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RESUMEN

Determinacion cuantitativa de ésteres grasos del 3-fenilami-
no-1,2-propanodiol por espectrofotometria de absorcion.

Se ha puesto a punto un método analitico para la deter-
minacién cuantitativa de los acilderivados (mono- y di-) del 3-
fenilamino-1,2-propanodiol. El método consiste en determinar la
absorbancia de los complejos coloreados que forman los acil-
derivados con p-DMACA (reactivo especifico de aminas aroma-
ticas primarias y secuandarias). Los limites de confianza cal-
culados a partir de los datos correspondientes a las rectas de
calibrado son de +0,031 unidades de absorbancia a 500 nm
para el monoacilderivado y +0,020 a 510 nm para el diacilde-
rivado.

La principal aplicacién de éste método es proporcionar un
instrumento valido para el calculo del rendimiento de la sintesis
de estos productos, ademas de proporcionar un sistema de
analisis facilmente extensible a otros productos de estructura
similar.

PALABRAS-CLAVE: Espectrofotometria de absorcion - Ester
graso de 3-fenilamino-1,2-propanodiol (analisis) - 3-Fenilamino-
1,2-propanodiol.

SUMMARY

Quantitative determination of fatty esters of 3-phenylamine-
1,2-propanediol by absorption spectrophotometry.

An analytical method for quantitative determination of fatty
ester of 3-phenylamine-1,2-propanediol has been developed. The
procedure is based on the spectrophotometric determination of
coloured compounds formed by reaction of acylderivatives with
p-DMACA. Monoacylderivative is quantified at 500 nm and
diacylderivative at 510 nm, with range of 0,031 and +0,020
absorbance units, respectively.

The essential application of this method is to obtain the
yield of synthesis reaction of acylderivatives of 3-phenylamine-
1,2-propanediol. However, an isolation of every one products by
thin layer chromatography is necessary before analytical tech-
nical application. Moreover, this procedure supply a way for
analysis of similar structure compounds.

KEY-WORDS: Absorption spectrophotometry - Fatty ester
of 3-phenylamine-1,2-propanediol (analysis) - 3-Phenylamine-1,2-
propanediol.
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1. INTRODUCCION.

El interés por el estudio de los acilderivados de
arilaminoalcoholes y més concretamente de los éste-
res del 3-fenilamino-1,2-propanodiol se suscité cuan-
do se encontraron estos productos en bastantes
muestras de aceites implicados en el llamado “Sindro-
me Toéxico” (1). A raiz de la determinacién de su
estructura, en nuestros laboratorios, hemos creido de
interés estudiar su sintesis al tratarse de productos
no descritos en la bibliografia (Fig. 1).

El trabajo se ha realizado en dos etapas: en primer
lugar la sintesis de los acilderivados por reacccién
entre el 3-fenilamino-1,2-propanodiol y los ésteres
metilicos de &cidos grasos (2). Esta reaccién se ha
ensayado también con otros arilaminoalcoholes de
estructura muy parecida al 3-fenilamino-1,2-propano-
diol con los que se han obtenido resultados satisfac-
torios (3). Y en segundo lugar, el estudio de las
condiciones mas adecuadas para obtener estos
productos con un rendimiento éptimo.

El primer problema que se nos planteé a la hora
de determinar el rendimiento de la reaccién fue el
disponer de un método analitico idéneo para la
cuantificacién de la mezcla de reaccién. El objeto del
presente trabajo es, por lo tanto, el establecimiento
del método analitico que nos permita cuantificar estos
productos de la forma mas directa y rapida posible.

Como ya hemos dicho, la sintesis se lleva a cabo
mediante transesterificacién de ésteres metilicos de
acidos grasos con 3-fenilamino-1,2-propanodiol en
presencia de un catalizador. Por lo tanto, la mezcla
de reaccién resultante estard compuesta por los
acilderivados formados (mono- y di-), ademas de parte
de los reactivos que quedan sin reaccionar. Los
primeros ensayos realizados pretendian determinar el
rendimiento de la reaccién sin necesidad de separar
previamente los acilderivados formados. Sin embar-
go, los resultados obtenidos con diferentes técnicas
instrumentales (CG, HPLC) no fueron satisfactorios.
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Figura 1

Aminoalcohol y sus acilderivados: (I) 3-Fenilamino-1,2-propanodiol; (ll) 1-Monoacilderivado; (lll) 2-Monoacilderivado; (IV)
1,2-Diacilderivado.

Una vez desechada esta posibilidad se ensaya-
ron varios procedimientos a partir de soluciones
purificadas de los acilderivados. El método con el que
hemos obtenido mejores resultados y que propone-
mos en el presente trabajo, se basa en la determi-
nacion espectrofotométrica de los complejos colorea-
dos que forman estos productos con p-dimetilamino
cinamaldehido (p-DMACA). Este reactivo forma unos
complejos estables con las aminas arométicas prima-
rias y secundarias, de color rojo anaranjado a puarpu-
ra, que ofrece un camino viable para la cuantificacién
de estos productos. La especificidad de este reactivo
fue establecida por Sakai (4) y en 1982 sirvi6 de base
a Albi y Vioque (5) para la determinacién de anilina
libre y anilidas grasas en aceites relacionados con el
“Sindrome Téxico”.

El procedimiento analitico propuesto consiste en
aislar de la mezcla de reaccién las cantidades forma-
das de mono- y diacilderivado mediante cromatogra-
fila en capa fina y posteriormente determinar la
absorbancia de los complejos coloreados a 500 y 510
nm, respectivamente. La sensibilidad y reproducibili-
dad de los resultados obtenidos han sido satisfacto-
rios, lo que nos permite evaluar el rendimiento de la
reacciéon con las garantias necesarias.

Hay que tener en cuenta que en las condiciones
utilizadas en cromatografia en capa fina (placas de
silice y diclorometano) los dos monoacilderivados
isémeros (Fig. 1) no se separan. Por ello, siempre
que nos refiramos al monoacilderivado se trata en
realidad de la mezcla de ambos isémeros.

2. PARTE EXPERIMENTAL.
2. 1. Material y reactivos.

— Espectrofotémetro UV/Visible Hewlett-Packard
Mod. 8450 A, provisto de cubetas de vidrio de 1 cm
de paso.

— Eter etilico, etanol absoluto, diclorometano y
acido clorhidrico de calidad analitica o espectrofoto-
métrica.
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— p-Dimetilamino cinamaldehido (p-DMACA), re-
activo especifico de aminas aromaticas primarias y
secundarias.

— Equipo para cromatografia en capa fina y en co-
lumna.

— Silicagel 60 GF-254 (Merck) para CCF.

2.2. Disoluciones patrones.

Para las puestas a punto del método analitico se
han preparado disoluciones patrones del mono- y
diacilderivado del 3-fenilamino-1,2-propanodiol. Los
productos se sintetizan en el laboratorio mediante
alcoholisis de ésteres metilicos de acidos grasos con
el aminoalcohol, utilizando metéxido sédico como
catalizador. Posteriormente se purifican mediante
cromatografia liquida en columna, sobre gel de silice
y utilizando diclorometano como eluyente (1) (2).

Las disoluciones patrones se obtienen disolvien-
do los productos puros en éter etilico con unas
concentraciones comprendidas entre 10 y 100 ppm.

2.3. Procedimiento analitico.

Como hemos dicho anteriormente, el andlisis de
éstos productos se realiza mediante espectrofotome-
tria de absorcion, en el visible, de los complejos
coloreados que forman con p-DMACA. El procedimien-
to seguido para formar dichos complejos es el siguien-
te:

1.- Se toma 1 ml de la disolucién, en éter etilico
del producto que se desea medir, se deposita en un
matraz aforado de 5 ml y se ahaden 2 ml de etanol
absoluto.

2.- Se anaden 0,1 ml de una solucién de p-DMACA
al 1 % en etanol del 95 %, con un 5 % de HCI del
25 % en peso, se agita y se enrasa el matraz con
etanol absoluto.

3.- Se esperan 10 min., desde la adicién del
reactivo, (tiempo necesario para que la intensidad del
color desarrollado sea maxima y estable) y se lee Ila
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absorbancia a la longitud de onda adecuada, segun
el producto que se desee cuantificar.

Como paso previo se han realizado los espectros
de absorcién correspondientes a los complejos con p-
DMACA del 3-fenilamino-1,2-propanodiol y de sus
mono- y diacilderivados, con objeto de determinar los
maximos de absorcién de cada uno de ellos. Estas
longitudes de onda seran las utilizadas en la cuan-
tificacion de estos productos. Los valores obtenidos
son los siguientes:

3-fenilamino-1,2-propanodiol 498 nm

Tabla |
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500 nm
510 nm

Monoacilderivado
Diacilderivado

2.4. Curvas de calibrado.

Siguiendo el procedimiento analitico descrito se
han construido las curvas de calibrado correspondien-
tes al mono- y diacil derivado del 3-fenilamino-1,2-
propanodiol, a partir de las soluciones patrones de
dichos productos (Tabla |). En ambos casos las
ecuaciones obtenidas coinciden con la de una recta.

Curvas de calibrado de los acilderivados del 3-fenilamino-1,2-propanodiol.

Concentracidn

(ppm) de monoacilderivado

Longitud de onda 300 nm
fAbsorbancia 10,19 20,38 40,74 50,24 81,52 101,90
Musstra 1 0,015 0,109 0,274 0,436 0,398 03,970
Muestra 2 0, 009 0,092 0,297 0,362 0,740 0,940

Concentracidn (ppm) de diacilderivado
l.ongitud de onda 510 nm

Absorbancia 18,10 T6, 20 45,25 72,40 90,50
Muestra 1 0,240 0,528 0,498 1,049 1,471
Muestra 2 0, 260 0,583 0,679 1,094 1,468

La ecuacién obtenida para la recta de calibrado
del monoacilderivado es:

C (ppm) = 9592. A, + 10,656 (1)
con un coeficiente de correlacién, r = 0,9986.

En el caso del diacilderivado, la ecuacién de
la recta de calibrado es:

C (ppm) = 59,22.A,, + 3,303 (2)
con un coeficiente de correlacién, r = 0,9980.

2.5. Preparacion y analisis de las muestras.

En el punto 2.3 hemos visto el método propues-
to para el andlisis del mono- y diacilderivado del 3-
fenilamino-1,2-propanodiol a partir de los productos
puros. Sin embargo, el andlisis de estos productos a
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partir de la mezcla de reaccién, nos obliga a realizar
una separacién previa de ambos debido a que los
complejos coloreados que forman, tanto el mono- como
el diacilderivado del 3-fenilamino-1,2-propanodiol,
absorben a longitudes de onda muy préximas entre
si, por lo que obtendriamos resultados erréneos en
la cuantificacién de los mismos.

El procedimiento seguido para el andlisis es el
siguiente:

1.- Se toman alrededor de 50 mg de la mezcla
de reaccién, exactamente pesados, y se llevan con
cloroformo a un matraz aforado de 5 ml

2.- Con una jeringuilla de precision se toma un
volumen determinado (100-200 pl) de la solucién an-
terior, se depositan sobre una placa, recubierta con
una capa de gel de silice y se desarrolla utilizando
como fase movil diclorometano.
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3.- Una vez eliminado el disolvente se observa el
cromatograma bajo la luz UV de 254 nm, se sefalan
las bandas correspondientes al mono- y al dialcilde-
rivado del 3-fenilamino-1,2-propanodiol (R, 0,22 y 0,65,
respectivamente), se raspa la zona correspondiente a
cada producto y se eluyen, por separado, con meta-
nol absoluto.

4.- La solucién alcohdlica se lleva a sequedad a
presién reducida y se trasvasa cuantitativamente a un
matraz aforado de 2 ml, con éter etilico.

5.- Esta solucién etérea se utiliza para la deter-
minacién espectrofotométrica siguiendo el procedimien-
to descrito en el punto 2.3.

Las determinaciones se deben realizar siempre
por duplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.
3.1. Sensibilidad del método analitico.

Para estimar la sensiblidad del método analitico
establecido para la cuantificacién de estos productos
hemos realizado un estudio estadistico de los datos
obtenidos en la construccién de las rectas de calibra-
do.

El andlisis de la varianza realizado con los datos
correspondientes el monoacilderivado del 3-fenilami-
no-1,2-propanodiol revela que légicamente existen
diferencias significativas entre las distintas concentra-
ciones, ya que hemos partido de muestras con
concentraciones diferentes. Asimismo se deduce que
no existen diferencias significativas entre los valores
obtenidos para los replicados de una misma concen-
tracion. El valor encontrado para la desviacién tipica
entre replicados es:

s = 0,0488

A partir de este valor se han obtenido los Limites
de Confianza para una medida dada (11 grados de
libertad y una probabilidad del 95 %) que pueden
expresarse como:

A. =A__ 0,031

500 500

siendo A, el valor de la absorbancia a 500 nm
obtenido para una concentracién dada de monoacil-

derivado.

Las conclusiones obtenidas del andlisis de la
varianza realizado con los datos correspondientes al
diacilderivado son las mismas que en el caso anterior.
El valor de la desviacién tipica entre replicados en
este caso es:

s = 0,0274
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y los Limites de Confianza (9 grados de libertad y una
probabilidad del 95 %):

A, = A,, * 0,020

510

donde A, es el valor de la absorbancia a 510 nm
obtenido para una concentracién dada de diacilderi-
vado.

3.2. Eficacia de la preparacién de las mues-
tras.

Como ya vimos en el puntc 2.5 el procedimien-
to necesario para preparar las muestras de mono- y
diacilderivado en las condiciones requeridas por el
método analitico es bastante complicado. Por lo tanto,
hemos creido conveniente comprobar si los datos
obtenidos por este procedimiento estan dentro de los
Limites de Confianza establecidos para cada uno de
los productos.

Para analizar el error que puede cometerse en la
cuantificacién debido a la complejidad del método
propuesto hemos preparado una serie de muestras,
tanto de mono- como de diacilderivado, de concen-
traciones conocidas. Estas disoluciones han sido
analizadas espectrofotométricamente para comprobar
previamente su concentracién y a continuacién se han
depositado cantidades conocidas de cada una de ellas
sobre placas de gel de silice y se ha seguido todo
el procedimiento descrito con anterioridad.

Los resultados obtenidos corroboran la validez del
método propuesto ya que las diferencias encontradas
entre las concentraciones de las disoluciones de partida
y las de las muestras recuperadas de las placas han
sido siempre inferiores a los Limites de Confianza
establecidos para cada producto.

3. 3. Aplicaciones del método analitico.

La puesta a punto de una técnica eficaz para la
determinacién de acilderivados de arilaminoalcoholes
era un obstaculo importante a la hora de estudiar la
sintesis de estos productos. La cuantificacién de los
mismos, necesaria para establecer el rendimiento de
la reacciéon de sintesis en funcién de las condiciones
utilizadas, habia sido ensayada, sin éxito, en nuestros
laboratorios con anterioridad mediante técnica§ como
la cromatografia liquida de alta eficacia o la croma-
tografia gaseosa.

En principio, la utilizacién de éstas técnicas habria
supuesto una simplificacion considerable en la prepa-
raciéon de las muestras. Sin embargo, la imposibilidad
de poder evaluar los distintos productos formados en
la reaccién en un solo analisis nos hizo desestimar
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estos procedimientos y recurrir a la espectrofotome-
tria de absorcién que nos proporciona unos resulta-
dos muy satisfactorios a partir de las soluciones
previamente purificadas de cada uno de los produc-
tos.

Este método analitico ha establecido, por tanto,
un procedimiento util para la determinacién de pto-
ductos derivados de arilaminoalcoholes, escasamente
descritos en la bibliografia y que debido a su natu-
raleza anfifilica pueden presentar propiedades de cierto
interés como agentes superficiales, si bien el estudio
de dichas propiedades serdn el objetivo de investiga-
ciones posteriores.
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