
RESUMEN. En este trabajo se desarrolla una metodologfa para la identification
y cuantificaci6n de los compuestos mss polares presenter en el OLEOZON£ .
Los analisis se realizaron por combination de la extraction liquido-lfquido con
las tecnicas de cromatograffa de gases (CG) y cromatograffa de uses-espectro-
metrfa de masas (CG-EM) . La fraction polar del OLEOZON resulto ester
compuesta fundamentalmente por aldehfdos y acidos carboxlh'cos (saturados e
insaturados), siendo el hexanal, el nonenal y el3-nonenal los compuestos mayo-
ritarios de dicha fraction. Se encontro que las concentraciones de los aldehfdos
eran tin orden mayor que la de los acidos carboxilicos correspondientes . El me-
todo de analisis empleado results lineal en un intervalo de concentraciones de
0,01-0,1 mol/L para los aldehfdos y de 0,001-0,01 mol/L para los acidos, con un
coeficiente de correlation mayor de 0,999 para todos los compuestos estudiados .
Los valores de recobrados obtenidos en el estudio de exactitud del metodo
fueron superiores al 90 % para todos Los aldehfdos y los acidos carboxilicos
estudiados . Los coeficientes de variacion obtenidos en el estudio de repetibilidad
fueron inferiores al 2 % para todos los compuestos. El Ifmite de detection Canto
para los aldehfdos como pan los acidos carboxllicos fue de 10~ molt, varios
ordenes menor qne el valor de las concentraciones de estos compuestos en la
muestra real (10" -10-1 mol/L) . El metodo analftico empleado es lineal, exacto,
preciso y sensible en las conditioner de analisis estudiadas edemas de permitir
la identifcation de los compuestos presenter en la fraction polar del
OLEOZON£ .

ABSTRACT. The components of the polar fraction of OLEOZON £ were iden-
tified and quantified by a combination of a liquid-liquid extraction method with
gas chromatographic (GC) and gas chromatographic-mass spectrometry tech-
niques (GC-MS) . Saturated and unsaturated aldehydes and carboxylic acids
were the main products found. Hexanal, nonenal and 3-nonenal were the main
components of the polar fraction of GLEOZON £. The aldehyde concentration
was an order higher than the respective carboxylic acid . Good linearity was
proven within the concentration range from 0 .01 to 0.1 mol/L for aldehydes and
from 0 .001 to 0,01 mol/L for carboxylic acids, according to the values of the
correlation coefficient (> 0.999) fdr all the studied compounds . The values of
recovery obtained in the accuracy assay were higher than 90 % for all the
aldehydes and carboxylic acids assayed . The variation coefficients from the
repeatability study were lower than 2 % for all the studied compounds . The
detection limit for both kind of compounds was in the same order (10~ mol/L)
and some orders lower than the concentration of the aldehydes and carboxylic
acids in the real sample (10-3-10-1 mol/L) . The analytical method employed was
lineal, accurate, precise and sensible under the studied conditions and allowed
the identification of the different compounds present in the polar fraction of
OLEOZON£ .

Revista CENIC Ciencias Oufmicas, Vol . 31, No. 3, 2000

Determination de los compuestos polares presenter en el
OLEOZON£

Oscar Ledea, Mayhery Escobar, Aristides Rosado*, Teresa Correa*, Daniel Jardines y Jesf s Molerio

Centro de Investigaciones del Ozono, Centro National de Investigaciones Cientfficas, AP 6412 0 6414, Ciudad de La
Habana, Cuba y *Departamento de Oufmica Analitica, Centro National de Investigaciones Cientifcas, AP 6412 0 6414,
Ciudad de La Habana, Cuba

Recibido: 23 de marzo del 2000

	

Aceptado : 12 de Julio del 2000

Palabras love : OLEOZgN£, ozono, cromatografia de gases, espectrometria de masas, extraction liquido-Ifquido
Key words: OLEOZON , ozone, gas chromatography, mass spectrometry, liquid-liquid extraction

INTRODUCCION

El OLEOZON£ es un medicamen-
to obtenido a partir de la ozonizacion
del aceite de g rasol . Este producto
farmaceutico se presenta como un If-
quido oleoso, algo viscoso, de color
amarillo clam y de olor caracteristico .
En cuanto a su composition se plantea
que es una mezcla compleja, funda-
mentalmente formada por trigliceri-
dos insaturados, trigliceridos modifr-
cados con funciones acidas o aldehfdi-
cas, compuestos carbomticos, com-
puestos carboxrlicos y compuestos
peroxfdicos en forma de emulsion. 1

Los compuestos peroxfdicos, como
los ozonidos y peroxfdos, tienen un
marcado poser germicide, de aquf
que el OLEOZON£ sea un producto
muy Ctil en la ewe de afecciones de
etiologfa infecciosa .2' 3 El analisis de
este medicamento, requiere de un
fraccionamiento previo debido a su
composition heterog€nee, ya que esta
formado por una mezcla de compues-
tos. La extraction con un solvente po-
lar como el met nol permite separar
del OLEOZON' aquellos compues-
tos polares y de polaridad intermedia .
El analisis de los compuestos pola-

res, presenter en el OLEOZON W, se
ha realizado por diferentes tecnicas
cromatograficas, como purgamiento
gaseoso con tramps frfa o purgamien-
to gaseoso con adsorcion sobre un po-
limero poroso; con un posterior ana-
lisis por cromatograffa de gases . El
analisis por ester tecnicas arrojo que
la fraction polar esta compuesta prin-
cipalmente por aldehfdos y acidos
carboxflicos con longitud de cadena
de tres y nueve atomos de carbono .l'4
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Por otra parse, Aparicio y Morales 5
determinaron por combination del
purgamiento gaseoso con la cromato-
grafia de gases (PG-CG), que los alde-
hidos con haste nueve atomos de car-
bono son los principales componen-
tes de Ia fraction volatil de los aceites
vegetates oxidados y que el hexenal y
distintos isomeros del hexenal son los
que mas aportan al aroma de dither
aceites. Malcolmson y col . 6 utilizaron
una combination similar pare caracte-
rizar Ia fraceiOn volatil de diferentes
calidades de aceite de Canola y encon-
traron que la misma esta formada por
aldehidos saturados a insaturados de
cadena con mfrs 3 y 10 atomos de
carbono .
Stashenko y cola utilizaron dos me-

todos de extracciOn (liquido- liquido y
liquido-solido) y cuatro detectores
cromatograficos diferentes (detector
de capture electronics, de nitrogeno-
fasforo, de ionization de llama y de
espectrometria de mesas) para anali-
zar los compuestos carbomlicos pre-
senter en varies aceites vegetates ca-
lentados (aceite de girasol, main y pal-
ma), encontrando aldehidos satura-
dos (Cl-Cil), acetone, acroleina, iso-
pentanal, crotonaldehido y aldehidos
insaturados (2-hexenal, 2-octenal y
2-nonenai) .
Los acidos carboxilicos como el

hexanoico y el nonanoico se encuen-
tran formando parse de las fraeeiones
volatiles de distintos alimentos, acei
tes esenciales y sustancias vegetates,
sin embargo, los mismos no son detec-
tados por los metodos de PG-CG al no
ser retenidos por los polimeros po-
rosos mas comfrnmente empleados en
estas tecnicas (Tenax GC o TA, Pora-
pak, entre otros) . 5,8,9

Este trabajo time como objetivo el
establecimiento de una metodologia
de analisis cromatografico pare la
identification y cuantificacion de los
compuestos 1olares presenter en el
OLEGZGN . Esta metodologia, una
vez establecida, puede ser utilizada
canto pare obtener una mayor infor-
mation fundamental del producto
como pare el control del proceso de
produccion del medicamento o su
control de calidad .
MATERIALES Y METODOS
Resolves y solventes
Los solventes empleados : acetate

de stile, eter entice, metanol, acetone
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y acetonitrilo son de grade analitico y
provienen de la BDH (Inglaterra) . El
etanol utilizado es de production na-
tional y se destilo previamente a sit
use .

El aceite de girasol utilizado pare la
production del OLEOZON£ y pare
la preparation de la matriz sintetica es
de cahdad comestible y fue suminis-
trado por Agustfn Roig S .A. (Tarra-
gona, Espana) .
Los aldehidos patrones: hexenal,

octanal y nonanal (> 98%) y el sulfate
de sodio anhidro provienen de la
Merck (Alemania), mientras que los
acidos carboxIlicos utilizados: Acido
hexanoico, Acido octanoico y Acido
nonanoico (> 99 %) fueron suminis-
trados por la SIGMA (USA) .
Equipos
La identification de los eompo-

nentes de la fraction polar del
OLEOZON£ se realize utilizando un
cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de mesas de la serie
AUTOMASS y a una computadora
Dell 433 DX con una base de dates de
55 000 espectros de mesas provenien-
tes de la firms UNICAM (Ingla-
terra) . 10 Pun el analisis cromato-
grafico, se utilize una Columns FFAP
con una longitud de 30 m, un diametro
inferno de 0,32 mm y un espesor de la
fare estacionaria de 0,25 ®m con el
siguiente gradients de temperatures :
Tc°I = 40 °C (1 min) - 100 °C a
4 °C/min -220 °C a 8 °C/min y 5 min
isotermico a la temperature final . El
flujo del gas portador (Hello) fue de
1 mL/min con una presiOn de 4 bar. El
inyector y el detector se calentaron
haste 280 y 250 °C, respectivamente.
El volumen de inyeccion fue de 1 ®L y
se empleo el mode splitless (30 s) con
una relation de split: 20:1. Come con-
ditions del detector cuadrupolar, se
frjo el range de mesas a monitorear
mfrs 30 y 400 Dalton y la energia de
los electrons, en 70 eV. Las tempera-
tures de la interface y de la fuente se
fijaron en 240 y 250 °C, respectiva-
mente .
La cuantificacion de los compuestos

presenter se realize utilizando un cro-
matografo de gases de Ia serie 610 con
inyector del tipo "split-splitless" y de-
tector de ionization por llama, acopla-
do a una computadora, provenientes
de la firms UNICAM . Se utilizaron las
mismas conditions cromatograficas
que en el analisis por CG-EM .

Preparacign de la muestra de
OLEOZON y de la matriz sintetica

De cads ono de los 10 loses consecu-
tivos de OLEOZON£ seleccionados,
se tomaron 60 mL que se mezelaron
pare conformer la muestra de analisis
adicionandole por cads 5 mL de esta
mezcla 0,0400 g y 0,0090 g de los
patrones internos octanal y Acido
octanoico, respectivamente . La mues-
tra se conserve a 4 °C haste su poste-
rior analisis .
La matriz sintetica se confommo a

partir del aceite de girasol utilizado
como materia prima, adicionandole
cantidades conocidas de los compues-
tos identificados en la matriz real y
disponibles en el laboratorio (hexenal,
nonanal, Acido hexanoico, Acido nona-
noico) y los patrones internos octant
y acido octanoico .
Seleccibn del solvente
Se probaron cuatro solventes (ace-

tone, etanol, metanol y acetonitrilo)
teniendo en cuenta sus constantes de
polaridad segfn el criterio de Snyder .
En an tube de ensayos se edition
1 mL del solvente a ensayar al coal se
le afiaden ; con una microjeringuiltaj
pequei os volumenes de una matriz
sintetica formada por aceite de girasol
y cantidades conocidas de octant
(0,0102 g/mL) y Acido octanoico
(0,0018 g/mL), el tube se agita homo-
geneamente durance 5 min . Trans-
currido este tiempo, se comprueba
visualmente la permanencia de las dos
fares y se analiza el extracto por CG
con detection de ionization de llama .
El solvente a seleccionar debe extraer
los compuestos polares presenter en
el OLEOZON£ y no debe disolver los
triglic€rides que componen el aceite
de girasol .
Diseno experimental
El analisis de la influencia de dos

factores experimentales que inciden
en la extraction liquido-liquido, se
realize aplicando el siguiente disei o
factorial (22 ) canto a la matriz sintetica
como a la muestra de OLEOZON £
(Table 1).

Table 1. Parametros de la matriz ex-
perimental

X1 X2

-l (1 :4 v/v) -1 (3 min .)
1 (1:8 v/v) -1

-1 1(5 min .)
1 1



donde:
X1 Relation de volGmenes entre la

muestra y el solvente utilizado en la
extraction.
X2 Tiempo de extraction .

Para cads anafisis se utilize 0,5 mL
de muestra. La variable respuesta del
diseno fue el recobrado de codas las
sustancias disponibles (6) y se realiza-
ron dupficados de cads punto experi-
mental del diseno . En cada corrida
experimental se analito una muestra
"blanco" de aceite de girasol . El anah-
sir de los resultados obtenidos se rea-
lize utilizando el programs estadisti-
co StatGraphics Plus. 1
Para el estudio del OLEOZON£ se

adicionaron cantidades conocidas de
octane! (0,0509 g) y acido octanoico
(0,0092 g) a 5 mL del medicamento . Se
toman 0,5 mL de esta muestra para
cada anafisis . La variable de respuesta
del diseno (Yn) fue el recobrado de
ambas sustancias y se realizaron dupli-
cados de cada punto experimental del
diseno para el analsis de los resulta-
dos obtenidos fue tambien con el use
del programs estadfstico Stat
Graphics Plus . 11

Procedimiento pan el anafisis de las
distintas muestras
Se adicionan 0,5 mL de la muestra

(OLEOZON£ o matriz sintetica) a un
tube de ensayos de 15 mL de capaci-
dad, al que se le adiciona el solvente
de extraction en una relation de 1 :8 en
volumen. Se agita la muestra durance
5 min en un vortex-mixer, se deja en
repose 1 min, se retire el solvente a
otro tube de ensayo (previamente ro-
tulado) y se adiciona otra portion fres-
ca de metanol (4 mL). Este procedi-
miento se repite tres veces colectando
los extractor en el mismo tube de ensa-
yos, la solution metanolica se seta por
edition de sulfate de sodio anhidro . Se
efectoa una primers inyecci6n del
extracto en el cromatogafo de gases y
en el CG-EM para la determination
de los aldehidos y la identification de
los compuestos presenter. Posterior-
mente se evapora el metanol pot pur-
gamiento con nitrogen gaseoso y el
residue se redisuelve en eter etlico
para la metilacion con diazometano .
A continuation se realize la deter-
mination, pot ambas tecnicas, de los
acidos carboxilicos en forma de sun
correspondientes esteres metfficos.4

Determination de la concentration de
los componentes analizados
La cuantificaci6n de los compuestos

se realize utilizando los metodos del
estandar intern y la curve de calibra-
tion. Para la construction de las cur-
vas de calibration, seprepararon solu-
ciones patrones de hexanal, octanal,
nonanal,acido hexanoico, octanoico y
ncnanoico en el intervalo de concen-
tration de 10~ a 10_2 mol/L.
Los factores de respuesta cromato-

gaficos se determinaron experimen-
talmente preparando solutions de
igual concentration de los analitos y el
patron correspondiente (0,1 mol/L) y
analizandolas por cromatogafia de
gases en rein ocasiones con el corres-
pondiente anafisis estadfstico . La
expresion utilizada para el calculo de
este parametro flue :
I = Ap . Ca/Aa Cp
La concentration de los analitos en

la muestra real se determine utilizan-
do la siguiente expresion :
Ca = Aa/Ap ± Cp f ra
donde :
Ca - Concentraci6n del analito
Aa- Area del analito en el cromato-

grama
Ap - Area del patron en el cromato-

grama
Cp - Concentraci6n del patron
f - Factor de respuesta cromatoga-

fico
r a - Recobrado del analito
El calculo de La concentration de Los

analitos que no se disponian se deter-
mine considerando el factor de res-
puesta igual a Ia unidad y asumiendo
quesurecobradoesigualaldelpatron
correspondiente .
Linealidad

Se prepararon matrices similares al
OLEOZON£, a partir del aceite de
girasol, adicionando cantidades cre-
cientes de los compuestos analizados
en un intervalo de concentration de
10_2 a 10"1 mol/L para los aldehfdos y
de 10-3 a 10- '" para los acidos carboxi-
ficos. Se calculo la ecuacion de rege-
sion por el metodo de minimos cua-
drados. Se aplicaron pruebas de pro-
porcionahdad y de signification esta-
distica de "a" . Come criterion de linea-
lidad se consideraron los coeficien-
tes de correlation (r > 0,99) y que el
cero quedara incluido dentro del
intervalo de confianza delintercepto
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(IC) . Calculado segtin :
IC = a • t DEa, donde DEa es la des-
viacion estandar del intercepto t es
el valor tabulado para p = 0,05.2' 13

Exactitud
La exactitud del metodo se deter-

mino por el recobrado de acuerdo con
la expresisn siguiente :

R = moles extraidos/moles adicio-
nados x 100 %
Se calculo la ecuacion de regesion

por el metodo de mfnimos cuadrados,
de los moles extraidos en funcion de
los moles adicionados y calculando el
R correspondiente a cada punto, se
procedio a la comparacion de las va-
rianzas de los cinco punter de Ia rec-
ta mediante la p2rueba G de Cochran
para p = Q05 .1 ,13

Precision (repetitividad y reproduci-
bilidad)

Repetitividad : Se realizaron 10 re-
plicas en la misma sesion de trabajo de
la extraction de los compuestos
analizados a la matriz sintetica del
OLEOZON£. Se procesaron los re-
sultados obtenidos estadisticamente
calculando: la media aritmetica, la
desviacion estandar (DE), el coefi-
ciente de variation (CV c 2 %) y el
intervalo de confianza . 12,13

Reproducibilidad : Se realizaron 5
determinations a la matriz sintetica
del OLEOZON£ durance don dfas
consecutivos . Los resultados se pro-
cesaron estadisticamente y se deter-
mine la media aritmetica, la desvia-
cion estandar, el coeficiente de varia-
tion y el intervalo de confianza para
cada die de trabajo . Se aplicaron las
pruebas de Fisher y de Student para
determiner si las medics y las varian-
zas de amber digs eran homogeneas
entre si para p =

	

13
Limite de detection
Este parametro se determine rea-

lizando el anafisis repetido del blanco
de la muestra (n = 10) y utilizando Ia
siguiente expresion ± 1 3

LD = (Ybi + 3 DEbi)/b
donde :
LD - Limite de detection
Ybi - Valor medio de la respuesta de

los n-Mantes
DE - Desviacion estandar de la res-

puesta
b - Pendiente de la recta de calibra-

tion
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RESULTADOS Y DISCUSION

Selection del solvente
Se realiz6 un estudio preliminar

pare determiner, en iguales condicio-
ns de extraction, cual de los solventes
empleados era el mejor. Los resul-
tados (Table 2) mostraron que de los
cuatro solventes ensayados, el meta-
nol es el que muestra los mejores
resultados; al extraer las mayores
cantidades de los compuestos polares
que formaban la matriz sintEtica .
De igual forma, si se compare el

metanol con los otros solventes ensa-
yados, vemos que despues de la ace-
tone es el de menor punto de ebulli-
tion, aspecto que hay que tener en
cuenta al ser necesaria la concentra-
tion de la muestra pare su analisis .
Diseflo experimental
Una vez seleccionado el solvente a

emplear, se realiz6 un diseflo experi-
mental, pare estudiar la tendencia de
los resultados al variar los parametros
que pueden afectar Los valores del
recobrado pare cads compuesto . A
continuation se muestran los resul-
tados de este diseflo pare el analisis de
la matriz sintetica del OLEOZON £,
por Las tecnicas de extracti6n liquido-
liquido y cromatografia de gases . En
el se evalua La influencia de la relation
de volumenes entre la muestra y el
solvente de extraction y el tiempo de
extraction, manteniendo constants el

Table 2 . Selection del solvente pare la extraction

Solventes

Temperature de ebullition (°C)
Polaridad (Snyder)
Recobrado de octanal (%)
Recobrado del acido octanoico (%)

recto de los parametros (numero de
extracciones = 3 y el solvente extra-
yente: metanol) . El analisis estadistico
del diseflo arroj6 los siguientes resul-
tados :
Yi(hexanal) = 83,30 + 7,16 Xi
Yy (octanal) = 90,83 + 4,67 Xt
Y3 (nonanal) = 88,40 + 4,05 Xl
Y4 (ACido hexanoico) = 92,30
Y5 (acido octanoico) = 95,85
Y6 (acido nonanoico) = 95,44
De estos resultados se observe que

pare el taro de los aldehidos ; solo in-
fluye significativamente en el recobra-
do, la variable relation de volumenes,
mientras que en la extraction de los
Acidos no influye significativamente
ninguna de las variables estudiadas .
Este resultado puede explicarse si se
tiene en cuenta que la concentracisn
de los aldehidos en la matriz es macho
mayor que la de los Acidos y edemas
que la solubilidad en metanol, de los
Acidos earboxtlicos es mayor que lade
sus respectivos aldehfdos . La mayor

Table 3. Comparacion estadistica entre la muestra real y la matriz sins€tics del OLEOZON£

Concentacion extrafda (x 103 mol/L)

Acetone Metanol Etanol Acetonitrilo

relation de volumenes, favorecio los
recobrados de todos los aldehidos
ensayados .
Urn vez realizado el diseflo experi-

mental en la matriz sintotica, se realiz6
un diseflo similar en la muestra real,
pero con adiciOn al OLEOZON£ , de
las mismas cantidades de los patrons
(octanal y acido octanoico) que se
utilizaron en la matriz sintetica . Esto
se realize con el objetivo de analizar la
posible interferencia, en la extraction
liquido-liquido, de otros compuestos
presenter en el OLEOZON£ y que no
forman parts de Ia matriz sins€tics .
De la comparaeion de los resultados

obtenidos en el calculo de las concen-
trations de los patrons internos
(Table 3) tanto en la matriz sintetica
del OLEOZON£ comp en la muestra
real se puede afirmar que no existen
diferencias en el comportamiento de
estos compuestos en las diferentes
matrices . Por to que los resultados
obtenidos con la matriz sintotica son
extrapolables a la muestra real del
OLEOZON£.

Concentration extraida (x 104 mol/L)
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1 2,59 2,55 4,33 4,29
2 2,57 2,56 4,29 4,34
3 2,55 2,58 4,34 4,35
4 2,55 2,54 4,31 4,29
5 2,55 2,56 4,28 4,32

Media 2,56 2,56 4,31 4,32
DE (x 105 ) 1,73 1,48 0,26 0,29
CV(%) 0,68 0,58 0,62 0,68

Fexp 1,37 1,24
Ftab 6,39 6,39

texp
Fexp < Ftab

0,17
Fexp < Ftab

0,48
ttab 1,86 1,86

texp < ttab texp < ttab

Octanal Octanal acido octanoico acido octanoico
en OLEOZON£ en la matriz en OLEOZON£ en la matriz

56,20 65,00 78,50 81,60
5,40 6,60 5,20 6,20

14,97 25,49 12,83 20,99
13,68 25,98 13,56 21,77



Analisis cualitativo y cuantitativo
El analisis por cromatografia de

gases-espectrometria de masas
(CG-EM) permitio la identification
de diet de Los dote compuestos obte-
nidos (Fig. 1) incluyendo los patrons
interns utilizados .
La presencia de los aldehidos : hexa-

nal, nonenal, 3-nonenal y los acidos :
hexanoico, nonanoico y 3-nonenoico
puede expficarse teniendo en cuenta
el mecanismo de Crie ee para la
ozonizaci6n de olefmas 1 El hexanal
y el acido hexanoico se forman de la
reaction del ozono con el doble enlace
del acido linoleico, ubicado entre las
positions 12 y 13 de la cadena car-
bonada, mientras que el3-nonenal y el
acido 3-nonenoico se forman de la
reaction con el otro doble enlace del
mismo acido graso (ubicado en la
position 9 y 10 de la cadena carbo-
nada) .
De forma similar, el nonenal y el

acido nonanoico se obtienen de la
reaction del ozono con el acido oleico
que tambien esta presence en los
trigliceridos del aceite de girasol. El
acido oleico presents una sola insa-
turacion entre las positions 9 y 10 de
la cadena carbonada .
La presencia en el extracto de los

aldehidos : heptanal y 2-nonenal, pu-
diera explicarse teniendo en cuenta
que los aceites vegetales pueden sufrir
procesos de autooxidacion dando lu-
gar a la formation de este tipo de com-
puestos. Sin embargo, al analizar el
blanco del aceite de girasol, utilizado
para La production del OLEOZON£ ,
no se detectaron estos aldehidos . Esta
aparente contradiction pudiera tener
explication si se considers que estos
compuestos pueden formarse tam-
bien por Ia descomposici6n termica
de las distintas especies peroxidicas
obtenidas en la ozonizaci6n o supo-
niendo que estos compuestos peroxi-
dicos son capaces de iniciar y acelerar
la autooxidacion de los trigliceridos
insaturados incrementandose la con-
centraci6n de estas especies en el
OLEOZON£ hasta niveles tales que
permitan su detection por el metodo
de analisis utilizado . Esto filtimo esta
en concordancia con to planteado pot
Pryor y col15 que demostraron la
capacidad de los ozonidos y otras
especies peroxidicas de iniciar la
autooxidacion del linoleato de metilo .
La identification de los isomeros de

position 3-nonenal y 2-nonenal que
coeluyen en un mismo pico cromato-

I

	

11

12.00

	

16.00

Fig. 1 . Cromatograma obtenido por CG-EM de un extracto metan6lico del
OLEOZON£
1) hexanal, 2) no identificado, 3) heptanal, 4) octanal, 5) nonenal, 6) 3-nonenal,
7) 2-nonenal, 8) no identificado, 9) acido hexanoico, 10) acido octanoico,
11) acido nonanoico, 12) acido 3-nonenoico

grafico, se pudo realizar gracias a la
espectrometria de masas, teniendo en
cuenta los ions caracteristicos de
cads compuesto (2-nonenal : m/z 68,
8O y 3-nonenal : m/z 69, 84) . Otra expli-
cacion de la presencia del 2-nonenal ;
es teniendo en cuenta el equilibrio
aide-enolico del 3-nonenal, el coal se
estabiliza pot la formaciOn, en la
forma enblica de una estructura 1,3
butadiene, la coal a su vez puede en-
contrarse en equilibrio con Ia estruc-
tura mesomerica a f insatmada del
2-nonenal .

Tabla 4. ComposiciOn del extracto metan6hco del OLEOZON£
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Pot otra parte, al analizar Las con-
centrations de los compuestos ex-
traidos (Tabla 4), se observa que los
aldehidos: hexanal, nonanal, y 3-none-
nal son los compuestos mayoritarios
en la muestra, decreciendo sus con-
centracions en ere mismo orden. Se
observa que los valores de concen-
tracion de los acidos carboxilicos son
un orden inferior que los determi-
nados para los aldebidos correspon-
dientes, manteniendose la dismi-
nuci6n de los valores de sus concen-
tracions al pasar del acido hexanoico,
al nonanoico, al 3-nonenoico .

Nota: Se considero para el calculo de la concentration, de los compuestos no
adicionados a la matriz sintetica y no identifcados (NI), que el factor de
respuesta es igual a ono y el recobrado igual al del patron correspondiente . Los
acidos carboxilicos presenter se determinaron come sus esteres metiTlcos (m.e .)
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Compuestos Concentracion media
(mo1/L)

DE
(x 104)

CV
(%)

Hexanal 0,1580 14,34 0,90
M 0,0025 0,35 1,42
Heptanal 0,0027 0,12 0,44
Acido hexanoico m, e . 0,0260 4,94 1,88
Octanal 0,0770 11,67 1,51
Acido octanoico m . e . 0,0127 0,95 0,74
Nonanal 0,1120 19,68 1,75
3-nonenal + 2-nonenal 0,1132 6,62 1,59
Acido nonanoico m . e . 0,0115 0,88 0,77
Acido 3-nonenoico
+ acido 2-nonenoico m. e . 0,0053 0,50 0,94
NI 0,0015 0,15 1,01
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Linealidad y exactitud
En el estudio de line alidad (Table 5)

se observo que todos los compuestos
en el intervalo estudiado presentan un
comportamiento lineal, con valores de
coeficiente de correlation muy cerca-
nos a la unidad. El cero en todos los
casos se encuentra incluido dentro del
intervalo de confianza delintercepto,
por to que se concluy6 que el mdtodo,
adem6s de ser lineal en el intervalo
estudiado, no presents sesgo .
La extraction liquido-liquido con

metanol permitio obtener altos valo-
res de recobrado (R %), por encima
de190 %, pare todos los compuestos
(Table 6). Los valores del coeficiente
de variaeion (CV) obtenidos se en-
cuentran por debajo de12 % que es el
limite maximo permitido en el analisis
de compuestos que no estan en el
orden de las trazas. Los valores expe-
ri mentales pare G resultaron en todos
los casos menores que el valor tabula-
do (0,7457 pare p = 0,05), to que
evidencia que Ia concentration de los
analitos no influye en la variabilidad
de los resultados .
Precision (repetitividad y reproduci-
bilidad)
Los resultados del estudio de la

repetitividad (Table 7) muestran que
el valor del CV pare todos los com-
puestos analizados es inferior al 2 %
pare p= 0,05 .

Table 7. Repetitividad del mdtodo

Table 5 . Ecuaciones de regresion y parametros de linealidad

Table 6. Exactitud del mdtodo de determinaciOn

n=10

Los valores calculados en la prueba
de Fisher (Tables 8 y 9), del estudio de
reproducibilidad, resultaron menores
que el valor tabulado pare cuatro
grados de libertad . Al comparar los
valores de concentration media con
ayuda de la prueba de Student se
encontro que no existen diferencias
signif eativas entre dstas al ser el valor
de text/ pare todos los casos, menor
que la ttab pare n = 8 y p = 0,05. Todo

esto demuestra que el mdtodo em-
pleado es preciso.
Limite de detection
Todos los valores del limite de

detection delmdtodo (Table 10), pare
todos los compuestos estudiados, se
encuentran en el mismo orden de
concentration (x 10~ mol/L), el cual
es varios ordenes inferior al valor de
las concentrations de estos com-
puestos en la muestra real .
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Compuesto Hexanal Octanal Nonanal

	

Acido

	

Acido
hexanoico me . ootnoico m.e,

Acido
nonanoico m.e .

Concentraciones adicionadas(x 103 mol/L)
3,73 2,68 1,83

	

0,60 0,45 0,29

1 3,41 2,55
Concentraciones extraidas (x 10 3 mol/L)

0,43 0,281,68 0,55
2 3,41 2,56 1,72 0,55 0,43 0,28
3 3,42 2,56 1,70 0,56 0,43 0,28
4 3,37 2,56 1,69 0,56 0,44 0,28
5 3,38 2,58 1,69 0,56 0,43 0,27
6 3,37 2,54 1,67 0,55 0,43 0,28
7 3,36 2,58 1,69 0,55 0,43 0,27
8 3,40 2,56 1,71 0,56 0,44 0,28
9 3,39 2,55 1,69 0,56 0,43 0,28
10 3,35 2,55 1,67 0,56 0,43 0,28

Media 3,39 2,56 1,69 0,56 0,43 0,28
CV (%) 0,72 0,48 0,83 0,80 0,71 0,84

Compuesto
Hexanal

R (%)
90,5

CV
0,95

texp
0,733

Gexp
0,5788

Octanal 96,4 1,02 0,088 0,4237
Nonanal 92,5 1,14 0,655 0,4353
Acido hexanoico me . 92,7 1,15 0,686 0,6992
Acido octnoico me . 96,1 0,99 0,754 0,6148
Acido nonanoico me . 95,3 0,98 0,852 0,6958

Compuesto
Hexanal

Ecuacion r
0,9999

IC
-5,65 a 4,73Y= -0,45882 + 43012,4x

Octanal Y= -0,14027 + 61104,9x 0,9998 -6,64a6,36
Nonanal Y=-0,80954 + 61354,5x 0,9999 -5,47 a 3,89
Acido hexanoico m.e . Y= 0,20489 + 32166,lx 0,9999 -0,34 a 0,75
Acido octanoico m.e . Y= 0,13765 + 38068,8x 0,9998 -0,81 a 1,08
Acido nonanoico m.e . Y= 0,00547 + 33712,6x 0,9996 -0,89 a 0,70
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Tabla 8. Reproducibilidad entre digs de los aldehidos en matriz sintetica

Tabla 9. Reproducibilidad entre digs de los acidos carboxtlicos en matriz sintetica

Compuesto

texp
ttab

IC (x 103 )

Compuesto

LD (x 10 6 mol/L)

Acido hexanoico me .

0,28
1,86

texp < ttab
5,48a 5,59

Tabla 10 . Limite de deteccion de los compuestos estudiados

Hexanal

	

Octanal

9,07

	

9,57

Acido octanoico me .

1,58
1,86

texp < ttab
4,28 a 4,41

9,23

	

9,27

Acido nonanoico me .

1,50
1,86

texp < ttab
2,74 a 2,82

Nonanal

	

Acido

	

Acido

	

Acido
hexanoico

	

octanoico

	

nonanoico

9,61

	

9,53
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6,01
Concentracion anadida (x 104 mol/L)

4,51
Concentracion extraida (x 10 4 mo1IL)

2,91

Replicas Dial

	

D1a2 Dial Dia2 Dial Dia2
1 5,55 5,50 4,33 4,36 2,76 2,74
2 5,50 5,63 4,29 4,28 2,77 2,79
3 5,57 5,56 4,34 4,37 2,74 2,80
4 5,52 5,50 4,30 4,35 2,78 2,79
5 5,55 5,54 4,29 4,36 2,74 2,77

Cone. media (x 104) 5,54 5,55 4,31 4,34 2,76 2,78
DE (x 105 ) 0,28 0,55 0,25 0,35 0,17 0,23
CV(%) 0,51 0,99 0,58 0,82 0,61 0,82

Fexp 3,78 1,99 1,85
Ftab 6,39

Fexp < Ftab
6,39 6,39

Fexp < Ftab Fexp < Ftab

Compuesto Hexanal Octanal Nonanal

3,73
Concentracion aiiadida (x 10 3 moUL)

2,68 1,83
Concentracion extraida (x 10 3 mol/L)

Replicas Dial D1a2 Dial DIa2 Dial DIa2
1 3,38 3,41 2,55 2,57 1,68 1,69
2 3,37 3,38 2,56 2,58 1,69 1,70
3 3,36 3,40 2,56 2,57 1,69 1,67
4 3,40 3,41 2,56 2,56 1,67 1,67
5 3,35 3,33 2,56 2,56 1,69 1,69

Cone. media (x 103) 3,37 3,39 2,56 2,57 1,68 1,69
DE (x 10 5 ) 2,14 0,34 4,90 8,60 7,10 1,45
CV (%a) 0,64 0,99 0,19 0,34 0,42 0,86
Fexp 2,42 3,06 4,21
Ftab 6,39 6,39 6,39

texp

Fexp < Ftab Fexp < Ftab Fexp < Ftab
0,66 1,56 0,32

ttab 1,86 1,86 1,86

IC (x 103 )
t exp < ttab exp < ttab texp < ttab
3,32 a 3,45 2,55 a 2,58 1,66 a 1,71
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CONCLUSIONES

La combination de las tecnicas de
extraction liquido-lfquido y cromato-
grafia de gases permitio Ia identifi-
cation y la cuantificaci6n de los com-
puestos presenter en la fraction polar
del OLEOZON£. Dicha fraction
result6 estar compuesta fundamental-
mente por aldehidos y acidos car-
boxtlicos, tanto saturados como insa-
turados, siendo el hexanal, el nonanal
y el 3-nonenal los compuestos mayo-
ritarios .
El mEtodo utilizado es un metodo

de analisis cuantitativo simple que
posee las caraeterlsticas de precision,
exactitud, linealidad y limites de
detection aeeptables para Ia cuantifi-
cacion de los compuestos polares
presenter en el OLEOZON£ . Todas
estas propiedades haven posible la
utiizacion del m€todo Canto en inves-
tigations basicas sobre el producto
como en el control de la calidad del
medicamento .
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