentos. Un ejemplo este proceso es la solidificacion del aceite
vegetal liquido, para la fabricacion de margarina, lo que promueve la frescura, le

textura y mejora la estabilidad.

Los fA8cidos grasos tr arletgyetadbedrieional secun
alimento. La definicién del etiquetado nutricional requiere que los acidos grasos
trans no sean conjugados. Las grasas trans, una declaracion de los gramos de
grasas trans por porcion se define como la suma de todos los &cidos grasos
insaturados que contiene uno o mas dobles enlaces asilados (no conjugados),
en configuracion trans, a menos que el contenido de grasas totales en una

porcién sea menor de 0.5 gramos, no es necesario declarar su contenido en le

etiqueta de informacién nutricional, yse r ot ul a como Al i bre

se reportan acidos grasos o contenido de colesterol. (1

El valor maximo en el consumo de grasas trans se encuentra en el rango de 1
al 3 % del consumo total de grasas, es decir, de 20-60 calorias/ (2-7g) para una

persona que consuma 2000 calorias diarias.

ncl
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Poca literatura especifica un limite de estas sustancias, incluso paises
desarrollados no cuentan con leyes o normativas que establezcan un valor
recomendado exacto a excepcion de Argentina que cuenta con un proyecto de
ley para regular el consumo de grasas trans y su debido etiqguetado en los

productos que las contienen.

3.4.1 Formacién de acidos grasos trans

Una de las caracteristicas principales de la hidrogenacion es hacer mas sélida
la grasa, por ejemplo los aceites vegetales que se encuentra en estado liquido.
El proceso de hidrogenacion promueve la frescura, mejor textura, mejor
estabilidad y por lo tanto una mayor calidad al producto terminado.

Los acidos grasos trans también estan en algunos alimentos de forma natural,
principalmente en la carne y en los productos lacteos.

Al final de la reaccion parcial de hidrogenacion en ciertas mezclas de aceite, el
indice de yodo es diferente de cero debido a que hay existencia de enlaces

dobles o insaturaciones con una posicion trans, ver figura 2.

HaC CH3 H3C H
\C —C/ \C_C/
e “H e NCH3
Figura N°1.Configuracion tipo Cis. Figura N°2.Configuraciontipo Trans.

La proporcion de acidos grasos trans que consumimos en la dieta es pequefia
(menos de 3% de las calorias de la dieta) comparada con 12% de las calorias

de la dieta que provienen de las grasas saturadas. (3
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3.4.2 Efectos adversos

La grasa se almacena en el cuerpo en el tejido adiposo. Demasiado tejido
adiposo es dafino ya que el peso adicional obliga al corazon a trabajar mas
duro y esto acorta la duracion de la vida. Las grasas trans conducen con
facilidad a la obesidad y es precursora de la arterioesclerosis. Estudios
recientes indican que el consumo de grasas trans promueve la inflamacion
sistemética, asi como también aumenta el riesgo de la arterioesclerosis y la
muerte subird por problemas cardiacos, los acidos grasos trans (TFA) alteran el
metabolismo de otras sustancias en nuestro organismo y algunas actividades

fisiolégicas dependiendo de la duracion de la ingesta.

Los alimentos grasos reaccionan al oxigeno y a la luz haciéndose rancios con
destruccion de su contenido vitaminico. Incluso a bajas temperaturas. El tiempo
de almacenamiento de los alimentos grasos deberéa ser limitado. Las grasas se
digieren con lentitud y su cocinado a temperaturas altas puede hacerlas menos
digeribles. Los acidos grasos trans no sélo aumentan la concentracion de
lipoproteinas de baja densidad LDL en la sangre que disminuyen las
lipoproteinas de alta densidad HDL, responsables de transportar el "colesterol
bueno”, lo que provoca un mucho mayor riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares. (13)Dietas altas en grasas promueven la incidencia
espontanea en cancer, esto puede ser debido, en parte, a una baja ingesta de
lipoproteinas. s,

Ademas se ha asociado el consumo de acidos grasos trans a que las mujeres
sean mas propensas al padecimiento de diabetes tipo II.

La evidencia y de los efectos adversos son claros, por lo tanto si se disminuye
el consumo de grasas trans se puede reducir el riesgo de enfermedades
coronarias, ya que su consumo no es fundamental ni aporta beneficio

nutricional.
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Los riesgos al consumir grasas trans se reportan desde un valor arriba de cero,
es decir que cuando se consume se esta expuesto ya en el riesgo, por esa
razén es recomendable consumir lo menos posible este tipo de grasas. El ser
humano necesita de un 20 % a un 35 % de grasas en nuestro organismo para
el vivir diario. (10

Los efectos fisiologicos potenciales de los acidos grasos trans son resumidos
como sigue en la siguiente figura.

Receptor de

n HEPATOCITO emhrana Acidos grasos trans

Incr > en LDL, colesterol VLDL, triglicéridos, lipoproteina LP (dentro de islas o Célula Endotelial
Disminucién de Colesterol HDL I A Disfuncién endotelial
Disminucién en la cantidad de LDL Incremento de sICAM-1,
sVCAM-1, E-selectina

Transductores de

Monocito o Macréfago m

~ + Incremento en la respuesta inflamatoria

ADIPOCITO
Incremento en niveles de acidos grasos libres,

Disminucidn en la captacion de triglicéridos 5 ® (Ej: TNF-q, interleucina-6
Disminucién en esterificacion del colesterol % TEN-oa  *
Incr > en la resp infl ia . * %%

. LA

2

- . -
AR IPOEE 4
4 Reticulo L :“
endoplasmatico . Interleucina-6

e ...O' Monocito o
- \c‘ Macroéfago

-y

Estrés ER

S p i 5
(Ej: receptor tipo | NUCLEO {
Activacién JN 4 -

Toll TLRs)

: Receptor Nuclear
> (Ej: receptor X Higado)

Figura N°3  Efectos fisiologicos potenciales de los acidos grasos

trans.
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Los acidos grasos trans se relacionan con cambios en la produccion de
hepatocitos, la secrecion, y el catabolismo de las lipoproteinas, junto con los
efectos sobre las proteinas plasmaticas de transferencia del colesterilester
(CETP), probablemente toma en cuenta los efectos adversos de los acidos
grasos trans en los niveles de lipidos en suero (panel A). El efecto sobre la
CETP probablemente no es directa, sino mediada a través de efectos sobre la
membrana o receptores nucleares (linea discontinua).

Los acidos grasos trans también alterar el metabolismo de otros acidos grasos y
posiblemente, las respuestas inflamatorias de los adipocitos. Ademas, el éxido
nitrico dependiente de la disfuncion endotelial y del aumento de los niveles de
moléculas de adhesién circulantes (molécula de adhesion intercelular soluble 1
[SICAM-1] y molécula de adhesion celular soluble vascular-1 [sVCAM-1]) se
observan con la ingesta de grasas trans. Los acidos grasos trans también
modular la actividad de los monocitos y macréfagos (Panel D), como se
manifiesta por una mayor produccion de mediadores inflamatorios.

Cada uno de estos efectos se han observado en estudios controlados en seres
humanos y pueden, individualmente o en conjunto, aumentar el riesgo de
aterosclerosis, ruptura de la placa aterosclerética, muerte subita por causas
cardiacas, y diabetes.

Los mecanismos subcelulares para estos efectos no estan bien establecidos,
pero que podria ser mediada por los efectos sobre los receptores de membrana
que se localizan y estan influenciadas por los fosfolipidos de membrana
especificos (Panel B), tales como el 6xido nitrico endotelial (NO) sintasa o
receptores tipo toll; por union directa de los acidos grasos trans a los receptores
nucleares que regulan la transcripcion de genes, tales como el receptor X del
higado (Panel C), y por efectos directos o indirectos sobre las respuestas del
reticulo endoplasmatico (ER), tales como la activacién de la Jun N-terminal
quinasa (JNK). Tales hipoétesis de vias subcelulares - que se ha demostrado

gue existen para otros acidos grasos - requieren investigacion adicional. .
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3.5 MARGARINA
La margarina es un producto graso, de origen animal o vegetal, en emulsion
estable con leche o con crema, fermentado por fermentos Ilacticos

seleccionados.

La margarina se obtiene a partir de materia prima y sustancias en perfecto
estado de conservacion, se permite el empleo de materias primas como por
ejemplo grasas de aceite animal de bovinos, ovinos o caprinos, asi mismo,
grasas de origen vegetal comestibles, hidrogenadas o no, o cualquier numero
de combinaciones de estas sustancias. Como lo indica su definicion estos
productos contienen diferentes productos lacteos de calidad aceptada, se
emplean también en la fabricacion de las margarinas aromatizantes como
diacetilo, colorantes vegetales como el azafran y el achiote, es obligatoria la
adicion de Vitamina A en pequefias cantidades (15.000 Ul- 50.000), Vitamina D
(500- 2.000), es obligatorio el aceite de algodén o aceite de ajonjoli como
indicador a la dosis minima de 5%. Es permitido agregar a la margarina, como
conservador, acido ascoérbico y sus sales de sodio, potasio o calcio en dosis
maxima de 0.05%, acido benzoico o benzoato de sodio, asi como también

antioxidantes.

La norma de alimentos de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) asi
como en el codex alimenticio salvadoreiio no existe un apartado que indique la
cantidad de grasas trans permitidas en las margarinas debido a la falta de leyes
0 normativas que indiquen un rango o una cantidad sugerida de consumo de
grasas trans.

La margarina debe estar exenta de impurezas y suciedad, hongos,
microorganismos patdgenos y otros que causan descomposicién o indiquen una
manipulacion defectuosa del producto.

Entre las caracteristicas organolépticas mas importantes de la margarina estan:
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-Tener un aspecto homogéneo
-Brillante.

-Untuoso al tacto.

-Sin granulaciones y de textura firme

-Debe tener un olor y sabor propio y color amarillento. g

3.6 IMPORTANCIA DEL ANALISIS DE LAS GRASAS;)

Problemas como el efecto de las grasas en la salud y los requerimientos de
etiquetado en la comida, hacen que sea necesario que analistas de comida
sean capaces de no solo medir el contenido de lipidos totales de un producto
alimenticio, sino también, para caracterizarlos. Las preocupaciones en cuanto a
la salud requieren la medicion de parametros tales como, el contenido de
colesterol fitoesteroles y acidos grasos saturados mono y polinsaturados. La
estabilidad de los lipidos impacta la vida til de los productos alimenticios y en
su seguridad, ya que algunos productos de oxidacion (ej. Malonaldehido, oxido
de colesterol) tienen propiedades toxicas. Otra area de interés es el andlisis de
aceites y grasas utilizadas en la frituras que contienen mucha grasa. Finalmente
el desarrollo de ingredientes de los lipidos que no son biodisponibles como por
ejemplo sacarosa y poliésteres, o lipidos que no constituyen la dieta normal de
9 cal/g acenttan la necesidad de caracterizar lipidos en la comida.

Los lipidos presentes en los productos alimenticios o grasas a granel y aceites
pueden ser caracterizados por la medicién de la cantidad de sus diversas
fracciones que incluyen acidos grasos mono, di, y tri gliceroles, fosfolipidos,
esteroles (incluyendo el colesterol y fitoesteroles). Otro medio de categorizacién
de fracciones de lipidos es inherente al etiquetado nutricional que implica la
medicion de no solo grasa total, sino también, la cuantificacion de la saturacion
de las grasas, grasas monoinsaturados, acidos grasos polinsaturados y sus

isbmeros trans.
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3.7 METODOS INSTRUMENTALES.

Los métodos instrumentales ofrecen numerosas ventajas en comparacion con
otros métodos. En general son rapidas, no destructivas y requieren una
preparacion minima de la muestra y menor consumo de productos quimicos.
Sin embargo, el equipo puede ser costoso y las mediciones a menuda requieren
establecer curvas de calibracion especificas para diversas composiciones. A
pesar de estos inconvenientes, los métodos instrumentales son muy utilizados

en control de calidad aplicados a la investigacion.

3.7.1 Espectroscopia

La espectroscopia se ocupa de la produccion, medida, e interpretacion de los
espectros que se presentan de interaccion de la radiacion electromagnética con
la materia. Los métodos espectroscopicos estan siendo ampliamente utilizados
para los analisis cuantitativos y cualitativos. Los métodos espectroscopicos
basados en absorcion o emision de la radiacion en el ultravioleta (UV), visible
(Vis), el infrarrojo (IR), y RMN (de resonancia magnética nuclear)
frecuentemente son los mas comdunmente encontrados en los laboratorios de

analisis de alimentos. (»

3.7.2 Espectroscopia Infrarroja,

La espectroscopia infrarroja (IR) refiere a la medida de la absorcidon de diversas
frecuencias de la radiacion del IR por los alimentos u otros sélidos, liquidos, o
gases. Una molécula puede absorber la radiacion del IR debido a cambios
vibracional que se producen dando movimientos de estiramiento y de flexion
(tijera, oscilatorio, torcer, maneado).

La regidon infrarroja del espectro electromagnético abarca la radiacion con
nimeros de onda comprendidos entre 12.800 a 10 cm™, que corresponden a
longitudes de ondas de 0.78 a 1.000 um. Tanto desde el punto de vista de las
aplicaciones como de la instrumentacion, es conveniente dividir el espectro

infrarrojo en tres regiones denominadas infrarrojo cercano, medio y lejano; las
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técnicas y aplicaciones de los métodos basados en casa unos de las tres
regiones del espectro infrarrojo difieren considerablemente.

La aparicion en la ultima década de equipos de espectroscopia Infrarroja de
transformada de Fourier relativamente baratos ha aumentado notablemente el
namero y tipo de aplicaciones de la radiacion del infrarrojo fundamental. La
razon de este incremento radica en el aumento de la relacién sefial/ruido y de
los limites de deteccion, en un orden de magnitud e incluso mayor que puede
conseguirse con los instrumentos con interferémetros, los cuales se utilizan en
andlisis tanto cualitativos como cualitativos. También han empezado a parecer
aplicaciones de esta region espectral en los estudios microscépicos de

superficies, analisis de sélidos mediante reflectancia total atenuada.

3.7.3 Analisis cualitativo. )

Para la identificacibn de los compuestos organicos es muy generalizado y
comun el uso de espectroscopia infrarroja mediano por los quimicos analistas.
La aparicion de este tipo de instrumentos revoluciono la manera en que los
quimicos identifican muestras.

En el analisis cualitativo con un instrumento de espectroscopia es un proceso
gue consta de dos etapas. La primera etapa implica la determinacién de los
grupos funcionales y la segunda etapa consiste en la comparacion detallada del
espectro del compuesto desconocido con los espectros de compuestos puros
gue contienen todos los grupos funcionales que encontrados en la primera
etapa. En este caso es particularmente atil la region de la huella dactilar,
comprendida entre 1,200cm™ i 600 cm™, en esta regién en donde los

compuestos organicos presentan sus picos caracteristicos.

3.7.4 Espectroscopia en el IR-Mediano.

La espectroscopia IR-medio mide la habilidad de las muestras de absorber luz
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en la regién de 2.5 1 1.5 um (4000 i 659cm™). Las absorciones fundamentales
son observadas primeramente en esta region del espectro.

Para la espectroscopia IR-Medio existen dos tipos de espectrometros los cuales
son:

a. Instrumentos dispersivos, los cuales usan un monocromador para
dispersar las frecuencias individuales de la radiacion y secuencialmente pasar a
través de la muestra de tal manera que la absorcién de cada frecuencia pueda
ser medida.

b. Los instrumentos de la transformada de Fourier, en los cuales la
radiacion no se dispersa, sino mas bien, todas las longitudes de onda llegan al
detector simultaneamente y un tratamiento matematico, llamado Transformada
de Fourier, es usado para convertir los resultados en un espectro IR tipico. Este

equipo en vez de un monocromador, posee un interferémetro.

3.7.5 Aplicaciones cualitativas

El centro de frecuencias y la intensidad relativa de las bandas de absorcion
pueden ser utilizadas para identificar grupos funcionales especificos presentes
en una sustancia desconocida. Una sustancia ademas puede ser identificada
comparando su espectro en el IR-Medio con un juego de espectros patrones y

determinar cudl es el que presenta mayor coincidencia.

3.8 ANALISIS DE ACIDOS GRASAS TRANS POR ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA.

La mayoria de las grasas y aceites naturales extraidos de fuentes vegetales

solo contienen dobles enlaces cis aislados (es decir metileno-interrumpido no

conjugado). Las grasas y aceites extraidos a partir de fuentes animales pueden
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contener pequefias cantidades de dobles enlaces trans. Puesto que el isbmero
trans es termodindmicamente mas estable, cantidades adicionales de dobles
enlaces trans se forman en grasas y aceites que sufren una oxidacién durante
el tratamiento de procedimientos tales como: extraccion, calefaccion y la
hidrogenacion.

La concentracion de los isomeros trans en acidos grasos es comunmente
analizada utilizando técnicas de cromatografia de gases, sin embargo el
presente trabajo esta orientado a la identificacion con el uso de espectroscopia

infrarroja.

3.8.1 Principio (METODO 2000:10 AOAC)

La concentracion de los acidos grasos trans se puede medir en un pico de
absorcion a 966 cm™ en el espectro IR.

En la mayoria de grasas y aceites vegetales de origen natural, los componentes
insaturados contienen solamente dobles enlaces aislados en configuracion cis.
Estos enlaces dobles cis se pueden isomerizar a configuracion trans durante su
procesamiento y extraccion por: oxidacion, conversion, calentamiento y el
proceso de hidrogenacion parcial.

Las grasas animales y marinas pueden contender cantidades medibles de
isbmeros geométricos de acidos grasos trans de origen natural. Los enlaces
dobles trans aislados en los &cidos grasos de cadena larga, los esteres
metilicos de acidos grasos, los jabones y triacilgliceroles se pueden medir por
espectroscopia infrarroja (IR). Una banda de absorcién Gnica con un maximo en
la region de 966 cm™ (um 10.3), se presenta por la vibracion C-H de la
deformacion del enlace doble C=C trans, se exhibe en los espectro de todos los
compuestos que contienen un grupo aislado trans por lo que se puede
determinar cualitativamente.

Esta banda no se observa en los espectros correspondientes a los acidos

grasos saturados e insaturado cis. La medida de la intensidad de esta banda de
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absorcion bajo condiciones analiticamente controladas es la base para un
método cuantitativo para la determinacion de acidos grasos trans totales. No se
requiere que las muestras de ensayo, grasas y aceites se conviertan a esteres
metilicos de acidos grasos antes del analisis.

Este método es aplicable para grasas y aceites que contengan > 1% de la
instauracion conjugada, materiales que contenga grupos funcionales que
modifiquen la intensidad de la vibracién de la deformacion C-H de la doble
banda trans, o en general a cualquier material que contenga constituyentes
cuyos grupos funcionales que generan una banda de absorcién especifica, o
que este suficientemente cerca de interferir con la banda de vibracion de

absorcion C-H de la doble banda trans asilada 966 cm™.

3.8.2 Descripcion de otro procedimiento segun el Método: 14-95 de AOCS
@

No se requiere que las muestras liquidas se conviertan en esteres metilicos y
se disuelven en un disolvente apropiado que no absorba en la region de
infrarrojo fuertemente, por la simetria plana del disulfuro de carbono o
tetracloruro de carbono.

La absorbancia de los espectros entre 1500 y 900 cm™ son obtenidos usando
espectroscopia infrarroja. El metilelaidato se usa como un patrén externo en el
calculo del contenido de dobles enlaces trans. Alternativamente la AOCS con
el método Cd 14d-96 determina el total de acidos grasos trans usando reflexion
total atenuada de infrarrojo por transformada de Fourier.

3.8.3 Aplicacion del método

Los métodos descritos solo detectan isomeros trans aislados (no conjugados).
Esto es especialmente importante cuando las muestras oxidadas son de interés
ya que la oxidacion resulta de una conversion de insaturaciones no conjugadas

a dobles enlaces conjugados.



40

Ademas el método de la AOCS, se limita a las muestras que contienen por lo
menos un 5 % de isébmeros trans, y el método Cd 14d-96 se limita para
muestras que contiene al menos 0.8 % de isomeros de acidos grasos trans.
Para las muestras que contienen menos del 0.8% de dobles enlaces trans se

recomienda un método de cromatografia de gases de la AOCS, Ce if-96).

Este método es aplicable para grasas y aceites que contengan >1% de la
instauracién conjugada, materiales que contenga grupos funcionales que
modifiquen la intensidad de la vibracion C-H de la deformacion del doble enlace
C=C en posicion trans, o0 en general a cualquier material que contenga
constituyentes cuyos grupos funcionales que generan una banda de absorcién
especifica, o que esté suficientemente cerca de interferir con la banda de
vibracién de absorcién C-H del doble enlace trans aislado a 966 cm™,

El método, recomienda utilizar los estandares primarios Trielaidina (TE) Y
Trioleina (TO)

1,2, 3-ricis-S-octdecenoy)glycerol

0\)\/0
/\/\/\/\_/\/\/\/j( 1,2.3-tri{cs-9-octadecenoil) gierol

Figura N°4 Estructura del estandar negativo 1,2,3-tri(cis-9-

octadienol) glicerol (Trioleina)
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0

WO
\ OJVO /
\/\/\/\/\/\/\/\/T 1,2, 3-tritrans 9-octadecenoiglicerol
0 0

Figura N° 5 Estructura del estandar positivo 1,2,3-tri(trans-9-

octadienol)glicerol (Trielaidina)

3.9 ADECUABILIDAD DE UN METODO

Para que un resultado analitico concuerde con el propdsito requerido, sea
aplicado un método de analisis descrito en la guia de validacion del CONACYT
que hace alusién segun el tipo de procedimiento de prueba, que en el caso de
este trabajo de graduacion se hiso uso del siguiente parametro:

Selectividad / Especificidad

Procedimiento de determinacion de la selectividad.

En el estudio de la selectividad, como norma general se comparan los
resultados del andlisis de muestras con y sin analito en presencia o ausencia
de impureza, productos de degradacion, sustancias relacionadas, excipientes
(matriz o placebo), y dependiendo del tipo de muestra, tipo de técnica analitica,
instrumento de medicion.

Partiendo de la experiencia en el analisis de la muestra, se deben establecer las

posibles sustancias y/o elementos y adicionar cantidades conocidas de estas,
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solas 0 combinadas a la muestra y evaluar su repuesta al método, bajo las
mismas condiciones de analisis.
Para métodos de identificacion:
Se deben seleccionar sustancias que potencialmente interfieran en la
determinacién con base en la estructura molecular del analito, precursores,

sustancias relacionadas, vias degradativas, entre otros.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

4.2

a.

Experimental: Son mas utilizados en el campo de las ciencias
naturales. Se caracterizan por la induccion y la manipulacion del
factor casual, para la determinacion posterior de un efecto. El estudio
se realiz6 en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, al analizar
margarina con el objetivo de identificar grasas trans en 7 marcas
diferentes en todas las presentaciones encontradas, comparando
cada resultado con los espectros patrones para el andlisis de grasas
trans, segun la metodologia oficial.

Transversal: Es un tipo de estudio observacional y descriptivo, que
mide a la vez la exposicion de un efecto en una muestra poblacional
en un solo momento temporal. Es transversal ya que la recoleccion
de muestras y la parte practica se realiz6 de los meses de Julio T
Septiembre de 2012.

Prospectivo: debido a que este trabajo de investigacion es un
antecedente bibliografico, el cual podra aplicarse a futuras

investigaciones.

INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

La investigacion bibliogréfica se realizo en las siguientes bibliotecas:

Bi blioteca ADr . Benj am2n Orozcoo

Farmacia de la Universidad de El Salvador.

de

Bi bl i oteca iP. FIl orentino |l doat e,

Centroamericana José Simeon Cafias

Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador.

Biblioteca de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad
de El Salvador
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- Biblioteca de la Organizacibn Panamericana de la salud (OPS) y del
Ministerio de Salud.

- Internet.

INVESTIGACION DE CAMPO

Se realiz6 en los supermercados ubicados en el area del centro comercial
Metrocentro San Salvador y sus alrededores (3 sucursales de Super
Selectos y 1 sucursal de la Despensa de Don Juan, (ver Anexo N° 4), se
utilizé una guia de observacion dirigida al gerente de cada establecimiento
(Ver Anexo N° 3) a fin de conocer las marcas y presentaciones de

Margarina mas comercializadas de cada uno de estos supermercados.

A. Universo:
Siete marcas de Margarina en sus presentaciones mas
comercializadas.

B. Muestra:
Se analizaron 128 muestras de Margarina distribuidas en las 7 marcas
mas comercializadas dentro del area delimitada.
Para determinar el nUmero de muestras que se analizaron en las 7
marcas de margarina en las presentaciones mas comercializadas se
utilizé el software estadistico llamado Statgraphic V5.1. Estableciendo
asi un disefio factorial 2’, que permitié el estudio del efecto de cada
factor (7 marcas de margarina) sobre la variable de respuesta
(detectable o no detectable), obteniendo asi 128 ejecuciones a realizar
(obtencién de espectros infrarrojos en las presentaciones de cada
marca). El disefio fue ejecutado en un solo bloque. El orden de los
experimentos no se aleatorizd en el disefio pero si en la ejecuciéon de
las determinaciones, analizando las muestras sin observar marca o

procedencia.
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Posteriormente con los espectros obtenidos de cada muestra se
comparé con los espectros del estandar positivo (Trielaidina) y

negativo (Trioleina) analizados.

C. Resumen del disefio:
Para obtener el nimero de andlisis a realizar se utilizo el programa

estadistico Statgraphic V5.1.

Clases de Disefio: En Pantalla

Nombre de Disefio: Factorial 2’
BASE DEL DISENO UNIDADES
Numero de factores experimentales: 7
Numero de bloques: 1
NUmero de ejecuciones: 128
Error: Grados de libertad: 99
Aleatorizado: No

RESPUESTAS

Presencia de Grasas
ADetectadod representadd@¢l)por
ANo detectadod represent-BHda

FACTORES No Detectado Detectado
Isima -1 1
Mirasol -1 1
Dany -1 1
Suli -1 1
Mazola -1 1
Cremy -1 1
Francessa -1 1
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4.4 PARTE EXPERIMENTAL (ver Anexo N ° 1)
4.4.1 Tomay transporte de la muestra
Las muestras a analizar se recolectaron en las sucursales de Super
Selectos y Despensa de Don Juan localizadas en el area del centro
comercial Metrocentro San Salvador y sus alrededores (ver anexo
N°4) y se identificaron con la etiqueta que se muestra a

continuacion:

MARCA:
LOTE:

PRESENTACION:

FECHA DE VENCIMIENTO:
SUCURSAL:

FECHA DE MUESTREO:

Figura N° 6 Etiqueta para identificacion de muestra

Las muestras recolectadas se transportaron desde el supermercado
hasta el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador en un depdsito
hermético y en condiciones equivalentes a la temperatura de 4 + 2°C
para conservar hasta donde fuese posible las caracteristicas

organolépticas del producto.

4.4.2 Meétodo de analisis
Para el analisis experimental, se utilizo el procedimiento que tiene
su fundamento en el método oficial para cuantificar grasas trans de
la Asociacion Americana de Quimicos Analistas (AOAC) (ver Anexo
NQ).



48

4.4.3 Equipo y material:

Equipo de Espectrofotometria Infrarroja Shimadzu IR-Affinity
Unidad de Reflectancia Total Atenuada (ATR)
Pipeta seroldgica de boca ancha

Goteros

Bafo de Maria Precitherm PFV

Termometro

Tubos de boca ancha de 50 mL

Probetas de 10 mL

Celda de Bromuro de potasio (KBr)

Jeringa de Tuberculina

Gradilla

Espétulas

Micropipeta

4.4.4 Reactivos:

Estandares: TRIOLEINA como estandar negativo, (Ver
certificado de calidad en Anexo N° 9) TRIELAIDINA como
estandar positivo (Ver certificado de calidad en Anexo N°8)

Solvente: Etanol (para limpieza del cristal de la unidad ATR)
y Acetona grado ACS (para limpieza de celda de bromuro de

potasio)

4.4.5 Procedimiento (Anexo N°1)

Parte I: Andalisis de Muestras de Margarina

A. Encender el espectrofotometro IR y el computador

B.

Inicializar el programa IR-Solution
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Conectar el computador por medio del programa con el

espectrofot- metro I R u tMedsureoa n d o
Cc 0 ma n Admind , Il ni ci al i mporde eqilbjoale un t
15 minutos.

Permitir que el programa registre las condiciones del equipo y

que reconozca automaticamente el accesorio ATR.

Dejar correr un barrido de las condiciones iniciales del equipo

con la unidad ATR armada sin muestra como sigue: utilizar el

c 0 ma n dMeasur®o , y pr BKGoonmar al obtener
espectro blanco (Background).

Tomar una cantidad de la muestra desde su empaque primario

con una espatula y colocar en un tubo de boca ancha de 50 mL.

. Tratar la muestra de la siguiente manera: Colocar el tubo de

ensayo donde se encuentra la muestra en un bafio de maria

Precitherm y controlar con un termémetro que la temperatura se

encuentre a 62°C = 2°C, hasta la fundicion y separacién de las

fases.

Tomar una pequefia cantidad de muestra fundida con una

pipeta o un gotero.

Colocar la muestra distribuida uniformemente en el cristal de la

celda y acoplarla en la unidad ATR del equipo Infrarrojo

Shimadzu IR-Affinity.

Anal i zar | a muestr a pr éleasweda n d o [
colectar la informacibn del a muestr a eaomenid s pac.i
presi onarSampéa par a obtener el
correspondiente para identificar la muestra de los 4000 a los

500 cm™,

Limpiar la celda con un pafiuelo suave y luego con un algodén

impregnado de alcohol.
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Comparar los espectros obtenidos con el estandar positivo y
negativo recabado. (Procedimiento parte 2)

. Observar si existe la presencia de la deformacion del enlace

C=C del isémero Trans que aparece cercano a los 966 cm™.

Parte 2. Obtencion de espectros de estandares.

A.

Proceder de forma similar gue PROCEDIMIENTO 3, parte 1,
literales A., B.y C.

Limpiar el material de ventana de la celda de Bromuro de
potasio con algodén impregnado con acetona grado ACS.
Armar la celda sin estandar

Colocar la celda en el compartimiento para celdas
espectrofotometro IR y obtener el espectro de blanco
(Background).

Sacar la celda, desarmarla y volver a limpiar la celda de la
misma forma que en el literal B. de la Parte 2

Quebrar con cuidado, las ampollas que contienen los
estandares y extraer con una jeringa de tuberculina un
equivalente a 50 pL.

Colocar la cantidad medida del Estandar en una cara de la
ventana limpia y seca para luego colocar la otra ventana sobre
la anterior, permitiendo que el estandar se distribuya
uniformemente y sin burbujas.

Armar con cuidado la celda

Colocar la celda en el Espectrofotometro IR y obtener el
espectro Infrarrojo del estandar desde los 4000 a los 500 cm™.
Sacar la celda y Volver a limpiar la celda de la misma manera
que en el literal B. de la Parte 2 y proceder con el siguiente

estandar segun los pasos F. a |.
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K. Al finalizar dejar las ventanas de celda limpia y seca en
desecador.

Parte 3. Prueba de selectividad/especificidad. (Anexo 5)

En un proceso de identificacion, la teoria recomienda que se deben
seleccionar sustancias que potencialmente interfieran en la
determinacion con base en la estructura molecular del analito para
evaluar la respuesta del equipo en las mismas condiciones de
analisis, puesto que el método oficial para la identificacion de
grasas trans descrito por la AOAC no especifica como determinar
este parametro, se sugiere en este trabajo de investigacion la
utilizacién de la Manteca Nieve, por poseer propiedades similares a
la matriz analizada, por lo tanto la practica de selectividad queda a
opcién del analista.

Se prepararon mezclas en diferentes proporciones, para determinar
el grado de afeccion que tendria una muestra de margarina con
resultado positivo a la identificacion del enlace C=C del isémero
trans, siendo esta la marca Dany y otra con resultado negativo, la
marca Francessa, al ser contaminada con una sustancia
considerada como extrafia a la matriz analizada, en este caso
Manteca nieve dichas muestras fueron preparadas en proporciones
(Margarina / Manteca): 90:10, 80:20, 70:30 y 60:40 utilizando
probetas de 10 mL.

Procedimiento

A. Encender el espectrofotometro IR y el computador

B. Inicializar el programa IR-Solution

C. Conectar el computador por medio del programa con el

espectrofot- - metro I R u tMedsureoda n d o
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c 0 ma n Admindi , Il nicializar. Dejar un t
15 minutos.

Permitir que el programa registre las condiciones del equipo y

gue reconozca automaticamente el accesorio ATR.

Dejar correr un barrido de las condiciones iniciales del equipo

con la unidad ATR armada sin muestra como sigue: utilizar el

c oman dMeasuedo , py esi BK@or plar a obtener
espectro blanco (Background).

Tomar una pequefia cantidad de la muestras de margarina

Dany, Francessa y manteca nieve desde su empaque primario

con una espatula y colocar en un tubo de boca ancha de 50 mL.

Tratar la muestra de la siguiente manera: Colocar el tubo de

ensayo donde se encuentra la muestra y un tubo aparte colocar

la manteca nieve en un bafio de maria Precitherm y controlar

con un termdémetro que la temperatura se encuentre a 62°C +

2°C, hasta la fundicion y separacion de las fases.

Obtener los espectros por separado de: Margarina Dany,
Margarina Francessa y Manteca nieve.

Tomar desde el tubo de ensayo de boca ancha que se
encuentra en el bafio de Maria las cantidades de margarina y

manteca para mezclar las proporciones margarina/manteca en

probetas de 10 mL

Con la probeta colocar la mezcla de cada proporcién, distribuida
uniformemente en el cristal de la celda y acoplarla en la unidad

ATR del equipo Infrarrojo Shimadzu IR-Affinity.

Analizar la muestra presionando el comando el comando
fMeasureo , colectar |l a informaci-n de

fcomentd y pr es Samplad par ai obt ener el
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correspondiente para identificar la muestra de los 4000 a los
500 cm™.

L. Limpiar la celda con un pafiuelo suave y luego con un algodon
impregnado de alcohol.

M. Comparar los espectros obtenidos con el estdndar positivo y
negativo recabado.

N. Observar si existe la presencia de la deformacion del enlace

C=C del isémero Trans que aparece cercano a los 966 cm™.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se plantearon cinco

objetivos especificos, el cumplimiento de estos se detalla a continuacion.

5.1 Con respecto a la elaboracién de una guia de observacion para identificar
las diferentes marcas y presentaciones de margarina comercializadas en
los supermercados del &area del centro comercial Metrocentro y sus
alrededores, se realiz6 una guia de observacion (Anexo N°3) para
determinar cuales marcas y presentaciones se comercializan con mayor
frecuencia en los establecimientos del area delimitada del centro comercial
Metrocentro San Salvador y sus alrededores se ubica en mapa ver (Anexo
N°4). La guia fue util porque de esta manera se conocio la variedad de

marcas de Margarinas que se comercializan.

Tabla N°1 Supermercados ubicados en el area del centro comercial

Metrocentro San Salvador y sus alrededores.

SUPERMERCADO LOCALIZACION CODIGO
Super Selectos Cuarta Etapa, Super Selectos 1
Metrocentro
Octava Etapa, Super Selectos 2
Metrocentro
Metrosur Super Selectos 3
Despensa de Don Juan Frente a Metrosur | Despensa de Don
Juan

Para poder determinar las marcas de margarina mas comercializadas y
llevar a cabo la investigacion, fue necesario indagar en general la
diversidad de marcas y presentaciones de las mismas comercializadas en

los establecimientos descritos en las Tablas N° 2, 3,4y 5.
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5.2 Seleccion de las marcas y presentaciones de mayor comercializaciéon en el
centro comercial Metrocentro San Salvador y sus alrededores.
Al visitar los supermercados del area delimitada se obtuvo la informacion

gue se presenta en las siguientes tablas:

Tabla N° 2 Marcas y presentaciones de margarina comercializadas en
Super Selectos cuarta etapa, Metrocentro

SUPERMERCADO MARCA/MARGARINA PRESENTACION
Barra vegetal
Barra Light
MIRASOL
Tarro Vegetal
Tarro Light
Barra Vegetal
SUPERSELECTOS 1 DANY —
Barra dietética
FRANCESSA Barra normal
BLUE BONETE Barra normal
Barra Normal
MAZOLA
Barra light

Por lo demas, se verifico: los precios de las margarinas mas

comercializadas y su etiquetado nutricional.

Se determino que en los cuatro supermercados se encuentran margarinas
de igual marca y presentacion lo que permiti6 escoger las mas
comercializadas, pero también se encontraron marcas que unicamente se
comercializaban en uno de estos establecimientos pero que poseen igual
demanda por la poblacion. Por lo que se considero importante tomarlas en

cuenta para la investigacion.
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Tabla N° 3 Marcas y presentaciones de margarina comercializadas
en Super Selectos octava etapa, Metrocentro.

SUPERMERCADO

MARCA/MARGARINA

PRESENTACION

SUPERSELECTOS 2

Barra vegetal

Barra Light
MIRASOL

Tarro Vegetal

Tarro Light
Barra Vegetal

DANY _
Barra dietética
FRANCESSA Barra normal
Barra Normal

MAZOLA Barra light

Empaque a granel

Tabla N°4 Marcas

y  presentaciones

de margarina

comercializadas en Super Selectos Metrosur.

SUPERMERCADO

MARCA/MARGARINA

PRESENTACION

SUPERSELECTOS 3

Barra vegetal

MIRASOL Barra Light
Tarro Vegetal

Tarro Light
DANY Barra Vegetal
Barra dietética
FRANCESSA Barra normal
Barra Normal

MAZOLA Barra light

Granel




Despensa de Don Juan Metrocentro

Tabla N° 5 Marcas y presentaciones de margarina comercializadas en
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SUPERMERCADO MARCA/MARGARINA PRESENTACION
Barra
MAZOLA
Granel
Barra Maiz
Barra light
Barra vegetal
MIRASOL
Tarro vegetal
Tarro Light
Spray
DESPENSA DE DON
SULI Barra
JUAN
ISSIMA Granel
Barra vitaminada
Barra light
CREMY
Barra con aceite de
oliva
FRANCESSA Barra
| CANOGT BEL
Tarro
NOT BUTTER
Posteriormente, se determinaron las marcas de margarinas mas

comercializadas en los supermercados, tomandose aproximadamente 18

unidades de cada marca a razon de distribuir las 128 muestras a analizar,

estas se presentan en la tabla N° 6:



59

Tabla N° 6 Marcas y presentaciones de Margarina mas comercializadas
en los supermercados del area del centro comercial
Metrocentro San Salvador y sus alrededores.

SUPERMERCADO MARCA/MARGARINA PRESENTACION
) Barra
Mirasol
Tarro Normal
Dany Barra
Cuarta Etapa, Metrocentro
u P Mazola Barra
Super Selectos 1
Francessa Barra
) Barra
Issima
Empaque a granel
) Barra
Mirasol
Tarro Normal
Barra Vitaminada
Cremy
Octava Etapa, Metrocentro Barra con aceite de oliva
Super Selectos 2 Dany Barra
Mazola Barra
Francessa Barra
Issima Empaque granel
Barra
Mirasol
Tarro
Metrosur Issima Empaque granel
Super Selectos 3 Dany Barra
Mazola Barra
Francessa Barra
Barra
Mirasol
Tarro Normal
Mazola Barra
Francessa Barra
Enfrente a Metrosur
Barra
Despensa de Don Juan Issima
Empaque granel
Suly Barra
Barra Vitaminada
Cremy
Barra con aceite de oliva
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Porcentaje de cada marca analizada relacionado al total de las 128
muestras recolectadas que indico el programa statgraphic v5.1, dividiendo
este numero entre las 7 marcas mas comercializadas de Margarina, asi

obtener un aproximado de cuantas muestras por marca se analizarian.

Muestras 1 eSclod¥% ct adas

NAmuestras OpX%  mar ca

NA de muestralsO%por mar ca

X% =
muestras recolectadas

DATOS:

- Muestras recolectadas: 128 muestras

- Muestras analizadas por marca: Francessa, Danny e Issima fueron
18 muestras analizadas, para la marca Mirasol, Cremy y Mazola se
analizaron 19 muestras y de la marca Suly se analizaron 17

muestras.

Porcentaje en representacion para Marcas de Margarina: Francessa, Dany

e Issima
~1810%

0f = =
o TS5 g -1 40 6ol 4

Porcentaje en representacion para Marcas de Margarina: Mirasol, Cremy,

Mazola

0/—1910%—1484/615/
0= 178 1° 0€ 0

Porcentaje en representacion para Marcas de Margarina: Suly
1710%

0f = =
Yo T5g -1 R 8el %
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Tabla N°7  Porcentajes de cada Marca de Margarina analizados.

MARCA Muestras %

Mirasol 19 15%
Mazola 19 15%
Francessa 18 14%
Cremy 19 15%
Dany 18 14%
Suly 17 13%
Issima 18 14%

TOTAL 128 100%

m Mirasol

E Mazola

m Francessa
m Cremy

m Dany

m Suly

m Issima

Figura N°7 Diagrama de los porcentajes de las 7 marcas de margarina

analizadas
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5.3 Con respecto al analisis por espectroscopia infrarroja de transformada de
Fourier de las muestras de margarina recolectadas, se llevd a cabo el
procedimiento descrito en la parte experimental, recolectando la
informacion en la region IR comprendida desde los 4000 a los 500 cm™, y
realizando un acercamiento (zoom) correspondiente al area de interés en
donde se esperaba apareciera la deformacion del enlace C=C del isomero

trans, es decir a 966 cm™.

Al realizar la toma de muestras, estas fueron transportadas al Laboratorio
Fisicoguimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia para ser
analizadas en el Espectrofotometro Infrarrojo de Transformada de Fourier
con unidad de Reflectancia Total Atenuada, se llevaron a cabo los 128
analisis indicados en la metodologia, obteniéndose un espectro por cada
muestra, en los cuales se procuro estudiar la deformacion del doble enlace
C=C del isémero Trans a que aparece a 966 cm™, esto determino la
presencia (+1) o ausencia (-1) de grasas trans en las muestras segun se

reporta en el Anexo N° 6.

Los resultados positivos se reportan en la tabla N° 8, de estos amerita
hacer énfasis en que se distribuye en todos los supermercados bajo

estudio y el pais de procedencia es Guatemala
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Los resultados obtenidos por marca y presentacion fueron los siguientes

(se incluye el espectro Infrarrojo representativo asi como el acercamiento

al rango de estudio cercano a 966 cm-1).

Marca Presentacion Precio Etiquetado Pais de
Origen
Mirasol Barra $$:}i320a 0% Grasas Trans El Salvador
500 cm™

A. Espectro Infrarrojo Region IR 4000 a
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LR S T e e s et ST -
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0 a5 agn a7 ato L 260 ass a5 o5 10

ans
REPETICIONID:FS

Zonmment;
fEPETICICONO0:59

Ho.ofSears; 10

Eesohition, 2 [licm]
Apodization, Happ-Germel

Diate/Time; 19072012 15:24:24

ser; Admin

De esta presentacion se analizaron 12 muestras y en su totalidad no presentaron grasas trans
en su contenido, puesto que en su espectro no se detectd la deformacién del enlace C=C del

isomero trans a 966 cm™.

Figura

N° 8.

Espectro  infrarrojo

representativo

Margarina

Mirasolpresentacion barra. (A) Espectro en la regién de
4000 cm™ a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™
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Marca

Presentacion

Precio

Rotulado

Pais de
Origen

Mirasol

Tarro

$140a
$3.00

Cero grasasTrans

El Salvador

105 — o

A. Espectro Infrarrojo Region IR 4000 a 500 cm™

.75 } ----t
H |

®T

.\.]
wa
)
[
\

__________________________________________________________________________________________________

Qzd 283
11465 Tarro Mirsol light

Commment;
1156 Tawo Mirasol light

Ho. ofScars; 10
Fesohation;, 2 [Lica]
Apodizmtion,; Happ-Gemssl

Doate/Time , D007/2012 14:52:48

User; Adamin

T T T T T
263 a0

De esta presentacion se analizaron 7 muestras y en su totalidad no presentaron grasas trans
en su contenido, puesto que en su espectro no se detecté la deformacién del enlace C=C del

isdmero trans a 966

cm™.

Figura N° 9

Espectro infrarrojo representativo de Margarina Mirasol
presentacion taro. (A) Espectro en la regién de 4000 cm™a
500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™
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Marca Presentacion Precio Etiquetado Pais de Origen
Cremy Barra Vitaminada $§i9§5a Libre de grasas trans Guatemala

A. Espectro Infrarrojo Region IR 4000 a 500 cm™

T T T T T T T
4000 asbo azo0 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 a00
B1BB203311 CREMY VITAMINADA 1em

B. Acercamiento al rango cercano a 966 cm™
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-ttt
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B1GGZ0ZE1 1 CREM Y WIT S0l MaDs, 16m
Cormment, Ho. of Scazs; 10 DratefTire; 3072012 9.25.58
F 186205311 CREMY VITAMINADA Resolation, 2 [Lierd] User,  Adein

Apodimtion; Happ-Gemssl

De esta presentacion se analizaron 12 muestras y en su totalidad si presentaron grasas trans
en su contenido, puesto que en su espectro se detectd la deformacién del enlace C=C del
isdmero trans a 966 cm™.

Figura N° 10. Espectro infrarrojo representativo de Margarina Cremy
presentacion barra Vitaminada. (A) Espectro en la region de
4000 cm™a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™
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Marca Presentacion Precio Etiquetado Pais de Origen
Barra con aceite de $0.96 a Libre de grasas
Cremy ; Guatemala
oliva $1.25 trans

T T
225 9325
B172042754 CREM Y OLRAA

Comnonent,
B178943754 CREMY OLIVA

Ho. offcars; 10
Rescbaticy, 2 [Liza]
Apodimtion, Happ-Germsl

1 T TT T TT
9625 a60 25

Drate/Time;, 2507/2012 10:02:25

User; Adawin

T
A

T T T T TT
255 2525 250

De esta presentacion se analizaron 7 muestras y en su totalidad si presentaron grasas trans
en su contenido, puesto que en su espectro se detectd la deformacion del enlace C=C del

isémero trans a 966 cm™.

Figura N° 11 Espectro infrarrojo representativo de Margarina Cremy
presentacion barra aceite de oliva. (A) Espectro en la region
de 4000 cm™ a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™
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Marca Presentacion Precio Etiguetado Pais de Origen

Mazola Barra $1.05 a $1.25 0% grasas trans Honduras

A. Espectro Infrarrojo Regién IR 4000 a 500 cm™

4000 3600 3Z00 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
054355 MAZOLA Tiem

B. Acercamiento al rango cercano a 966 cm™

1111
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| |
ry
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a7 ovd o73 a7 wsg 206 [:1.51 133 am a5z 256
DH435S MaZ0 L 1&m

Conpnent; Mo.ofSears; 10 Date/Tine;, 200772012 14:07:18

05435 MAZOLA Resohiticer, 2 [Liewi] Tser, Advin

Apodization, Happ-Germel

De esta presentacion se analizaron 19 muestras y en su totalidad no presentaron grasas trans
en su contenido, puesto que en su espectro no se detectd la deformacion del enlace C=C del
isémero trans a 966 cm™,

Figura N° 12 Espectro infrarrojo representativo de Margarina Mazola
presentacion barra. (A) Espectro en la regién de 4000 cm™a
500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm’
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Marca

Presentacion

Precio

Etiquetado

Pais de Origen

Suly

Barra

$0.90 a
$1.09

Libre de grasas
trans

Guatemala

A. Espectro Infrarrojo Rango IR 4000 a 500 cm™

oo

©123100954 suly

B. Acercamiento al rango cercano a 966 cm™

Conmment;
b 123100954 suly

1000 ods
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Mo.ofScams; 10

Resohition, 2 [Licw]
Apodimtion; Happ-Germsl

T T T T T
o¥s o] oG5

DrateSTime, 240072012 15:30:52

o60

Wser, Adwin

De esta presentacion se analizaron 17 muestras y en su totalidad el 100% presentaron grasas
trans en su contenido, puesto que en su espectro se detectd la deformacién del enlace C=C

del isémero trans a 966 cm™.

Figura N° 13 Espectro

infrarrojo

representativo de Margarina Suly

presentacion barra. (A) Espectro en la regién de 4000 cm™
a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™.
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Marca Presentacion Precio Etiquetado Pais de Origen

Francessa Barra $1.00 a $1.15 0% Grasas Trans Guatemala

A. Espectro Infrarrojo Rango IR 4000 a 500 cm™
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12040 Francessa 1em
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12040 Francessa 1em

Conmment; Mo.of Seans; 10 Date/Time;, 240702012 15:14:51
12040 Francessa Resobitior 2 [Licm] Tser; Adrin
Apodization, Happ-Gemmel

De esta presentacion se analizaron 18 muestras y en su totalidad del 100% no presentaron
grasas trans en su contenido, puesto que en su espectro no se detectd la deformacion del
enlace C=C del isémero trans a 966 cm™.

Figura N° 14 Espectro infrarrojo representativo de margarina Francessa
presentacion Barra. (A) Espectro en la regién de 4000 cm™
a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™.
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Marca Presentacion Precio Etiguetado Pais de Origen

Dany Barra normal $0.86 a $1.00 | Libre de grasas trans Guatemala

A. Espectro Infrarrojo Rango IR 4000 a 500 cm™

L LI — LI — LI — LI — T T T T T T T T T T T T T T T L —
Qa0 225 @0 ars am 65 60 255 250 245
06:16 Dany 1&m

Conmment, Mo.of Scams; 10 Date/Time, 24072012 143424
0516 Dary Resohticr, 2 [Lem] User, Adwntin
Apodimtion, Happ-Germel

De esta presentacion se analizaron 18 muestras y en su totalidad del 100 % presentaron
grasas trans en su contenido, puesto que en su espectro se detecté la deformacion del
enlace C=C del isémero trans a 966 cm™.

Figura N° 15 Espectro Infrarrojo representativo de margarina Dany
presentacion Barra. (A) Espectro en la regién de 4000 cm™a
500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™.
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Marca Presentacion Precio Etiquetado Pa!s de

Origen
Issima Empaque a granel $0.24 2 $0.30 | 0% Grasas Trans Honduras
A. Espectro Infrarrojo Rango IR 4000 a 500 cm™
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wwt 22:05373 Issima Resohitiom, 2 [Licw] User, Adrin
Apodimtion; Happ-Germel

De esta presentacion se analizaron 8 muestras y en su totalidad del 100 % no presentaron
grasas trans en su contenido, puesto que en su espectro no se detectd la deformacién del
enlace C=C del isémero trans a 966 cm™.

Figura N° 16 Espectro infrarrojo representativo de margarina Issima
presentacion empaque granel. (A) Espectro en la region de
4000 cm™ a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™
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Marca Presentacion Precio Etiquetado Pais de
Origen
Issima Barra $0.95a $1.10 | 0% Grasas Trans Honduras

A. Espectro Infrarrojo Rango IR 4000 a 500 cm™

B. Acercamiento al rango cercano a 966 cm™
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Apodization, Happ-Gemsel

De esta presentacion se analizaron 10 muestras y en su totalidad del 100% no presentaron
grasas trans en su contenido, puesto que en su espectro no se detectd la deformacion del
enlace C=C del isémero trans a 966 cm™.

Figura N° 17 Espectro infrarrojo representativo de margarina Issima
presentacion barra. (A) Espectro en la regién de 4000 cm™
a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966 cm™



75

5.4 Analisis de los espectros obtenidos para la determinacion de la presencia
de grasas trans en las muestras recolectadas

De la Marca de Margarina Mirasol se analizaron 19 muestras en 2 de sus
presentaciones, barra y tarro, de diferentes lotes, de las cuales no
presentaron grasas trans en su contenido, puesto que, en sus espectros
Infrarrojos, no se observo el pico de absorcidn caracteristico de la
deformaciéon C=C trans en 966 cm™. La margarina Mirasol en las dos
presentaciones analizadas declara en su etiquetado nutricional que en su
contenido hay Acero % grasas transo,
determinarse debido a que el limite tedrico del método para detectarlo

debe ser arriba del 5%. (1) ) (14)

De la Marca Cremy, se analizaron 19 muestras en dos presentaciones,
Cremy Vitaminada y Cremy Oliva en barra, de diferentes lotes, en las dos
presentaciones en su totalidad se evidencié la presencia de acidos grasos
trans, puesto que en su espectro infrarrojo se detecto el pico caracteristico
de la deformacién C=C del isémero trans en la regién cercana a 966 cm™.
Por lo que esta marca no cumple con su etiquetado nutricional que
decl ar a, Ali bre de grasas transo el c
nutricional de la FDA corresponde a un porcentaje menor al 5% por
porcion y segun la literatura el método de la AOAC 2000:10, se limita a las

muestras que contienen al menos un 5 % de isdmeros trans. (1)) (14)

Para la marca Mazola se analizaron 19 muestras en su presentacion barra
pero de diferentes lotes y diferentes supermercados dentro del area
delimitada y el 100% de las muestras no presentaron grasas trans en su
contenido. La Margarina Mazola, declara en su etiquetado nutricional que

en s u contenido hay sdicerect 8% goaaxsder
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determinarse debido a que el limite de deteccion del método tedricamente
es de arriba del 5%. (1) g

De la Marca Suly, las 17 muestras analizadas en su presentacion barra de
diferentes lotes, presentaron grasas trans en su contenido, puesto que en
los espectros infrarrojos se detectd la presencia del pico de absorcion
caracteristico de la deformacién C=C del isémero trans en la region de 966
cm™. Por lo que esta marca no cumple con su etiquetado nutricional que

d e c | abreade gra$ds trans. (1)

Se analizaron 18 muestras de la marca Francessa, las cuales en su
totalidad no presentaron grasas trans en su contenido, puesto que en sus
espectros Infrarrojos no se detectd la presencia del pico de absorcion
caracteristico para la deformacion C=C trans en la regi6n de 966 cm™. La

margarina Francessa, declara en su etiquetado nutricional correspondiente

gue en su contenido hay fAcero % grasas

determinarse debido a que el limite de deteccion del método tedricamente
es de arriba del 5%. (1) g) (14)

De la Marca Dany, en 18 analisis realizados a muestras de diferente
numero de lote, se detecto la presencia grasas trans en su contenido,
puesto que en su espectro infrarrojo se observé la presencia del pico de
absorcion caracteristico para la deformacion C=C del isémero trans en la
region de 966 cm™. Por lo que esta marca no cumple con su etiquetado

nutricional que decl amep, fl i bre de

Las muestras de la Marca Issima en su totalidad no presentaron grasas
trans, en las presentaciones analizadas, puesto que en sus espectros

Infrarrojos no se detecto la presencia del pico de absorcidn caracteristico

gr as :
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para la deformacién C=C trans en la regi6én de 966 cm™. La margarina
Issima en las dos presentaciones analizadas declara en su etiquetado
nutricional correspondiente que en su
transo, esto no puede |l egar a deter mi

deteccion del meétodo teéricamente es de arriba del 5%. () (s)

Los resultados presentados a partir de la guia de observacion (Ver anexo
3) que se realizd en los supermercados de Metrocentro de San Salvador y
sus alrededores determino que son 7 marcas de margarina las mas
comercializadas como se presenta en los porcentajes analizados (ver
figura N°7) y de estas en el 58% de las muestras analizadas
correspondientes a las marca de Margarina Mirasol, Issima, Francessa y
Mazola, la metodologia utilizada no evidencié la deformacion del enlace
C=C del isbmero trans, mientras que en el 42% de las muestras restante,
correspondiente a las marcas, Dany, Suly y Cremy, si se deformé el
enlace C=C.

Célculos:

A. Para Muestras de margarina con deteccién negativa de acidos grasos
trans:(M. mirasol, M. Issima, M. Francessa, M. Mazola): 74 muestras
Muestras re€@€dlo®ct adas

NAmuestras-Xn TFA

NA de muest(EF d9d%Wsin TFA

X% =
numer o tot al de muestras recol

wo=—t 21 O% o 2 wes s
" 128 0& o 0
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B. Para muestras de margarina con presencia de 4cidos grasos trans:(M.

Dany, M. Cremy, M. Suly): 54 muestras.

Muestras re€@dlo®ct adas

NAmuestras+ @X¥% TFA

NA de muest(as0®on TFA

X% =
numero tot al

b 5 410%
°"" 128

Tabla N°9 Porcentajes de resultados: no detectado (-) y detectado (+) de

acidos grasos trans.

demuestras

=4 21 %ed %

recol

RESULTADO DE ANALISIS TOTAL PORCENTAJE
qustras de Margarina no detectable con 74 42%
acidos grasos trans
Muestras de Margarina detectables con acidos 54 5806

grasos trans

ym Dany, Cremy y Suly

m Mirasol, Mazola, Issima y

Francesa

Figura N°18 Gréfico de Resultados en porcentaje de acidos grasos trans

en margarinas analizadas.

e
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De esta manera del 100% de las muestras analizadas, en el 42%
correspondiente a las marcas de Margarina Dany, Cremy y Suly, se

evidencia la presencia de acidos grasos trans.

Para poder comparar las muestras de Margarina analizadas por
espectrofotometria infrarroja con el respectivo estandar de referencia
positivo y negativo, se obtuvieron los espectros infrarrojos de las

sustancias Trioleina y Trielaidina.

Los estandares de referencia utilizados son glicéridos que se encuentran
en diferentes posiciones, cis y trans con un grado de pureza mayor del
99 % de los respectivos esteres metilicos de acidos grasos (FAMES).

El método oficial de la Asociacion Oficial de Quimicos Analistas (AOAC)
recomienda utilizar estos estandares primarios Trielaidina (TE) y Trioleina
(TO). por esta razon se utilizaron en el laboratorio Fisicoquimico de aguas
para comparar sus resultados con el de las muestras de Margarina bajo

estudio.

Para la obtencion de espectros infrarrojos, se utilizd una celda con
ventanas de Bromuro de potasio en un Espectrofotometro Infrarrojo de

Transformada de Fourier.
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El siguiente espectro infrarrojo de Trioleina estadndar negativo no muestra

el pico de absorcién caracteristico de grasas trans en la region de 966 cm’
1

ESPECTRO DE TRIOLEINA (ESTANDAR NEGATIVO)
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B B Emm e o e e S e : : e

L s A et e e e e et

e e e et et -—-

T T T T T T T T T T T T TT
1050 1035 100 1008 280 ars 60 945 930 als EL 285
Esmndar negative Trioleing 99% T-235-019-% 1em

Cormment; Mo.ofSeams; 10 Date/Time;, 20083012 14:39:23
Estand ar negative Trioleina 99% T-235-D19-W Resobiticer, 2 [Licm] User: i

Apodimtion; Happ-Germel

Figura N°19 Espectro infrarrojo del estandar negativo, Trioleina.
(A) Espectro en la regién de 4000 cm™ a 500 cm™.
(B) Acercamiento a 966 cm’
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En el siguiente espectro infrarrojo se observa el pico de la deformacién del

enlace C=C a 966 cm™ caracteristico de las grasas trans.

ESPECTRO DE TRIELAIDINA (ESTANDAR POSITIVO)

T T T T T T T L T T T T T T T T
1040 1m0 1020 1010 1000 200 az0 avo 260 a0 240 a0
Estandar Positive Trielaiding 99% T-240-hi17-4 1&m

Zomumant; Ho. of feans; 10 Diate/Timme; 062012 14:48:50
Estand ax Fositive Trielaiding 9994 T-240-M17-¥ Resobrtics:, 2 [Liew] User, Adwin
Apodization, Happ-Gersmel

Figura N°20 Espectro infrarrojo del estandar positivo, Trielaidina.
(A) Espectro en la regién de 4000 cm™ a 500 cm™.
(B) Acercamiento a 966 cm™
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Al comparar ambos estandares por medio de los espectros superpuestos
se observa con claridad la presencia del pico de absorcion caracteristico
para la deformacién C=C del isémero trans en la regién de 966 cm™ y en

el otro su ausencia.

_____________________________

____________________________

E { Triellaidina (I+)

30— e e R e e e
] | | | | | | - Trioleina (-)
:EIIJ 3600 3200 IZEiEIIJ‘ o ‘24|EIEI‘ o ‘2 il o ‘1EiEIEI‘ o ‘1EiEIIJ‘ b ‘1jDD‘ o ‘12iEIIJ‘ o I1EIiEIIJ‘ o IBiIEI‘ t
Figura N°21 Comparacion de espectros infrarrojos de estandares de
Trioleina y Trielaidina
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S R D A - Trielaidina (+)
3 . - Trioleina (-)
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i ——— =ttt f
89975 a40 g982.5 878 867.5 960 9525 945 937.5 830 82248
Estandar negativo Trioleina 89% T-235D18 1fem

Figura N° 22 Acercamiento del Espectro de comparacion de Trioleina y

Trielaidina en la regién de 966 cm™
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5.6 Determinacion de la selectividad del método. (13
La Selectividad se determindé mediante la preparacion de mezclas de dos
muestras estudiadas las cuales presentaron en el 100% de los analisis a
todas sus presentaciones, un resultado positivo y negativo a la presencia
de A&cidos grasos Trans, dichas mezclas fueron preparadas en
proporciones de margarina/manteca en ordenes porcentuales de 90:10,
80:20, 70:30 y 60:40. (la manteca fue analizada previamente para conocer

sus propiedades espectrales en la region bajo estudio).

Las marcas elegidas para el estudio fueron:

- La marca Dany presentacion barra con un comportamiento positivo a
la deteccion de acidos grasos trans en el rango cercano de nimero de
onda de 966cm™,

- La marca Francessa presentacion barra con un comportamiento
negativo a la deteccion de acidos grasos trans en el rango cercano de

nimero de onda de 966cm™.

A continuacién se realizé la mezcla en las proporciones propuestas con
margarina y manteca en probetas de 10 mL, posteriormente se prosiguio a
la obtencion de los espectros de cada proporcién para llevar a cabo una

comparacion entre los resultados.

El espectro infrarrojo obtenido de la Manteca (Mezcla de grasas vegetales
y animales segun su rotulado) se muestra a continuacién en la figura
N° 23.

Las muestras de margarina mezcladas con manteca se analizaron segun
la metodologia oficial AOAC 2000:10 para cada andlisis, las proporciones
se prepararon siguiendo el orden margarina en mayor proporcion y

manteca en menor proporcion, primero con una margarina que contiene
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grasas trans (Marca Dany) para luego analizar mezclas con margarina que
no presento grasas trans (Margarina Francessa) con este método.

A. Espectro Infrarrojo Manteca

36l
manteca nieve licm

B. Acercamiento en el area de 966 cm™
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ogs odo os5 az0 ors avo o645 a60 55 50
marre: i 14&m

Conmment, He. afSeans; 10 DateTimme;, 17/08/201 2 14:59:32
manteca nisve Resohiticw, 2 [Liem] Tser; Adwin

Apodimtion, Happ-Germel

FiguraN° 23 EspectroInf r arr oj o de | a (Ajildpesttoerc a Ni e
la regién de 4000 cm™ a 500 cm™.(B) Acercamiento a 966
-1
cm
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A. Determinacion de la selectividad con muestra con resultado positivo.

El espectro IR de las muestras de margarina Dany sin haberse
mezclado con manteca se puede observar en la Figura N° 15.

Los resultados obtenidos de la prueba de selectividad se resumen en
la figura N°24, con los espectros IR superpuestos para las cuatro
proporciones Margarina/ Manteca: 90:10, 80:20, 70:30, 60:40.

Para este analisis con la Margarina Dany se verific6 una disminucion
en |l a intensidad®!cdmphradpal espectra recliado
en un espectro normal obtenido de margarina Dany, ver Figura N°15.
Debido a que la Manteca presenta menor intensidad de pico a 966 cm”
! produce un efecto de dilucién ya que a medida se aumenta el
porcentaje de Manteca a la margarina el pico representativo de acidos

grasos trans disminuye.

B. Determinacion de la selectividad con muestra con resultado negativo.
El espectro IR del comportamiento de las muestras de margarina de la
marca Francessa puede verse en la Figura N°14. Esta marca no se
detecto acidos grasos trans en el 100% de las muestras estudiadas en
todas sus presentaciones como tal, por lo que se tomé como muestra
negativa a la presencia de estas sustancias, luego se adiciono la
Manteca en las proporciones Margarina/Manteca: 90:10, 80:20, 70:30,
60:40, utilizando probetas de 10 mL.

El espectro IR de las muestras de margarina Francessa sin haberse
mezclado con manteca se puede observar en la Figura N° 14.
Los resultados obtenidos se resumen en la figura N°25 con los

espectros IR superpuestos para las cuatro proporciones
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Espectros Infrarrojos superpuestos
A. Margarina/Manteca

|
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B. Acercamiento en el area de 966 cm
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Figura N°24 Analisis de selectividad en muestra con comportamiento
positivo a la presencia de acidos grasos trans. (A) Espectro
en la regién de 4000 cm™ a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966
-1
cm




87

mmmmmmmm

A. Espectros Infrarrojos superpuestos Margarina/Manteca

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777

; H H H ; H ; H 1 H
LA R A B B B B I I L T LI A B R [N A B A I LI I S Ry N L L L B B
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 a00
G0 40 F:hAM 1

] - Mezcla 90:10
] - Mezcla 80:20
5 s el e s St S - Mezcla 70:30 1
] - Mezcla 60:40
B B B e e e e L e e e e e i B e o e e e R B : T : T
ass a5 avs avn a6s a6n Qgﬁ an Q‘Lﬁ
GO0 Frhdb 1
Conoment, Ho. of Scars. 10 DateTime, 1 08/2012 15:04:35
20:10 F:MH Fesoltion, 2 [Liom] ey, ~ 7 Admin
20:20 F:MH Z [Liem] Adnmn
F0:30 F:MH 1 LANESIANL 2 L) Lo

Figura N°25 Andlisis de selectividad en muestra con comportamiento
negativo a la presencia de acidos grasos trans. (A) Espectro
en la regién de 4000 cm™ a 500 cm™. (B) Acercamiento a 966
-1
cm
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Al finalizar el analisis para determinar la selectividad del método se
observa para el caso de la Margarina Dany, la cual presenté acidos
grasos trans en el 100% de sus presentaciones, que: debido a la
adicion de Manteca Nieve, la cual también presenta acidos grasos
trans pero en menor intensidad segun el espectro IR obtenido (ver
figura N° 23), se puede observar que a medida que se aumenta la
proporcidon de manteca, el pico caracteristico disminuye su intensidad
porque la manteca posee mucho menor concentracion, esto produce

un efecto de dilucién de los acidos grasos trans en la margarina.

Para el caso de la margarina Francesa, la cual no present6 acidos
grasos trans dentro del limite de deteccién del instrumento en el 100%
de sus presentaciones analizadas normalmente, como tal habiéndose
preparado mezclas con la Manteca Nieve en las proporciones antes
mencionadas, la mezcla de margarina Francesa presentd el pico
caracteristico de acidos grasos trans debido a la adicion de la Manteca
y en los espectros IR obtenidos, se puede observar que a medida se
aumenta la proporcion de manteca el pico caracteristico a 966 cm™
aumenta.

Esto comprueba que el método es util para la identificacion de acidos
grasos trans y concuerda con el comportamiento que presentan los
estandares analizados que recomienda el método oficial de la AOAC

2000.10.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

Los resultados de la guia de observacion utlizada en los
supermercados del &rea de Metrocentro de San Salvador y sus
alrededores, indica que las marcas de Margarina que presentan mas
demanda por la poblacion son: Mirasol, Dany, Suly, Francessa,
Cremy, Issima, Mazola, en la presentacion de barra debido a su

menor precio y su disponibilidad en los Supermercados.

Al analizar las 7 marcas de Margarina de mayor comercializacién en
el pais, en todas sus presentaciones en los supermercados
seleccionados, se determin6 que las muestras de las marcas Cremy,
Suly y Dany presentaron el pico de absorcién caracteristico de acidos
grasos trans en la regién de 966 cm™ en cada uno de los espectros
Infrarrojos obtenidos, lo que indica que el método permite identificar
esta sustancia en las muestras con al menos 5% de acidos grasos

trans.

Las marcas de margarinas seleccionadas que reportan en el rotulado
Ali bre de grasas transo no cumple co
que, el método por Espectroscopia infrarroja, de acuerdo con la

teoria, no detecta menos de 5% de acidos grasos trans.

la ingesta diaria o frecuente de margarina que presentan acidos
grasos trans puede ser dafina para la salud, y podria ocasionar
enfermedades como diabetes, obesidad, dafios cardiacos entre otras,

etc.

Por medio del método de espectroscopia infrarroja de transformada

de Fourier y una celda de reflectancia Total atenuada (ATR) se
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identifico la presencia de grasas trans, aplicando el método oficial de
la AOAC 2000.10 en margarina, y se confirmé que el método es

efectivo para el analisis cualitativo de acidos grasos trans.

En el andlisis de selectividad aplicando el método AOAC 2000:10 a
mezclas de margarina que eran detectables y no detectables a la
presencia de grasas trans en su totalidad, en la Manteca Nieve, dio
como resultado que a la mezcla de la margarina que no presentaba
grasas trans, es decir la marca Francessa, al adicionarle manteca
nieve, evidencio el pico caracteristico de grasas trans a 966 cm™, y
en la que presentaba grasas trans, es decir la marca Dany, se
observé una disminucion de intensidad del pico por un efecto de
dilucién de los acidos grasos trans. Esto permite concluir que el
método es Util para la identificacion de acidos grasos trans en esta

matriz.

El método 2000:10 descrito por la Asociacion Oficial de Quimicos
Analistas (AOAC) como es la de Espectrofotometria Infrarroja de
transformada de Fourier, puede adecuarse a las condiciones del
Laboratorio Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador para el analisis de acidos

grasos Trans en la matriz utilizada, Margarina.



CAPITULO VII
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7.0 RECOMENDACIONES

A la Industria de Alimentos que realice el analisis de Acidos Grasos
Trans en Margarinas y productos relacionados, el cual en su elaboracion
utiliza aceites y grasas, llevando a cabo control de calidad al producto
terminado, asi como las materias primas. Que permita adoptar el uso de
aceites y grasas mas saludables para garantizar la calidad de los

alimentos.

A la poblacién en general que disminuya el consumo de productos
(margarinas) en la elaboracién de alimentos y en su lugar utilizar grasas
insaturadas o acidos grasos poliinsaturados de la familia omega-3 y
omega- 6, presentes en la mayoria de aceites de origen vegetal, como
por ejemplo: maiz, canola y oliva, los cuales son mas saludables, y

proveen un efecto protector cardiovascular.

A las Autoridades de Salud Publica, realizar méas estudios sobre Acidos
Grasos Trans en otros alimentos que se vendan en diferentes
establecimientos los cuales contengan grasas y que son de consumo

frecuente por parte de la poblacion.

Que las autoridades correspondientes en el é&rea de Salud en
coordinacién con el sector privado desarrollen programas de educaciéon a
la poblacién, asi como la correcta forma de leer etiquetas y su

aplicacion.

A las entidades encargadas de la vigilancia y registro de productos
alimenticios, investigar las margarinas y otros productos que en su

etiquetado nutrceronat grreapsaarst atmmrelafin s o,
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método de Cromatografia de Gases, el cual es mas sensible que el
método por espectrofotometria infrarroja.

. A las autoridades de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de EI Salvador, realizar las gestiones necesarias para la
obtencibn de estdndares, materiales, reactivos y equipo de

Cromatografia de Gases

Implementar el método propuesto en la oferta de servicio al Laboratorio
Fisicoquimico de Aguas de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador para la identificacién de Acidos Grasos Trans

y dar seguimiento al analisis para llevar a cabo la validacion del método.
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GLOSARIO

ACIDO GRASO CIS:es un acido graso insaturado que posee los grupos
semejantes o idénticos (generalmente grupos i H) en el mismo lado de
un doble enlace. Los acidos grasos cis son isomeros de los acidos
grasos trans, en los que los i H se disponen uno a cada lado del doble
enlace.(y)

ACIDO GRASO TRANS: son un tipo de acido graso insaturado que se
encuentra principalmente en alimentos industrializados que han sido
sometidos a hidrogenacion o al horneado. 7y

ANALISIS CUALITATIVO: Se basa en una identificacibn y en la
verificacion de las cualidades del analito o de sus componentes, evita a
cuantificacion, busca informacion sobre la identidad o forma de la
sustancia. g,

COMPUESTO ORGANICO: es una sustancia quimica que contienen
carbono, formando enlaces carbono-carbono y carbono-hidrogeno. En
muchos casos contiene oxigeno, nitrégeno, azufre, fosforo, boro,
halégeno y otros elementos menos frecuentes en su estado natural )
CROMATOGRAFIA DE GASES: es unmétodo fisico o de
separacion para la caracterizacion de mezclas complejas, la cual tiene
aplicacion en todas las ramas de la ciencia y la fisica. Es un conjunto de
técnicas basadas en el principio de retencion selectiva, cuyo objetivo es
separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo identificar
y determinar las cantidades de dichos componentes ()

ESPECTRO ELECTROMAGANETICO: a la distribucion energética del
conjunto de las ondas electromagnéticas. Referido a un objeto se
denomina espectro  electromagnético o  simplemente espectroa la

radiacion electromagnética, que emite (espectro de emision) o absorbe



(espectro de absorcidon) una sustancia. Dicha radiacion sirve para
identificar la sustancia de manera analoga a una huella dactilar. g,
GRASAS: En bioquimica, grasa son sustancias apolares que las hacen
insolubles en agua que se debe a que tienen muchos atomos de carbono
e hidrogeno unidos de modo covalente puro y por lo tanto no forman
dipolos que interactien con el agua. o)

GRUPO FUNCIONAL: es un conjunto de estructuras submoleculares,
caracterizadas por una conectividad y composicion elemental especifica
que confiere reactividad quimica especifica a la molécula que los
contiene. Estas estructuras remplazan a los &tomos de
hidrogeno perdidos por las cadenas hidrocarbonadas saturadas. )
HUELLA DACTILAR: En un espectro es la impresiéon visible o
moldeada que identifica cada compuesto ya que es propio de cada
uno.(s)

ISOMERO: son compuestos que tienen la misma formula molecular pero
diferente formula estructural y por tanto diferentes propiedades.g)q)
LIPIDO: Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas, la mayoria
son biomoléculas, compuestas principalmente por carbono e hidrogeno y
en menor medida oxigeno, aunque también pueden contener fosforo,
azufre 'y nitrdgeno, tienen como caracteristica principal el
ser hidrofobias o insolubles en agua y si en solventes organicos como la
bencina, el benceno y el cloroformo o)

LIPOPROTEINA:Son complejos macromoleculares compuestos por
proteinas y lipidos que transportan masivamente las grasas por todo el
organismo. Son esféricas, hidrosolubles, formados por un nucleo de
lipidos apolares (colesterol esterificado y triglicéridos) cubiertos con una
capa externa polar de 2 nm formada por apoproteinas, fosfolipidos vy

colesterol libre (1



LONGITUD DE ONDA: Describe cuan larga es la onda. La distancia
existente entre dos crestas o valles consecutivos. Las ondas de la
radiacion electromagnética, las ondas del agua tienen longitudes de
onda, )

MATERIAL ESTANDAR DE REFERENCIA (PATRON PRIMARIO):
Material emitido por la Oficina Nacional de Normas de Estados Unidos
(U.S National Bureau of Standars) cuyo nombre fue cambiado
recientemente a Instituto Nacional para Normas y Tecnologia. (13)
METODO ANALITICO: Adaptacion especifica de una técnica analitica
para un proposito de medicion seleccionado. (i3

PARAMETRO DE DESEMPENO ANALITICO: Caracteristicas de
validacion que necesitan ser evaluadas y que tipicamente corresponden
a la siguiente lista: exactitud, precision, especificidad, limite de
deteccion, limite de Cuantificacion, linealidad, intervalo de linealidad y
robustez. (13

PICO DE ABSORCION: Para una radiacion X o gamma, es el pico de la
curva representativa del espectro correspondiente a la absorcién total de
la energia o de los fotones en un material detector. Este pico difiere del
pico fotoeléctrico en cuenta la absorcion total al efecto produccion de
pares. g,

SELECTIVIDAD: Describe la habilidad de un procedimiento analitico
para diferenciar entre varias sustancias en la muestra y es aplicable a
métodos en los que dos o mas componentes son separados y
cuantificados en una matriz compleja. (13

SOBRETONO: es un componente senosoidal de la forma de una onda,
de mayor frecuencia que su frecuencia fundamental. Generalmente el
primer sobretono es el segundo arménico, el segundo sobretono el tercer

armonico, etcétera. g,



- VIDA UTIL: es la duracién estimada que un objeto puede tener
cumpliendo correctamente con la funcion para la cual ha sido creado.

Normalmente se calcula en horas de duracion.(8)



ANEXOS



ANEXO N° 1

Método oficial de analisis infrarrojo de grasas segun AOAC y traduccion al

idioma espariol.



AOAC Official Method 2000.10
Determination of Total Isolated Trans Unsaturated Fatty Acids in Fats and Qils by ATR-FTIR.

(This method is applicable to natural or processed oils and fats consisting of long-chain farty acids, esters
and triglycerides with trans levels  3.0%.)

Table 2000.10 lmglabmamcry Study results for Total Isolated n-m:.s_(‘mtem by ATR-FTIR

D True % % | #Labs® | S, | % RSD, | Sz | % RSDg | % Rec |
Value
0.8 11(1) 0.1 75 02 211 103
1.0 12(0) 0.1 10.5 0.3 203 97
5.1 12(0) 0.1 23 0.2 31 102
103 12(0) 04 36 0.5 51 103
15.6 12(0) 03 22 0.5 33 103
206 11{1) 09 4.5 1.0 30 103
40.1 12(0) 1.4 35 1.4 3.5 100
a(b) a= number of labs retained after ehiminating outliers. (b)= number of labs removed as outhers

Al Principle

In most naturally occurmng vegetable fats and oils. unsamrated constituents contain only isolated
double bonds in the ¢is configuration. These cis double bonds may be 1somenzed to the frans configuration
during extraction and processing procedures, due 1o oxidation. conversion during heating. and/or partial
hydrogenation. Animal and manne fats may contain measurable amounts of naturally occumng frans fatty
acid geometnic isomers. Isolated trans double bonds in long-chain fatty acids. fatty acid methyl esters
(FAME), soaps and tmacylglycerols may be measured by infrared (IR) spectroscopy. A umque absorption
band with a maximum at ca 966 cm’’ (10.3 um). anising from a C-H deformation vibration about a frans
double bond. is exhibited in the spectra of all compounds containing an isolated trans group; this band is
not observed in the spectra of the comresponding saturated and cis vnsaturated fatty acids. Measurement of
the intensity of this absorption band under analytically controlled conditions 1s the basis for a quantitative
method for the deternunation of total isolated frans fatty acids. Fat and o1l test samples are not required 1o
be converted to FAME prior to analysis.

This method 15 not applicable to fats and eals containing ca = 1% of conjugated unsaturation (¢.g..
tung o11), matenials contaiung functional groups which modify the intensity of the C-H deformation
vibration about the frans double bond (e.g.. castor oil which contains hydroxy fatty acids). or. in general. to
any matenals contaiung constituents which have functional groups that give nse to specific absorption
bands at. or sufficiently close to interfere with. the 966 em’ (103 jm) band of the C-H deformation
vibration of the isolated frans double bond.

B. Apparatus



(a) Fourier transform infrared (FTIR) spectrometer — Capable of making measurements at 4 cm™
resolution in the spectral range covering 1050-900 cm’. The instrument data handling system to allow
conversion of the spectra to absorbance, scale expansion of the x and y axes, readout of wavenumbers to
the nearest 1 cm™! and absorbance to the nearest 0.0001 amu, and integration of the area under the
absorption band at 966 cm™. FTIR spectrometer equipped with a deurerated triglycine sulfate (DTGS)
detector for greatest linearity. In the absence of test samples, a 1-min data collection at 4 cm™ resolution
must yield, between 1050 - 900 cmu™, a peak-to-peak noise level of < 0.0005 amu. The 966 cm™ band for a
1% trielaidin standard, must yield a signal-to-noise ratio = 10:1.

(b) Attenuated total reflection (ATR) infrared cell.-- Equpped with a zinc selemde (or equivalent)
crystal. The capacity of the horizontal ATR cell is ca 50 pL. and is capable of maintaining a constant
temperature of 65 + 2 °C,

(c) Analytical balance.-- With 60 g capacity, capable of weighing 0.3 g = 0.0001 g.

(d) Disposable plastic pipets.-- Capable of transferring 50 pL test samples to ATR cell.

(e) Steam water bath.-- For melting fats.

C. Reagents

(a) Primary standards.— Trielaidin (TE) and triolein (TO) with purity =99% (available from Nu
Check Prep. Inc_, P.O. Box 295, Elysian, MN 56028 USA).

D. Preparation of Standards
Trans Calibration Standards. Weigh, to the nearest 0.0001 g, (0.3-x) g of TO, and x g of TE, into a 10 mL
beaker, where x equals 0.0015, 0.0030, 0.0150, 0.0300, 0.0600, 0.0900, 0.1200 and 0.1500 g, in order to
prepare 0.5, 1, 5, 10, 20, 30, 40, and 50% frans calibration standards, respectively.
E. Calibration

For each rrans standard, calculate the exact % trans expressed as the amount of TE as percent of

total fat. Analyze each standard and determine the integrated area under the absorption band at 966 cm™ as
described in G and H.



Using a first-order regression analysis, determne the slope and mtercept of the line winch best fits
the plot of the area of the frans band for all the frans standards (y axis) as a function of % frans (x axs).
Once a calibration curve has been estabhshed, 1t mmust be checked peniodically to msure that 1t has not
shifted.

F. Preparation of Test Samples

Solid fats must be gently melted and mixed. Test samples that appear cloudy due to the presence
of water should be treated with anhydrous sodium sulfate until clear and filtered before removing the test

G. Infrared Determination

Set up the FTIR operating parameters according to the mamifacturer's recommendations for using
an ATR cell with the following parameters: 1050-900 cm™ range, 64-scan (or appropriate number of scans
needed to meet peak-to-peak noise level and SNR requirements given in B), 4 cm™ resolution, and
triangular apodization functions (the most common weighting functions in FTIRs that suppress the
magnitude of side lobes of interferograms). Conditions employed must be identical for test samples and
calibration standards. The performance of FTIRs must be evaluated for wavenumber accuracy and noise
level to msure that they are operating within the manufactarer's estabhished specifications. For sohid fats
maintain ATR cell at 65 + 2 °C.

Materials for measuring the reference background single beam spectrum are (a) TO for calibration
standards, (b) the unfortified material for frans-fortified test samples, and (c) an appropriate trans-free
material such as the refined bleached source oil for test samples.

Using a disposable pipet, transfer (without weighing) ca 50 pL of the neat (undiluted in any
solvent) reference background material. Place the reference background material on the horizontal (face-
up) ZnSe sampling surface of the ATR cell. The test portion must complately cover the honzontal surface
of the crystal Collect and save the single-beam spectrom to be used as background. Clean the crystal by
wipmg off the test portion with a disposable soft lint-free or low-lint tissne paper. In general, to mimmize
contamination, apply part of the next test portion then wipe it off the crystal before re-applying the ca 50
pL test portion for analysis.

Place ca 50 pL (without weighing) of the neat test portion on the horizontal ZnSe crystal. It must
compiately cover the surface of the crystal. Collect and save the single-beam spectrum of the test portion



Ratio the test sample single-beam spectrum against that of the reference background, and convert to
absorbance. Save the absorption spectrum. Repeat for other test samples.

H. Calculations

With the absorbance spectrum wavenumber scale expanded in the region from 1050 - 900 cm™,
integrate (clectronically) the arca under the 966 cm™! band between the limits 990 - 945 cm!. Calculate the
linear regression equation for Area vs. % trans plot of the trans calibration standards.

Using the slope and intercept generated for frans standards, calculate the % trans for test samples,
by substituting the value of the integrated area of the trans band in the following equation:

trans fat as TE, % = [ Area - Intercept |
Slope

Report results to the nearest 0.1%.

TRADUCCION AL IDIOMA ESPANOL

Determinacion del total de acidos grasos insaturados aislados en grasas y
aceites por medio de ATR-FTIR.

(Este método es aplicable a aceites y grasas naturales o procesadas que
contienen una cadena larga de acidos grasos, esteres y triglicéridos con + .0%

niveles trans)

PRINCIPIO

En la mayoria de grasas y aceites vegetales de origen natural, los componentes
insaturados contienen solamente dobles enlaces aislados de configuracion cis.
Estos enlaces dobles cis se pueden isomerizar a configuracion trans durante su
procesamiento y extraccion, por oxidacion, mientras su calentamiento y proceso

de hidrogenacion parcial. Las grasas animales y marinas pueden contender



cantidades medibles de isomeros geométricos de acidos grasos trans de origen
natural. Los enlaces dobles trans aislados en los acidos grasos de cadena
larga, los esteres metilicos de acidos grasos, los jabones vy triacilgliceroles se
pueden medir por espectroscopia infrarroja (IR). Una banda de absorcion Unica
con un maximo en la regién de 966 cm * (um 10.3), que se presenta por una
vibracion de la deformacion de un enlace doble C-H trans, se exhibe en los
espectro de todos los compuestos que contienen un grupo trans aislado. Esta
banda no se observa en los espectros de los correspondientes a los acidos
grasos saturados e insaturado cis. La medida de la intensidad de esta banda de
absorcion bajo condiciones analiticamente controladas es la base para un
meétodo cuantitativo para la determinacién de acidos grasos trans totales. No se
requiere que las muestras de ensayo, grasas y aceites se conviertan a esteres
metilicos de &cidos grasos antes del analisis.

Este método es aplicable para grasas y aceites que contengan > 1% de la
instauracién conjugada, materiales que contenga grupos funcionales que
modifiquen la intensidad de la vibracion de la deformacion C-H de la doble
banda trans, o en general a cualquier material que contenga constituyentes
cuyos grupos funcionales que generan una banda de absorcién especifica, o
gue este suficientemente cerca de interferir con la banda de vibracion de

absorcion C-H de la doble banda trans asilada 966 cm™.

APARATO

a. Espectrémetro infrarrojo de Transformada de Fourier (FTIR): Capaz de
hacer mediciones a una resolucién de 4 cm™ en la regién del espectro
cubriendo 1050-900 cm™. El sistema de manipulacién de datos tiene un
instrumento que permite la conversién del espectro a absorbancia, la
expansion de escala del eje de las x, y, la lectura del nUmero de onda
cerca a 1 cm™ y absorbancia cerca de 0.0001mu e integracién del area

bajo la banda de absorcién a 966 cm™. El espectrémetro FTIR equipado



con un detector de sulfato de triglicinadeuterado (DTGS) de una
excelente linealidad. En la ausencia de muestras de ensayo, una
recoleccién de datos de 1 min a una resolucién de 4 cm™ debe ceder,
entre 1050- 900 cm *, un nivel de ruido pico a pico de numero 0.0005
amu. La banda de 966 cm™ para el estandar de Trielaidina 1%, debe
ceder una sefal de ruido > 10:1.

. Celda infrarroja de Reflectancia Total Atenuada (ATR): Equipada con un
cristal de Selenio de Zinc. La capacidad de la celda ATR horizontal es
500L y es capaz de mantener una temper a
Balanza Analitica: Con capacidad de 60 g, capaz de medir 0.3 g %
0.0001g.

. Pipetas de plastico descartables: Capaces de transferir 50 pl de la
muestra del ensayo a la celda ATR.

. Bafio de vapor: Para derretir las grasas.



REACTIVOS
Estandares primarios: Trielaidina (TE) y Trioleina (TO) de pureza > 99.0%

PREPARACION DE ESTANDARES

Pesar cerca del 0.0001 g (0.3-x)g de Trioleina, y x g de Trielaidina, en un
beaker de 10 mL, en donde x es igual a 0.0015, 0.0030, 0.0150, 0.0300, 0.600,
0.0900, 0.1200 y 0.1500g, para preparar 0.5, 1, 5, 10, 20, 30, 40 y 50%

estandares de calibracion trans respectivamente.

CALIBRACION

Para cada estandar trans, calcular el porcentaje exacto trans expresado como
la cantidad de TE como porcentaje de grasas totales. Analizar cada estandar y
determinar el &rea integrada bajo la banda de absorcién a 966 cm™.

Usando un analisis de regresion de primer orden, determinar la pendiente y el
intercepto de la linea que mejor encaje en el area de las bandas trans de todos
los estandares trans (eje de las y) en funcidn de porcentaje trans (eje de las x).
Una vez se halla establecido la curva de calibracién debe ser revisada
peribdicamente para asegurar que no halla sido desplazada.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Las grasas solidas deben derretirse y mezclarse correctamente. Si existe
alguna muestra que aparezca nublada debido a la presencia de agua se deben
tratar con sulfato de sodio anhidro, hasta que las veamos claras, filtrar el

contenido antes de remover la porcidn que se ocupara para el analisis.

DETERMINACION INFRARROJA
Establecer los parametros de operaciones de FTIR, de acuerdo a lo que
recomienda el fabricante, para hacer uso de una celda ATR, con los siguientes

pardmetros: rango de 1050 i 900 cm™, 64 determinaciones (a un nimero



apropiado de determinaciones que sean necesarias para satisfacer los niveles
de ruido pico a pico), resolucién de 4cm™ y funciones de apodizacién
triangulares (las funciones de ponderacion mas comunes en FTIR que inhiben
la magnitud de los I6bulos laterales de interferogramas). Deben utilizarse las
mismas condiciones para las muestras del ensayo y para la calibracién de los
estandares. El rendimiento de FTIR debe ser evaluado para una longitud de
onda exacta y nivel de ruido para asegurar que estan operando dentro de las
especificaciones que establece el fabricante. Para grasas solidas debe
mantenerse la celda ATR a temperatura de 62 £ 2 °C.

Los materiales para medir el fondo del espectro del haz de referencia son:

a. Trioleina para calibracion,
Material sin fortificar para muestras de ensayo trans-fortificadas,
c. Un material apropiado libre de grasas trans, tales como el aceite refinado

gue es una fuente blanqueada.

Usando una pipeta desechable, transferir 50uL de material base de referencia
ordenado. Poner el material de base de referencia en la celda ATR de Zn Se
horizontal. La porcidon del ensayo debe cubrir completamente la superficie
horizontal del cristal.

Recolectar y guardar todos los espectros de un solo haz para ser usados como
base. Limpiar el cristal sacando la porcion del ensayo con un papel suave de
seda desechable. En general para minimizar la contaminacion, aplicar parte de
la proxima muestra y volver a limpiar el cristal antes de volver a agregar 50uL
de la porcién de la muestra para el analisis.

Colocar alrededor de 50uL de la porcion de ensayo ordenada en el cristal
horizontal de ZnSe. Debe cubrir completamente la superficie del cristal.

Recolectar y guardar todos los espectros de un solo haz. Relacionar el espectro

de un solo haz de la muestra de ensayo contra el espectro base de referencia y



convertir a absorbancia. Guardar el espectro de absorcion. Repetir con las otras

muestras.

CALCULOS

Con la escala de longitud de onda del espectro de absorbancia, que se expande
desde 1050 i 900 cm™, integrar el &rea bajo la banda 966 cm™ entre los limites
de 900 i 945 cm™. Calcular la ecuacién de la regresion lineal para area vs % de
area de la calibracion de los estandares trans. Usando la pendiente y el
intercepto generado por los estandares trans, calcular el porcentaje de % trans
de las muestras de ensayo, sustituyendo el valor del area integrada de las
bandas trans en la siguiente ecuacion:

Arebntercepto

Grasas tr an%= -
endi ent e

Reportar los resultados lo mas cercano a 0.1%.



ANEXO N° 2

PROCEDIMIENTO EN EL EQUIPO DE ESPECTROFOTOMETRIA
INFRARROJO
IR- SHIMADZU AFFINITY



PROCEDIMIENTO

Parte

I: Andlisis de Muestras de Margarina y determinacion de

especificidad

Encenderel espectrofotdmetro IR y la computadora

Inicializar el programa IR-Solution

Conectar el computador por medio del programa con el
espectrofot- - metro I R u Meiaduiez a n dcoo ma&h d oc |
AdmMIno , Il nicializar. Dejar un tiempo de
Permitir que el programa registre las condiciones del equipo y que

reconozca automaticamente el accesorio ATR.

Dejar correr un barrido de las condiciones iniciales del equipo con la

unidad ATR armada sin muestra como sigue: utilizar el comando

fMeasureo , y pr 8s@oonpar ai obtener el esp¢
(Background).

Tomar una cantidad de la muestra desde su empaque primario con una

espatula y colocar en un tubo de boca ancha de 50 mL.

Tratar la muestra de la siguiente manera: Colocar el tubo de ensayo

donde se encuentra la muestra en un bafio de maria Precitherm y

controlar con un termémetro que la temperatura se encuentre a 62°C +

2°C, hasta la fundicion y separacion de las fases.

Tomar una pequeiia cantidad de muestra fundida con una pipeta o un

gotero.

Colocar la muestra distribuida uniformemente en el cristal de la celda y

acoplarla en la unidad ATR del equipo Infrarrojo Shimadzu IR-Affinity.

Anali zar |l a muestra presi on dMpadweo ¢ | Cor
colectar | a informaci: - n cdneentb ay mpessirana
e nSampled0 para obtener el espectro corres

muestra de los 4000 a los 500 cm™.



- Limpiar la celda con un pafiuelo suave y luego con un algodon
impregnado de alcohol.

- Comparar los espectros obtenidos con el patron positivo y negativo
recabado.

- Observar si existe la presencia de la deformacion del enlace C=C del

isbmero Trans que aparece cercano a los 966 cm™.

Parte 2: Obtencion de espectros de estandares. Proceder de forma similar
que Ill. PROCEDIMIENTO, parte 1, literales A., B.y C.

- Limpiar el material de ventana de la celda de Bromuro de potasio con
algoddén impregnado con acetona grado ACS.

- Armar la celda sin estandar

- Colocar la celda en el compartimiento para celdas espectrofotometro IR y
obtener el espectro de blanco (Background).

- Sacar la celda, desarmarla y volver a limpiar la celda de la misma forma
que en el literal B. de la Parte 2

- Quebrar con cuidado, las ampollas que contienen los estandares y
extraer con una jeringa de tuberculina un equivalente a media gota.

- Colocar la cantidad medida del Estdndar en una cara de la ventana
limpia y seca para luego colocar la otra ventana sobre la anterior,
permitiendo que el estandar se distribuya uniformemente y sin burbujas.

- Armar con cuidado la celda

- Colocar la celda en el Espectrofotbmetro IR y obtener el espectro
Infrarrojo del estandar desde los 4000 a los 400 cm™.

- Sacar la celda y Volver a limpiar la celda de la misma manera que en el
literal B. de la Parte 2 y proceder con el siguiente estandar segun los
pasos F. a l.

- Alfinalizar dejar las ventanas de celda limpia y seca en desecador.



PROCEDIMIENTO DE SELECTIVIDAD

A. Encender el espectrofotometro IR y el computador
B. Inicializar el programa IR-Solution

Conectar el computador por medio del programa con el

espectrofot- - metro I R u tMedsureoda n d o
c 0 ma n Admindi , Il nicializar. Dejar un t
15 minutos.

D. Permitir que el programa registre las condiciones del equipo y
gue reconozca automaticamente el accesorio ATR.

E. Dejar correr un barrido de las condiciones iniciales del equipo
con la unidad ATR armada sin muestra como sigue: utilizar el
c 0 ma n dMeasureo , y pr BKGoonmar al obt ener
espectro blanco (Background).

F. Tomar una pequefa cantidad de la muestras de margarina
Dany, Francessa y manteca nieve desde su empaque primario
con una espatula y colocar en un tubo de boca ancha de 50 mL.

G. Tratar la muestra de la siguiente manera: Colocar el tubo de
ensayo donde se encuentra la muestra y un tubo aparte colocar
la manteca nieve en un bafio de maria Precitherm y controlar
con un termdémetro que la temperatura se encuentre a 62°C +
2°C, hasta la fundicion y separacion de las fases.

H. Obtener los espectros por separado de: Margarina Dany,
Margarina Francessa y Manteca nieve.

. Tomar desde el tubo de ensayo de boca ancha que se
encuentra en el bafio de Maria las cantidades de margarina y
manteca para mezclar las proporciones margarina/manteca en

probetas de 10 mL



Con la probeta colocar una la mezcla distribuida uniformemente

en el cristal de la celda y acoplarla en la unidad ATR del equipo

Infrarrojo Shimadzu IR-Affinity.

Analizar la muestra presionando el comando el comando
fMeasureo |, colectar |l a informaci-n de
fcomentdo y pr es iSanplad paxr al obt ener el
correspondiente para identificar la muestra de los 4000 a los

500 cm™,

Limpiar la celda con un pafiuelo suave y luego con un algodén
impregnado de alcohol.

Comparar los espectros obtenidos con el patron positivo y

negativo recabado.

Observar si existe la presencia de la deformacion del enlace

C=C del isémero Trans que aparece cercano a los 966 cm™.



ANEXO N° 3

Guia de observacién para elegir las marcas y presentaciones de margarina mas
comercializadas en supermercados del &rea de Metrocentro San Salvador y

sus alrededores

GUIA DE OBSERVACION

OBJETIVO: Conocer cuales son las marcas y presentaciones de margarina

que mas demanda tienen en el supermercado.

Nombre del Supermercado:

Ubicacion:

Fecha:

Marcas de margarinas con mas demanda:

Presentaciones de Margarina con mas demanda:




ANEXO

N° 4

Mapa de ubicacién del Universo: supermercados en el area de Metrocentro San

Ubicacion

Salvador para la recoleccién de muestras.
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ANEXO N° 5
Cuadro de parametros para métodos Normalizados segun guia de validacién de
CONACYT, El Salvador

Cuadro N°1 Alcance de Validacion segun el tipo de procedimiento de prueba

Métodos Normalizados
dentificacion  |Cuantificacion [Cuantificacion de |Evaluacion de
de componentes caracteristicas
Parametros componentes |minoritarios 0 |establecidas®
mayoritarios** |impurezas en
trazas**

Selectividad/ Especificidad Si + + +
Fstabilidad analitica de |4 - i o o
muestra
| inealidad del Sistema No Si Si +
Linealidad del Método No + + +
Rango No + + +
Exactitud No Si Si +
Repetibilidad No Si Si Si
Precision Intermedia No Si Si Si
Reproducibilidad No ++ ++ ++
| imite de Deteccion + No No No
| imite de Cuantificacién No + + +
Robustez + + + +

+: Puede o no requerirse, dependiendo de la normativa de referencia o la naturaleza del analisis

++: Dependera de la disponibilidad de laboratorios.

*. En esta categoria se hace alusién a procesos previos a la cuantificacidn (gj: disolucidn, liberacién de
analitos, etc) el método usado para la cuantificacién {cuando aplique) se validara de acuerdo a columnas 2
63

** Ver Anexo 3.



ANEXO N°6

RESULTADOS DE LOS 128 ANALISIS EN LAS DIFERENTES MARCAS Y
PRESENTACIONES DE MARGARINA
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ANEXO N° 7

Empaques de las 7 marcas de Margarina y sus presentaciones mas

comercializadas.



Figura N° 24 Empaques de Margarinas analizadas marca Suly y Mazola
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Figura N° 25 Empaques de Margarinas analizadas marca Cremy y Dany
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Figura N° 26 Empaques de Margarinas analizadas marca Mirasol e Issima



Figura N° 27 Presentacion de Margarinas analizadas marca Mirasol en tarro



ANEXO N° 8

Certificado de Andlisis de estandar positivo, Tri(Trans-9- octadecenoil-glicerol)
con traduccion al idioma espafiol.



LOWELL J. NUTTER

J R EP, I NC. BRIAN L. NUTTER

NU-CHE

P.0. Box 295 Elysian =gz N 56028 U.S.A. PHONE (507) 267-4562
z (507) 267-4689

The home of fine Lipid Organics FAX (507) 267-4790
info@nuchekprep.com

www.nu-chekprep.com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

DATE: JULY 18, 2012

SCIENTIFIC NAME: 1,2,3 TRI[TRANS-9-OCTADECENOYL] -GLYCEROL
COMMON NAME: TRIELAIDIN

DENSITY: UNKNOWN

GAS LIQUID CHROMATOGRAPHY: >99% ON METHYL ESTER
THIN LAYER CHROMATOGRAPHY: SHOWS ONLY THE TRIGLYCERIDE MOIETY PRESENT
FORMULA: Cs7H10406

APPEARANCE: SOLID AT ROOM TEMPERATURE

LOT: T-240-M17-V

ORIGINAL SOURCE OF MATERIAL: SUNFLOWER OIL

FORMULA WEIGHT: 885.50

CAsS # 537-39-3

SHELF LIFE: UNLIMITED IF UNOPENED AND STORED AT 0 DEGREES CENTIGRADE OR COLDER. ONCE OPENED, 6-12
MONTHS UNDER GOOD STORAGE CONDITIONS

OUR UNSATURATED COMPOUNDS ARE INSERTED IN VIALS BY VOLUME AND NOT WEIGHT, FLUSHED WITH
NITROGEN AND SEALED UNDER HIGH VACUUM. EACH VIAL CONTAINS AT LEAST THE MINIMUM AMOUNT SPECIFIED ON
THE LABEL.

SAFETY DATA INFORMATION

THIS COMPOUND MAY BE HARMFUL IF SWALLOWED, INHALED OR ABSORBED THROUGH THE SKIN. IT MAY CAUSE EYE
IRRITATION, BE IRRITABLE TO MUCOUS MEMBRANES AND UPPER RESPIRATORY TRACT.

TO THE BEST OF OUR KNOWLEDGE THE TOXICOLOGICAL PROPERTIES HAVE NOT BEEN FULLY INVESTIGATED.
CONTAMINATION OF THE EYES OR SKIN SHOULD BE FOLLOWED BY WASHING WITH LARGE AMOUNTS OF WATER.

ALL OF THE COMPOUNDS WHICH YOU HAVE PURCHASED FROM NU-CHEK-PREP ARE HIGHLY PURIFIED LIPID STANDARDS
THAT HAVE BEEN ISOLATED OR SYNTHESIZED FROM VARIOUS VEGETABLE OILS.

AS A FINAL PRECAUTIONARY MEASURE, ALL RESIDUAL VOLATILE ORGANIC CONTAMINATES ARE REMOVED BY HIGH
VACUUM FRACTIONAL DISTILLATION. SINCE MANY OF OUR PURE PRODUCTS ARE UNSATURATED, THE FINAL PRODUCT
IS GENERALLY FLUSHED WITH INERT GAS (i.e.,N;) AND HERMETICALLY SEALED IN GLASS VIALS UNDER VACUUM
AND STORED UNDER LOW TEMPERATURE (-30°C) CONDITIONS UNTIL READY FOR SHIPMENT.

THESE PRODUCTS ARE PREPARED IN SMALL RESEARCH QUANTITIES FOR THE LIPID ORGANIC SCIENTIFIC COMMUNITY.
WHILE THESE MATERIALS MAY BE TOXIC, THEY ARE NOT INTENDED FOR HUMAN CONSUMPTION OR AS A MEDICINAL OR
DRUG RELATED USES. OUR PRODUCTS ARE USED IN ANIMAL STUDIES AND AS STANDARDS STRICTLY FOR RESEARCH.

WE CERTIFY THAT THIS LOT CONFORMS TO THE PRODUCT SPECIFICATIONS AND HAS BEEN RELEASED FOR SALE.




CERTIFICADO DE ANALISIS
FECHA: 18 DE JULIO, 2012
NOMBRE CIENTIFICO: 1,2,3 TRI TRANS-9 Octadienol glicerol
Nombre Comun: Trielaidina
Densidad: Desconocida
Cromatografia gas liquido: >99% sobre metilester
Cromatografia capa fina: Muestra solo la mitad de triglicéridos presentes
Formula: Cs7H10405
Apariencia: Solido a temperatura ambiente.
Lote: T-240-M17-V
Fuente original del material: Aceite de girasol.
Peso de la formula: 885.50
CAS # 537-39-3

Vida util: Es ilimitada si no se abre el vial y almacenada a cero grados
centigrados o mas helado. Una vez abierto, 6-12 meses bajo buenas
condiciones de almacenamiento.

Nuestros compuestos insaturados son colocados en viales por volumen y no
por peso, lavados con nitrogeno y sellados al vacio. Cada vial contiene al

menos la minimo cantidad especificada en lo rotulado.

INFORMACION DE SEGURIDAD

Este compuesto puede ser perjudicial si se ingiere, inhala o se absorbe en la
piel. Puede causar irritacion en los ojos, puede ser irritable a las membranas
mucosas Yy el tracto respiratorio superior. Para nuestros conocimientos, las
propiedades toxicolégicas no han sido investigadas por completo. La
contaminacion de los ojos o la piel debe ser tratada lavando con grandes
cantidades de agua. Todos los compuestos que se adquieren en NU-CHEK-

PREP son altamente lipidos altamente purificados que han sido aislados o



sintetizados de varios aceites vegetales. Como ultima medida de precaucion,
todos los contaminantes de residuos organicos voléatiles son removidos por una
destilacion fraccionada de alto vacio.

Como muchos de nuestros productos son insaturados, el producto final es
generalmente lavado con gas inerte (N,) y sellado herméticamente en viales de
vidrio bajo vac?2o0 y almacenados a wuna
condiciones usuales hasta que es vendido.

Estos productos son preparados en cantidades pequefias para la comunidad
cientifica de los lipidos organicos. Mientras que estos materiales pueda que
sean toxicos, no son adecuados para el consumo humano ni tiene usos
medicinales. Nuestros productos se utilizan en estudios con animales.
Certificamos que este lote se ajusta a las especificaciones requeridas del

producto y que ha sido lanzado para su venta.

baj



ANEXO N U 9

Certificado de Andlisis de estdndar negativo Tri(cis-9- octadecenoil-glicerol) con
traduccion al idioma espafiol.
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LOWELL J. NUTTER

NU'CHE REP, lNC. BRIAN L. NUTTER

P.0. Box 295 Elysian =g MN 56028 U.S.A. PHONE (507) 267-4582
7 (507) 267-4689

The home of fine Lipid Organics FAX (507) 267-4790
info@nuchekprep.com

www.nu-chekprep.com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

DATE: July 18, 2012
SCIENTIFIC NAME: 1,2,3 TRI CIS-9 OCTDECENOYL GLYCEROL
COMMON NAME: TRIOLEIN
DENSITY: 0.90 GM/ML
GAS LIQUID CHROMATOGRAPHY: >99% ON METHYL ESTER
THIN LAYER CHROMATOGRAPHY: SHOWS ONLY THE TRIGLYCERIDE MOIETY PRESENT
FORMULA: Cs57H10406
APPEARANCE: CLEAR COLORLESS LIQUID AT ROOM TEMPERATURE
LOT: T-235-D19-V
ORIGINAL SOURCE OF MATERIAL: SUNFLOWER OIL
FORMULA WEIGHT: 885.50
CAs # 122-32-7
THE EXPIRATION DATE ON STANDARDS RECEIVED FROM NU-CHEK-PREP IS 3-6 MONTHS ON AN OPENED VIAL UNDER
GOOD STORAGE CONDITIONS. UNLIMITED IF THE VIAL IS UNOPENED.
GOOD STORAGE CONDITIONS FOR AN OPENED VIAL IS KEPT AT 0 DEGREES CENTIGRADE OR COLDER AND FLUSHED
WITH AN INERT GAS LIKE NITROGEN OR ARGON. THIS RIDS IT OF OXYGEN WHICH CAN CAUSE OXIDATION. FOR AN
UNOPENED VIAL IT SHOULD BE KEPT AT 0 DEGREES OR COLDER.
THE EXPIRATION DATE STARTS THE DAY THE BUYER RECEIVES IT.
OUR UNSATURATED COMPOUNDS ARE INSERTED IN VIALS BY VOLUME AND NOT WEIGHT, FLUSHED WITH
NITROGEN AND SEALED UNDER HIGH VACUUM. EACH VIAL CONTAINS AT LEAST THE MINIMUM AMOUNT SPECIFIED ON

THE LABEL.

SAFETY DATA INFORMATION

THIS COMPOUND MAY BE HARMFUL IF SWALLOWED, INHALED OR ABSORBED THROUGH THE SKIN. IT MAY CAUSE EYE
IRRITATION, BE IRRITABLE TO MUCOUS MEMBRANES AND UPPER RESPIRATORY TRACT.

TO THE BEST OF OUR KNOWLEDGE THE TOXICOLOGICAL PROPERTIES HAVE NOT BEEN FULLY INVESTIGATED.
CONTAMINATION OF THE EYES OR SKIN SHOULD BE FOLLOWED BY WASHING WITH LARGE AMOUNTS OF WATER.

ALL OF THE COMPOUNDS WHICH YOU HAVE PURCHASED FROM NU-CHEK-PREP ARE HIGHLY PURIFIED LIPID STANDARDS
THAT HAVE BEEN ISOLATED OR SYNTHESIZED FROM VARIOUS VEGETABLE OILS.

AS A FINAL PRECAUTIONARY MEASURE, ALL RESIDUAL VOLATILE ORGANIC CONTAMINATES ARE REMOVED BY HIGH
VACUUM FRACTIONAL DISTILLATION. SINCE MANY OF OUR PURE PRODUCTS ARE UNSATURATED, THE FINAL PRODUCT
IS GENERALLY FLUSHED WITH INERT GAS (i.e.,N;) AND HERMETICALLY SEALED IN GLASS VIALS UNDER VACUUM
AND STORED UNDER LOW TEMPERATURE (0°C) CONDITIONS UNTIL READY FOR SHIPMENT.

THESE PRODUCTS ARE PREPARED IN SMALL RESEARCH QUANTITIES FOR THE LIPID ORGANIC SCIENTIFIC COMMUNITY.
WHILE THESE MATERIALS MAY BE TOXIC, THEY ARE NOT INTENDED FOR HUMAN CONSUMPTION OR AS A MEDICINAL OR
DRUG RELATED USES. OUR PRODUCTS ARE USED IN ANIMAL STUDIES AND AS STANDARDS STRICTLY FOR RESEARCH.

WE CERTIFY THAT THIS LOT CONFORMS TO THE PRODUCT SPECIFICATIONS AND HAS BEEN RELEASED FOR SALE.



CERTIFICADO DE ANALISIS
FECHA: 18 DE JULIO, 2012
NOMBRE CIENTIFICO: 1,2,3 TRI CIS-9 Octadienol glicerol
Nombre Comun: Trioleina
Densidad: 0.90 gm/ml
Cromatografia gas liquido: >99% sobre metilester
Cromatografia capa fina: Muestra solo la mitad de triglicéridos presentes
Formula: Cs7H10405
Apariencia: Liquido incoloro a temperatura ambiente.
Lote: T-235-D19-V
Fuente original del material: Aceite de girasol.
Peso de la formula: 885.50
CAS # 122-32-7
La fecha de expiracién de los estandares recibidos de NU-CHEK-PRERP es de
3 a 6 meses desde que el vial se abre si esta bajo buenas condiciones de
almacenamiento. Es ilimitado si el vial no se abre.
Las buenas condiciones de almacenamiento para un vial que ya esta abierto, es
mantenerlo a 0 grados centigrados o mas frio y lavarlo con un gas inerte como
nitrdgeno o argon. Esto se hace para deshacerse del oxigeno el cual puede
causar oxidacion. Para un vial sin abrir deberia de mantenerse a cero grados
centigrados.
La fecha de expiracibn empieza desde el dia que el comprador lo recibe.
Nuestros compuestos insaturados son insertados en nuestros viales por
volumen y no por peso, se hacen lavados con nitrégeno y son sellados al vacio.
Cada vial contiene al menos la minima cantidad especificada en el rotulado.
INFORMACION DE SEGURIDAD
Este compuesto puede ser perjudicial si se ingiere, inhala o se absorbe en la
piel. Puede causar irritacion en los ojos, puede ser irritable a las membranas

mucosas Yy el tracto respiratorio superior. Para nuestros conocimientos, las



propiedades toxicolégicas no han sido investigadas por completo. La
contaminacion de los ojos o la piel debe ser tratada lavando con grandes
cantidades de agua. Todos los compuestos que se adquieren en NU-CHEK-
PREP son altamente lipidos altamente purificados que han sido aislados o
sintetizados de varios aceites vegetales. Como ultima medida de precaucion,
todos los contaminantes de residuos organicos voléatiles son removidos por una
destilacion fraccionada de alto vacio.

Como muchos de nuestros productos son insaturados, el producto final es
generalmente lavado con gas inerte (N>) y sellado herméticamente en viales de
vidrio bajo vacio y almacenados a una baja temperatura (0°C). Estas son las
condiciones usuales hasta que es vendido.

Estos productos son preparados en cantidades pequefias para la comunidad
cientifica de los lipidos organicos. Mientras que estos materiales pueda que
sean toxicos, no son adecuados para el consumo humano ni tiene usos
medicinales. Nuestros productos se utilizan en estudios con animales.
Certificamos que este lote se ajusta a las especificaciones requeridas del

producto y que ha sido lanzado para su venta.



ANEXO N° 10

Garantia de pureza de estandares positivos y negativos y traduccién al espafiol.



PURITY GUARANTEE

NU-CHEK GENERALLY PREPARES CHROMATOGRAPHICALLY PURE COMPOUNDS
LISTED IN OUR CATALOG AS HAVING A PURITY GREATER THAN 99%+. VARYING
DEGREES OF PURITY (L.E. RELATIVELY PURE GREATER THAN 90%) ARE SO LISTED.
COMPOUNDS OF LESSER DEGREE PURITY CAN ALSO BE OBTAINED BY SPECIAL
REQUEST.

ALL PRODUCTS MADE AVAILABLE UNDER OUR LABEL ARE GUARANTEED TO MEET
THE MINIMUM SPECIFICATIONS DESIGNATED AT THE TIME OF SALE. AGE OR
CONDITION OF STORAGE MAY ALTER CHEMICAL PROPERTIES FOR WHICH CHANGE
WE CANNOT BE HELD LIABLE.

IF AT THE TIME OF SALE ANY OF OUR PREPARATIONS ARE FOUND TO BE INFERIOR OR
OF A DEGREE PURITY LESS THAN SPECIFIED, NU-CHEK WILL SUPPLY YOU (FREE OF
CHARGE) AN ADEQUATE REPLACEMENT, OR AT OUR OPTION, REFUND YOUR
PURCHASE PRICE. ALL CLAIMS MUST BE MADE WITHIN 60 DAYS OF INVOICE DATE.
(ANTIOXIDANTS TEND TO ALTER NORMAL COMPOUND FUNCTIONS AND ARE NEVER
ADDED UNLESS REQUESTED SPECIFICALLY.)

OUR UNSATURATED COMPOUNDS ARE INSERTED IN VIALS BY VOLUME AND
NOT WEIGHT-FLUSHED WITH NITROGEN SEVERAL TIMES AND SEALED UNDER
HIGH VACUUM. EACH VIAL CONTAINS AT LEAST THE MINIMUM AMOUNT SPECI-
FIED ON THE LABEL. EXACT WEIGHTS MAY BE OBTAINED IF DESIRED WITH A

$3.00 RESEAL CHARGE PER VIAL.

TRADUCCION

NU-CHEK Generalmente prepara compuestos cromatograficamente puros,
enlistados en nuestros catalogos, para tener una pureza mayor a a 99 %,
variando los grados de pureza (relativamente mas puros que un 90%).

Tambien se pueden obtener compuestos de menor grado de pureza por
peticion especial.

Todos los productos hechos disponibles bajo nuestro etiquetado estan
garantizados para reunir el minimo de especificicaciones designadas al
momento de su venta. Las propiedades quimicas se pueden alterar por el
tiempo o por las condiciones de almacenamiento por lo cual no nos hacemos
responsables.



Si al momento de la venta, alguna de nuestras preparaciones son encontradas
con un grado menor de pureza que el identificado, UN-CHEK suplira (libre de
cargos) un reemplazo adecuado o reembolsar el precio de venta. Todos los
reclamos deben ser hechos dentro de los proximos 60 dias a partir de la fecha
de facturacion (los antioxidantes tienden a alterar las funciones normales de los
componentes y nunca son agregados a menos de que se halla requerido
especificamente)

Nuestros componentes instaruados son insertados en viales por volumen y no
por peso con Nitrogeno varias veces y sellado al vacio. Cada vial contiene al
menos el minimo de cantidad especificada en la etigueta. El peso exacto debe
ser obtenido si se desea con un cargo extra de 3 dolares por vial.



ANEXO N° 11

FOTOGRAFIAS DE PROCESO EXPERIMENTAL



Figura N°28 Aparato de Espectrofotometria Infrarroja de transformada de
Fourier, con el ordenador que contiene el programa IR-

RESOLUTION, en el laboratorio Fisicoquimico de Aguas

Figura N° 29 Espectrofotometro Infrarrojo de Transformada de Fourier



Figura N° 30 Soporte de celdas

Figura N°31 Celda de Reflectancia Total Atenuada en la que se

realizaron los andlisis de Margarinas



Figura N° 32 Diferentes muestras analizadas en el
Espectrofotdmetro Infrarrojo.

Figura N°33 Bafio de Maria, Precitherm PFV, utilizado para fundir
las muestras y mantenerlas a una temperatura de
62 N 2 UC



Figura N° 34 Controlador de temperatura de bafio de Maria.

Figura N°35 Estandares positivo y negativos (Trielaidina y Trioleina)



Figura N°36 Obtencién de espectros infrarrojos por medio de un
programa llamado IR-RESOLUTION

Figura N° 37 Tratamiento de muestras en el bafio de Maria
Precitherm PFV



Figura N°38 Celda de Bromuro de Potasio para analisis de los
estandares Positivo y negativo de presencia de
grasas trans.

Figura N°39 Analistas trabajando en el Laboratorio Fisicoquimico de Aguas
De la facultad de Quimica Y Farmacia, Universidad de EIl
Salvador.



ANEXO N° 12

Especificaciones del espectrofotometro infrarrojo Shimadzu IRAffinity-1

Tabla N°12 Especificaciones del espectrofotometro infrarrojo Shimadzu
| R-Affinity-1(14)

Caracteristica Observaciones
Interferometro de Michelson (angulo de incidencia de 30 grados)
Interferémetro Sisterna avanzado de alineamiento dinamico
Interferdmetro sellado y secado con desecador automatico
Cubiera de Germnanio v placa de KBr para region intermedia del IR (Standard)
Divisor de Cubierta de Germnanio y placa de Csl para region Intermedia/iejana del IR
radiacion {Opcional)
Cubhbiera de Silicon y placa de CaFz para region cercana del IR (Opcional)
Fuente de Globar (Ceramica) con enfriamiento de aire para la region
Fuente intermediaslejana del IR con 3 afios de garantia (Standard)
Lampara de Tungsteno para region cercana del IR (Opcional)
Detector DLATGS con control de Temperatura para la region intermediaflejana
del IR (Standard)
Detector Detector MC T (Hg-Cd-Te) con enfriamiento con Nitrogeno liquido para la region

intermedia del IR (Opcional)

Detector InGaAs para region cercana del IR (Opcional)

Rango de numeros
deonda

7.600 - 550 cm

12,500 - 240 cm™’ (Opcional)

05,1,2, 4,8, 16 cm’" (Intermedic/lejano del IR)

Resolucién 2 4.8 16 cm_ (cercano el IR)
Razdén SN 40,000: 1 y mayores (pico-a-pico, resolucion de 4 cm™, aprox. 2100 cm™,
{sefial/ruido) escaneo (barrido) de 1 minuto)
Sistema operativo Microsoft Windows 2000/XP
Interface entre PC
y FTIR |IEEE 1394
. Auto diagndstico, Monitor de estado
hMa‘:":l'\:roa'.‘r? de Programa de validacion en cumplimento conforme con la Farmacopea Japonesa

, Farmacopea Europea, Normas ASTM

Procesamiento de
datos

Adicidn, Multiplicacion, corversion Abs a % T, normalizacion, correccion de linea
base, conversion logaritmica, difuminado, derivacion, correccion ATR,
conversion Kubelka-Munk, analisis de Kramers-Kronig, conversion de numero de
onda/longitud de onda, deteccion de pico, calculo de area del pico, calculo de
espesor de pelicula

Procesamiento

Curva de Calibracion Multipunto con alturasarea/radio o razon del pico, regresion

cuantitativo multilinear (metodo MLR)
Busqueda de . . . e .
espectro Busqueda de parametros, Busqueda, creacion de Libreria de espectros
Proceso de
impresion Generador de reportes
Software Programacion de Macro, cuantificacion de PLS, curva adecuada, Presentacion
opcionales tridimensional con mapeo
Funcion de contenedor con almacenaje de interferograma/espectro de fondo
(background), Historial de operacitn
:::E:;:e P roteccion con clave de ingreso
Grabado Log
Conformidad con FDA CFR Part 11, firna electronica
Reconocimiento autornatico del accesorio instalado. Ademas configuracion de
Deteccién de parametros de escaneo o barrido v corrida de programacion con macro.
ace e:g‘;;‘s ACCEs0Nos ATR, ATR-B000A, ATR-B200HA, MIRacle A, DurasampliR A, etc.

Accesorios de reflectancia difusa, DRS-80004A, etc.

Accesornos de reflectancia; SRM-8000A, RAS-8000A, etc.

600 (V) X 680 (L)% 290 (H) mm

Peso

54 Kg




