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RESUMEN

Los aceites vegetales ozonizados debido a su capacidad antimicrobiana, son una alternativa importante para el tratamiento de
enfermedades de etiologia infecciosa en humanos y animales. El objetivo del estudio fue la obtencion y caracterizacion de los aceites de
girasol y de oliva ozonizados con niveles diferentes de concentraciéon de compuestos peroxidicos. El primer intervalo de indice de peroxidos
de 700-800 y el segundo con alto contenido de perdxidos de 1500 a 1900 mmeqO2/kg. Ambos aceites fueron ozonizados en una columna
de burbujeo estableciendo en todos los casos la misma velocidad superficial del gas. Los tiempos de reaccion de aproximadamente de dos
horas y media para IP de 700 a 800 y de cuatro horas para el intervalo de 1500 a 1900. El producto final se evalu6 en términos de indice de
perdxido, indice de acidez, viscosidad y concentracién minima inhibitoria. Se compararon los resultados tanto quimico-fisicos como
microbiologicos de ambos aceites con respecto a las dosis de ozono aplicadas, considerando la composiciéon quimica de cada uno de ellos.
Las mayores diferencias se reportan en el intervalo de IP de 1500 a 1900 mmoleq/kg. Los aceites de girasol y oliva ozonizados en el
intervalo de 700 a 800, mostraron efecto antimicrobiano similar frente a bacterias, mientras que frente a la levadura el valor de la CMI
resulté menor para el aceite de girasol ozonizado, en el caso de estos aceites ozonizados con altos valores de IP, el aceite de girasol
demostrd una actividad antimicrobiana mayor.

Palabras claves: ozonizacion, aceites vegetales, caracterizacion quimica, actividad antimicrobiana.

ABSTRACT

Ozonized vegetable oils, due to their antimicrobial capacity, are an important alternative for the treatment of infectious
etiology diseases in humans and animals. The objective of the study was to characterize ozonized sunflower and olive oils
with different concentration levels of peroxidic compounds. The first peroxides index range from 700-800 and the second
with high peroxides content from 1500 to 1900 mmeqg O2/kg. Both oils were ozonized in a bubbling column establishing in
all cases the same surface gas velocity. The reaction times were approximately two and a half hours for IP from 700 to 800
and four hours for the 1500 to 1900 range. The final product was evaluated in terms of peroxide value, acid value, viscosity
and minimum inhibitory concentration. Both the chemical-physical and microbiological results of oils were compared with
respect to the ozone doses applied, considering the chemical composition of each one of them. The greatest differences in
the IP range of 1500 to 1900 mmoleq/kg are reported. Sunflower and olive oils ozonized in the range of 700 to 800, showed
similar antimicrobial effect against bacteria. While against yeast the MIC value was lower for ozonized sunflower oil. In the
case of the ozonized oils with high IP values, sunflower oil showed a higher antimicrobial activity.

Keywords: D005, stability, stress, accelerated, long term.
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INTRODUCCION

El ozono es un oxidante y germicida potente que es aplicado como desinfectante y oxidante en el tratamiento
de agua potable y aguas residuales. También en varias aplicaciones médicas, como dermatologia, ginecologia,
angiologia, cardiologia cosmetologia entre otras (Menéndez et al., 2008). Entre sus aplicaciones se encuentra la
produccion de aceites vegetales ozonizados, aplicados en un gran numero de indicaciones médicas como
germicida (Menéndez et al.; 2010, Yousefi et al., 2019; Ugazio et al., 2020), estimulantes del crecimiento tisular y
antinflamatorio (Guerra-Blanco et al., 2017; Curro et al., 2018).

La reaccién del ozono con los compuestos insaturados de los aceites vegetales se produce a través del
mecanismo de ozonizacién de Criegee, el cual se muestra en la Figura 1 (Criegee, 1975). El resultado de la
reaccion es la adicion 1,3 dipolar formandose el molozoénido o el 1,2,3-trioxolano, que se descompone
rapidamente para dar un 6xido de carbonilo y aldehidos. En el caso de disolventes no participantes, el 6xido de
carbonilo se recombina con el compuesto carbonilo para formar los ozénidos de Criegee (1,2,4-trioxolano). Se
ha comprobado que cuando tiene lugar la ozonizacidon de una emulsién acuosa de 4cido oleico se produce
predominantemente per6xido de hidrogeno, hidroxi-hidroperéxido y aldehidos (Ledea et al., 2019).
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Fig. 1. Mecanismo de Criegee para la reaccion del ozono con los compuestos insaturados.

Este mecanismo de accién del ozono con los dobles enlaces carbono-carbono de acidos grasos insaturados
presentes en los triglicéridos de aceites vegetales, da lugar a varios productos oxigenados, tales como 0z6nidos,
hidroperoxidos, aldehidos, perdxidos, diperdxidos y polipéptidos (Ledea et al, 2019; Guerra-Blanco et al.,
2021). Estos compuestos oxigenados confieren a los aceites favorables caracteristicas, tales como las citadas
propiedades antibacterianas, fungicidas, antivirales y para el tratamiento de heridas cutaneas con aplicaciones
en las industrias cosmética y farmacéutica (Valacchi ez al., 2005; Ledea ez al., 2010; Guidoni et al., 2019).

Dentro de los aceites vegetales mas utilizados con estos fines se encuentra el aceite de oliva que presenta una
alta proporcion de acido oleico (65-85%) y el aceite de girasol que es rico en acido linoleico (48-74%) y oleico
(14-39%); el aceite de oliva es el mas utilizado aceite vegetal ozonizado en el campo farmacéutico (Ledea et al.,
2019; Radzimierska-KaZmierczak et al., 2021).

Los aceites de oliva y girasol ozonizados son efectivos contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi
como contra hongos y virus. Los ozdnidos, perdxidos y aldehidos presentes en el aceite ozonizado son
citotéxicos para los microorganismos y, por lo tanto, la accién de estos aceites ozonizados en la cicatrizacion de
heridas esta asociada con su efecto antimicrobiano (Rodrigues et al., 2015; Monteiro et al., 2021; Wang et al.,
2022).

Existen diversas patentes que emplean como sustrato la ozonizacién de aceites vegetales, entre los que se
encuentran, oliva, girasol, coco, cacao, aguacate, almendra, palma, sésamo, jojoba, entre otros para su uso en
dermatologia fundamentalmente (Martinez-Sanchez et al., 2012).

La calidad del aceite de girasol esta principalmente determinada por su composicion (cantidad relativa de cada
acido graso: oleico, linoleico). Esta composicion influye en las propiedades fisico-quimicas del aceite,
determinando su aptitud para determinados usos (Gonzalez, 2015).

El aceite de girasol, es el cuarto aceite vegetal producido globalmente y su crecimiento en los tltimos afios se
estima en $4,2 MT, equivalentes a un incremento del 28%. La importancia de este aceite para diferentes usos ha
motivado el desarrollo de nuevas variedades en que se busca la modificacion de la composicion de sus
triglicéridos con el fin de brindarle mayor estabilidad térmica (Garcés et al., 2009; Agrositio, 2018).

Por otra parte, las propiedades terapéuticas y para la salud del aceite de oliva se conocen desde hace milenios,
tanto que Hipdcrates aconsejo el uso de jugo de oliva fresco para curar enfermedades mentales y en envolturas
para curar ulceras. Desde el punto de vista dermatoldgico, el aceite de oliva también ha demostrado tener
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actividad antimicrobiana en infecciones de piel quemada, frente a bacterias gram positivas, como Staphylococcus
aureus, bacterias gram negativas y diversas especies de hongos, incluida Candida spp (Karimi et al., 2019,
Alnemen et al., 2022). Estas propiedades hacen del aceite de oliva un componente importante de algunas
formulaciones topicas que se utilizan en el tratamiento de enfermedades inflamatorias y micéticas.

El aceite de girasol, con predominio en su composicién de acidos grasos con una y dos instauraciones, es mas
reactivo que el aceite de oliva con predominio de 4cidos grasos monoinsaturados. Estos dos ultimos son los
aceites ozonizados mas empleados internacionalmente para uso terapéutico y el criterio de seleccion se basa en
que son los que tienen un mayor nimero de estudios que soportan sus aplicaciones médicas (Martinez-Sanchez
etal, 2012).

La literatura internacional demuestra que la eficacia antibacteriana y antifingica de los aceites vegetales
ozonizados han sido demostrada ampliamente (De Almeida et al., 2016; Zeng y Lu, 2018; Cho et al., 2021), su
uso en tratamientos cutaneos topicos (dermatologia) y su eficacia particular en la cicatrizacion de heridas, ha
aumentado en los tltimos afios.

Dentro de los parametros que caracterizan a los aceites ozonizados se encuentra indice de perdxido (IP). Su
determinacién es esencial para determinar los parametros de calidad y establecer la dosis terapéutica de los
aceites vegetales ozonizados. Se utiliza para la cuantificacion de todos los compuestos peroxidicos formados
durante la ozonizacion de los aceites vegetales (Gunaydin et al., 2017, Martinez-Sanchez 2021). La actividad
antimicrobiana de los aceites ozonizados se debe a la accion de estos compuestos peroxidicos sobre
biomoléculas esenciales para la célula, como lipidos insaturados y proteinas. Sin embargo; no existen reportes
en la literatura que demuestren o sugieran el papel que pueden desempefiar en esta accion, los mecanismos de
defensa de las bacterias. Esta ampliamente reportado la relacion directa que existe entre el valor de IP de los
aceites ozonizados y la actividad antimicrobiana. Es decir que en la medida que la concentracidén de especies
peroxidicas presentes en el aceite se incrementa por efecto de la ozonizacion, el valor de CMI de un amplio
numero de microorganismos es menor (Menéndez et al., 2008; Diaz et al., 2009; Carrijo et al., 2022).

Dentro de los estudios realizados sobre la aplicacion clinica de los aceites vegetales ozonizados se reporta la
obtencion de aceites ozonizados con altos indices de peroxidos.

La capacidad antifiingica del aceite de oliva y del aceite de girasol, fue evaluado frente a la levadura Candida
Tropicalis. En este caso ambos aceites fueron ozonizados con diferentes indices de peroxidos
(aproximadamente desde 100 hasta 500 mmol-equiv/kg). Los resultados demostraron un efecto superior
antifiingico del aceite de girasol ozonizado sobre el aceite de oliva ozonizado (Contreras et al., 1989). A partir
de estos resultados, fueron estudiados, ambos aceites ozonizados, con indices de perdxidos superiores (desde
aproximadamente 700 hasta 2500 mmol-equiv/kg) y evaluados sus efectos antimicrobianos frente a distintas
bacterias. Se demostrd que la actividad antibacteriana fue similar en ambos aceites, excepto para la
Concentracion Minima Bactericida de la Pseudomona aeruginosa, donde el aceite de girasol ozonizado tuvo
mejor comportamiento a valores menores de IP y el aceite de oliva ozonizado tuvo mejor comportamiento a
valores mayores de IP (Diaz et al., 2006).

Los antecedentes descritos demostraron la posibilidad de aplicacion que tienen los aceites ozonizados con
diferente contenido de peroxidos, por lo que el objetivo del presente trabajo es caracterizar el proceso de
ozonizacion de los aceites de oliva y girasol, las principales caracteristicas quimico-fisicas obtenidas y evaluar su
capacidad germicida a diferentes valores de Indice de Peroxidos.

MATERIALES Y METODOS
. Aceites Vegetales empleados
El aceite de girasol refinado utilizado fue de calidad comestible, distribuido por Borges Agricultural &
Industrial Edible Oils, S.A.U., Tarrega, Espafia. El aceite de oliva refino utilizado fue El Aceite de
Oliva familiar-Guillén, Espaia.).
. Determinacién del Indice de Peroxidos (IP).
Se basa en la capacidad de los peroxidos para liberar yodo de una disolucion de yoduro de potasio en
medio acido. El contenido de peroxido es determinado por la valoracion del yodo liberado con una
disolucién de tiosulfato de sodio y se define como: los milimol-equivalentes de oxigeno activo por
kilogramo de muestra. (NC 85-04; Panreac, 1992; British Pharmacopeia, 2010).
. Determinacién de Viscosidad (1)

La determinaciéon de este pardmetro se basa en medir el tiempo necesario para que pase un
determinado volumen de muestra a través de un capilar debidamente calibrado, como una medida de la
fuerza de rozamiento interno del producto. El resultado se expresa en unidades de viscosidad de fuerza
por unidad de area, es decir Pa.s. Se utiliza como medida de control de calidad del producto terminado
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ya que este producto aumenta mucho la viscosidad y depende en gran manera del proceso productivo.
(Mehlenbacher, 1970; USP 36, 2013)

. Determinacién del Indice de Acidez (IA).

Determina los acidos libres existentes. Este indice se define como el niimero de miligramos de
hidroxido de potasio que se requieren para neutralizar los 4cidos libres en un gramo de muestra,
mediante la reaccion del hidroxido de potasio con los acidos. (Mitchel ez al., 1956; USP 36, 2013)

Para el desarrollo de estas determinaciones se emplearon como disolventes y reactivos: acido acético
glacial, cloroformo, yoduro de potasio, tiosulfato de sodio, etanol, éter, hidroxido de potasio,
fenolftaleina de MERCK (Alemania).

. Proceso experimental

La instalacion a escala de laboratorio (Anexo 1) consistié en una columna de burbujeo de vidrio
enchaquetado de 100 mL de capacidad, que posee un difusor de vidrio poroso. El régimen de trabajo de
la columna es semi-continuo. La misma se acopl6é a un termostato Frigomix U-2, para controlar la
temperatura de la reaccion a 20 =2 oC. La mezcla oxigeno-ozono se obtuvo en un ozonizador modelo
AQOZO-LAB (Cuba), a partir de oxigeno embotellado en cilindros de 6m? de volumen, con un nivel
de pureza del 95%. Se utilizé6 ademads una trampa de agua antes de la entrada del gas al reactor, para
eliminar los 6xidos de nitrégeno formados por las impurezas de nitrogeno que pudiera traer el oxigeno.
Para realizar las mediciones de las concentraciones de entrada y de salida a la columna se empled un
medidor de ozono marca Anseros modelo OZOMAT (Alemania).

La velocidad superficial del gas en la columna de burbujeo se calculdé empleando las ecuaciones 1y 2

_ Q4

17 —
S
Atrans (D
2
A _ Dieget™*m
trans — 4 @)
Donde:

Vsup: Velocidad superficial (m/h)

Q,: flujo de gas (m?*/h)

Avans: drea transversal (m?)

Dreace: didmetro del reactor (m)

En la Tabla 1 se presenta un resumen de las dimensiones de la columna de burbujeo y de sus condiciones de
operacion

Tabla 1. Dimensiones y condiciones de operacion de la columna de burbujeo para la ozonizacién a escala de
laboratorio

Datos de la columna de burbujeo | Valores

Flujo de gas (m*/h) 0,03
Concentracion de ozono (g/m® | 50
Diametro (m) 0,03
Area transversal (m?) 0,71*1073
Volumen efectivo (m®) 0,9*10*
Velocidad superficial (m/h) 42,4

Ozonizacion de aceite de girasol y aceite de oliva.

Las cinéticas de ozonizacion para ambos aceites se controlaron tomando muestras a intervalos de 30 min, lo
que permitioé conocer el momento en el que se alcanzo el valor de indice de peroxido establecido. Para este
parametro se establecieron dos intervalos de 700 a 800 y de 1500 a 1900 mmoleq/kg.

Determinacion de la cantidad de ozono consumido
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El proceso de absorcion de ozono en cada uno de los aceites se realizé monitoreando de forma continua las
concentraciones de ozono a la salida del reactor COss, garantizando que la concentracion de ozono inicial a la
entrada del reactor CO;0 se mantenga constante.

El area de la superficie comprendida entre las curvas CO;s = f (t) y la linea correspondiente a la concentracién
de 0zono a la entrada, es proporcional a la cantidad de ozono consumido en la reaccion (Georgiev et al., 2015).

Actividad antimicrobiana:

Se determiné la actividad antimicrobiana de los aceites de girasol y oliva ozonizados a diferentes indices de
peroxidos frente a la cepa de levadura Candida albicans ATCC 10231, asi como frente a las bacterias
Staphylococcus  aureus ATCC 25922, y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Se determinaron las
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) por la técnica de difusion de agar (CLSI, 2022). Cada ensayo fue
realizado por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Es conocido que la eficiencia de la transferencia de masa se incrementa en la medida en que el flujo de gas es
mayor, hecho que se debe a que en la medida que aumenta la velocidad superficial aumenta también la
retencion de gas. Como resultado de la mayor retencion de gas en el dispositivo de contacto, se obtiene mayor
area interfacial y con ello aumenta el coeficiente volumétrico de transferencia de masa (kLLa) (Singh y
Majumder, 2011). Este aumento no es desmedido porque la burbuja de gas debe lograr su agotamiento en su
ascenso por la columna liquida, lo que esta en correspondencia con la obtencién de una elevada eficiencia de
contacto entre fases.

En este trabajo, se empled una velocidad superficial del gas de trabajo de 0.012 m/s (42,4 m/h), para difusores
porosos con diametro de poro de 100um, por tanto, el régimen hidrodinamico que se establece es homogéneo
(Chaumant ez al., 2006). El régimen homogéneo se caracteriza por que se logra una distribucion uniforme de las
pequefias burbujas formadas en el difusor, que son de tamafio similar en toda la columna de contacto.

Este régimen esta asociado fundamentalmente al trabajo con difusores porosos que logran la dispersion de las
burbujas sin coalescencia, es decir, sin interaccidén entre ellas, con un movimiento vertical fundamentalmente,
esto ademas influye en que se logre una adecuada retencion de gas en la columna, que posibilita el agotamiento
de las burbujas de gas ozono en el proceso de transferencia de masa y reaccidon quimica que se verifica en el
aceite. Este régimen, que logra grandes areas interfaciales, es el mas deseable para aplicaciones industriales
(Kazakis et al., 2007).

Calculo de la dosis de ozono aplicada (DOA) en reactor semi continuo y de la eficiencia del reactor.

La dosis de ozono aplicada en el sistema reaccionante es un parametro importante, que en este tipo de
columnas trabajando en régimen semi continuo, garantiza la cantidad de moles de ozono de entrada de forma
tal que puedan obtenerse los productos de reaccion al nivel deseado de forma eficiente. Es decir, la seleccion del
valor de dosis de ozono a aplicar depende de las caracteristicas del sustrato que se pretende ozonizar y de los
resultados que se persiguen.

DoA = 9=

(COE o COE.‘-’]

100
€03,

% eficiencia =

Donde:

DOA: g/L

tr (h): tiempo de reaccién

VL (L): volumen de liquido

CO3p (mg/L): concentracidén de ozono en el gas a la entrada del reactor

COs,(mg/L): concentracion de ozono en el gas a la salida del reactor

QG (L/h): Flujo de gas ozono

La presencia de una elevada concentracion de triglicéridos insaturados en los aceites de girasol y oliva, superior
al 98%, facilita la transferencia de masa del ozono de la fase gas a la liquida y su agotamiento en reacciones
rapidas que se verifican cerca de la interfase gas-liquido (Beltran, 2003) lo que permitié obtener, entre otros
aspectos, valores de eficiencia de reaccion elevados en todos los casos superiores al 95%.
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Ozonizacion de aceite de girasol y aceite de oliva con IP entre 700-800.

Tabla 2. Resultados de las variables de caracterizacion quimico-fisica y de las condiciones de ozonizacion para
los aceites ozonizados.

IP: 700-800 Aceite girasol Aceite oliva
Dosis de( ;/zz;m aplicada 41,83 46,66
glmolequiv /kg muestra) 775,76 758,18

ag KOH/kg muestra) 1,96 1,96
g;f;’;idad 0.085 0.072
Eﬁciencli::l f;uﬁggt(%z’;o delac. 95.6 96.6
Temperatura de reaccion (°C) | 18,7 18,0

Como se muestra en la tabla 2, en las ozonizaciones realizadas se logrd llegar a los intervalos de indice de
peroxido que se habian definido inicialmente en este estudio. Se realizo, como parte de la caracterizacion fisico
quimica, de ambos aceites ozonizados, la determinacion de los valores de indice de acidez y viscosidad los
cuales muestran una correspondencia con el indice de perdxido presente en cada muestra.

Ambos aceites ozonizados mostraron indice de perdxidos similares de 775,76 y 758,18 mmol-equiv/kg,
respectivamente. El aceite de girasol y oliva ozonizados alcanzaron un valor de viscosidad de 0.085 y 0.072
Pa.s, respectivamente. El aumento de los valores de indice de peréxidos observado ha sido bien documentado
en estudios anteriores en que se ha podido establecer las diferentes compuestos quimicos presentes en los aceites
ozonizados, tales como: ozonidos, hidroperdxidos, acidos, aldehidos, compuestos peroxidicos poliméricos y
otras especies peroxidicas (Menendez et al., 2008; Martinez-Sanchez, 2021). Por lo que se ha evidenciado la
formacion de sustancias peroxidicas producto de la reaccidén del ozono con los compuestos insaturados a través
del conocido mecanismo de Criegee (Criegee, 1975).

Al comparar los valores de IP y viscosidad obtenidos para cada aceite, se observa que en el aceite de girasol se
obtuvo un valor de viscosidad algo superior que en el de oliva para dosis de ozono aplicada similares. Esto
podria explicarse atendiendo a que el aceite de girasol tiene una mayor proporcion de acidos grasos insaturados
que el aceite de oliva, al tener como acido graso maypritario el acido linoleico, es por ello que para similares
cantidades de ozono absorbido la formacion de oligomeros sea mayor lo que contribuye al aumento de la
viscosidad en este aceite.

Se obtuvo el mismo valor de indice de acidez para ambos aceites al finalizar la ozonizacién. En la Figura 1 se
presentan los resultados .

La determinacion de la cantidad consumida durante la ozonizacidn de los dobles enlaces, se utilizo6 como forma
alternativa de evaluacién de la eficiencia del proceso de ozonizacion de los aceites vegetales (Georgiev et al.,
2015). En este método se considera despreciable la cantidad de ozono que puede estar disuelto, ya que en los
sistemas de ozonizacidén de aceites vegetales hay un ataque preferencial y a altas velocidades del ozono a los
dobles enlaces C-C de los triglicéridos y esta reaccion es selectiva y rapida, ocurre en la interfase gas-liquido, por
tanto el ozono no se transfiere al seno del liquido. En los dos intervalos de ozonizacion IP (700-800) e IP (1500-
1900) no se agotan todos los dobles enlaces del sistema por tanto puede despreciarse la posibilidad de que haya
ozono disuelto.

En el intervalo de IP entre 700 y 800 mmoleq/kg, al evaluar el area bajo la curva la cantidad de moles totales de
ozono consumido fue de 9,04.10* para el aceite de girasol y 9,28.10 en el caso del aceite de oliva, como se
puede observar la cantidad de ozono que se consume es similar en ambos casos lo que permite afirmar que el
fenomeno principal que ocurre en estos sistemas es el consumo de 0zono en reacciones quimicas rapidas en la
interfase gas-liquido, a partir de las que se generan los compuestos peroxidicos.

La evaluacién de la eficiencia de contacto del proceso de ozonizacidn en la columna de burbujeo sirve para
corroborar la cantidad de ozono que se consumi6 por reaccién quimica, en ambos experimentos. En la
ozonizacion de aceite de girasol se obtuvo 95,6 % y en la de aceite de oliva el 96,6 %, de eficiencia, valores altos
muy cercanos, que demuestran que existe un adecuado contacto entre las fases en la columna de burbujeo. En
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estos sistemas la velocidad del gas empleada posibilité una buena retencion de gas, ademas de que se consumid
casi todo el ozono que se suministro a la entrada de la columna con una concentracion de 80 mg/L.

De acuerdo con lo reportado en la literatura (Besagni et al, 2017; Paul y Pakzad, 2022), el sistema de
ozonizacion de aceites imprime cierto limite a la velocidad de ascenso de las burbujas, debido a que es un
sistema donde la viscosidad es mas elevada que la de los sistemas acuosos. En el caso del aceite ozonizado, este
valor de la viscosidad aumenta durante todo el proceso debido a la formacion de oligobmeros (Ledea et al.,
2019). Por tanto, esto posibilita una mayor retencion de gas en la columna y un mayor agotamiento de las
burbujas, es decir aumenta la velocidad de transferencia de masa, lo que permite obtener altos valores de
eficiencia de transferencia.

Finalmente, si se considera que esta concentracion de ozono es alta y que las experiencias se realizan en una
columna de laboratorio de 90 mL de volumen de aceite, puede considerarse muy eficiente el contacto logrado
entre fases, 1o que implica una adecuada transferencia del ozono de la fase gaseosa a la interfase gas-liquido y su
consumo en reacciones quimicas rapidas que, como se ha planteado, posibilitan la formacién de compuestos
peroxidicos en los aceites oxidados con ozono.

IP: 1500-1900 Aceite de girasol Aceite de oliva
Dosis de ozono aplicada (g/L) 108,44 107,32
glmoleq/ kg muestra) 1871,82 1557,82

?ﬁg KOH/kg muestra) 20,02 22,83
g:f;’)“dad 0.80 0.77
Eficienc]i;1 S]fulji ;(;};:;nna de 9% 9%
Temperatura de reaccion (°C) 21,80 21,90

Ozonizacion de aceite de girasol y aceite de oliva a altos valores de IP.

Con el objetivo de obtener valores de IP superiores a 1000 mmoleq/ kg se aplicaron mayores dosis de ozono.
En etas condiciones, se obtuvo un aumento de los valores de indice de peroxido e indice de acidez respecto a los
valores de las experiencias anteriores y se logro alcanzar los intervalos de indice de peroxido planteados en el
estudio. Los valores de indice de acidez y viscosidad muestran una correspondencia con el indice de perdxido
presente en cada muestra (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de las variables de caracterizacion quimico-fisica y de las condiciones de ozonizacion para aceites
ozonizados a altos valores de IP.
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Al finalizar las ozonizaciones, se obtuvieron para la misma dosis de ozono aplicada, valores de indice de
peroxidos de 1557,82 mmoleq/kg para el aceite de oliva y de 1871,82 mmoleq/kg para el aceite de
girasol. Los indices de acidez tuvieron ligeras diferencias resultando 20,02 y 22,83 mg KOH/kg
respectivamente, se observa el comportamiento de estos parametros en la Figura 1. En el caso de la
viscosidad se obtuvo para el aceite de girasol ozonizado un valor de 0.80 Pa.s y para el aceite de oliva
0.77 Pa.s.

El aumento del valor de la viscosidad en el aceite de girasol respecto al valor del aceite de oliva se debe a que,
bajo condiciones similares de ozonizacidn, se obtuvo un indice de peréxidos mas elevado. Se ha demostrado
que en este proceso el aumento de la viscosidad estd asociado a la formacién de diferentes especies poliméricas
entre las que se encuentran los oligobmeros y dimeros (Ledea er al., 2019). En otras palabras, durante la
ozonizacion de aceites tiene lugar la formacidon de condensados de mayor peso molecular producido por la
union de dimeros y oligomeros, lo que tiene una relacion directa con las condiciones en que ocurre el proceso,
es decir esta directamente vinculado a la composicién del aceite vegetal, al tipo de reactor y a la velocidad
superficial del gas empleada, que son condiciones que definen la transferencia de masa entre las fases gas y
liquido.

Con respecto a este aspecto, es importante destacar que en general en los experimentos del estudio se observo
que el aumento de la viscosidad ocurrié de forma progresiva y mantenida durante todo el proceso. El aceite de
girasol es rico en triglicéridos trilinoleina (LLL) y oleodilinoleina (LLO) que tienen seis y cinco dobles enlaces y
el aceite de oliva tiene como triglicéridos mayoritarios el trioleina (OOQ) y palmitodioleina (POO) con tres y
cuatro insaturaciones respectivamente, por lo que pueden reaccionar con varias moléculas de ozono a la vez, lo
que trae la formacién de dimeros y oligomeros peroxidicos (Ledea, et al., 2019).

La eficiencia de contacto en el proceso para alcanzar altos valores de IP fue la misma para ambos aceites, 96%.
En cuanto a los moles de ozono consumido también se obtuvo el mismo valor de 1,45*10° moles totales. Las
dos determinaciones reafirman lo discutido con anterioridad, primero la alta selectividad del ataque del ozono y
ademas el elevado consumo del gas que se obtiene en el sistema durante todo el tiempo del proceso, lo que
permite decir que hay una adecuada coherencia en los resultados alcanzados.

A modo de resumen en la Figura 2 se muestran las tendencias del indice de perdxidos e indice de acidez con las
dosis de ozono aplicadas en cada caso.
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Fig. 2. Comportamiento del IP e IA segun la dosis de ozono aplicada.

En la Figura 2 se representa el comportamiento del indice de perdxido segun la dosis de ozono aplicada para
cada experimento.

Los aceites ozonizados con IP entre 700 y 800 mostraron valores similares en el IP final ademas de tener el
mismo valor de acidez, lo que implica que a dosis de ozono aplicadas similares se obtienen aceites ozonizados
con caracteristicas fisco-quimicas también similares, menos en el caso de la viscosidad en que el aceite de
girasol, aceite con mayor cantidad de insaturaciones, alcanzé un valor de viscosidad mayor que el aceite de
oliva, lo que induce a pensar que en este aceite los poliperoxidos estan en mayor concentracioén y son los que
mas tributan al valor del IP alcanzado.

Por otra parte, en el intervalo de IP de 1500 a 1900, los valores de peréxidos son superiores en el aceite de
girasol que en el de oliva lo que es resultado de la mayor concentracion de dobles enlaces presentes en el aceite
de girasol como se explicé anteriormente, esto implica también que a estas dosis de ozono aplicadas superiores
aumente en el caso del girasol el valor de la viscosidad. En cuanto al indice de acidez se observa que es
ligeramente menor en el aceite de girasol que en el de oliva, esto pudiera deberse que al tener mayor
concentracion de dobles enlaces ante los que el ozono tiene una alta selectividad, ocurra menos la oxidacion de
peroxidos y por tanto se obtenga menor concentracion de acidos en el aceite.

La figura 3 representa la dependencia de la dosis de ozono aplicada con el valor de Indice de Peroxidos
alcanzado, en ella se observa que el aceite de girasol alcanza mayor concentracion de compuestos peroxidicos
que el de oliva a dosis de ozono aplicadas similares, es decir que en las mismas condiciones se obtiene mayor
concentracion de ingredientes activos en el aceite de girasol, lo que estd directamente relacionado con las
caracteristicas de la composicién quimica de este aceite.
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Fig. 3. Comportamiento del IP con la DOA.
Analisis microbiol6gico
La tabla 4 muestra los valores de CMI obtenidos en la evaluacion de una bacteria Gram +, una Gram — y una

levadura.

Tabla 4. Valores de CMI obtenidos por los aceites ozonizados oliva y girasol a s dos intervalos de IP

CMI (mg/ml)
Microorganismo IP 700-800 1500-1900

Ac. girasol Ac. oliva Ac. girasol Ac. oliva
Staphylococcus aureus Gram +

4.45 4.45 1.24 2,25
Pseudomonas aeruginosa Gram -

9.8 8.9 2.25 4.45
Candida albicans 2.25 4.45 1.24 2.25

Los resultados obtenidos muestran un aumento de la actividad antimicrobiana a medida que aumenta el indice
de perdxido (tabla 4). En el caso de los aceites ozonizados entre 700-800 mmol-equiv/kg, tanto oliva como
girasol, no mostraron diferencias significativas en los valores de CMI de las bacterias evaluadas bajo las
condiciones experimentales seleccionadas, en el caso de la levadura se obtuvo un valor menor CMI en el caso
del aceite de girasol. En un estudio anterior otros autores llegaron al mismo resultado evaluando Candida
tropicalis (Contreras et al., 1989). El analisis de los resultados para los aceites ozonizados a alto indice de
peréxido mostré que los mejores resultados, para todos los microrganismos, fueron obtenidos con el aceite de
girasol.

A través del tiempo, varios autores han demostrado la relacién existente entre el aumento del indice de
perdxido y el aumento de la actividad germicida de los aceites (Fernandez et al., 2006; Carrijo et al., 2022). En
este aspecto, la literatura reporta (Diaz et al. 2009) valores de CMI para tres especies bacterianas, S. aureus
ATCC 6538, E. coli ATCC 10536, y P. aeruginosa ATCC 27853 entre 4,5 y 19 mg/mL al ozonizar aceite de
girasol a indices de perdxidos que variaron entre 359 y 1052 mmol-eq/kg de muestra, demostrando que la
relacion entre IP y la inactivacion de los microorganismos esta relacionada, l6gicamente, con la concentracién
de compuestos activos, presentes en el aceite, con actividad germicida demostrada. Es importante destacar que
en estas comparaciones se debe considerar que, aunque las cepas coinciden en género y especie, no son las
mismas que las empleadas en este trabajo. Las diferencias entre los valores de estos estudios pudieran estar
marcados, ademas, por las diferencias fisioldgica existentes entre las cepas.

Estos resultados permiten asegurar que, como se ha observado, los aceites ozonizados han demostrado poseer
una gran efectividad frente a un gran numero de microorganismos lo que, unido a su naturaleza oleosa, le
confieren grandes potencialidades para la preparacién de formulaciones farmacéuticas y cosméticas que pueden
ser empleadas en el tratamiento de varias patologias.
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CONCLUSIONES

A partir de la ozonizacién de aceite de girasol y aceite de oliva, bajo las condiciones experimentales utilizadas,
se obtuvo una alta eficiencia del proceso de ozonizaciéon en la columna de burbujeo del 96%, logrando los
valores de indices de perdxidos deseados. Se pudo constatar que bajo las mismas condiciones de trabajo la
cantidad de ozono consumido es la misma para ambos aceites. Al incrementar la dosis de ozono aplicada hubo
un aumento de la concentracion de compuestos peroxidicos formados, que inciden tanto en el valor del indice
de perdxido, como en el de la viscosidad de los aceites. En estas condiciones el valor de ambos parametros fue
mayor en el aceite de girasol que en el de oliva, demostrando la influencia de la diferencia en la composicion de
triglicéridos de los dos aceites.Los dos aceites ozonizados mostraron una marcada actividad germicida frente a
P. aeruginosa, E. coli y C. albicans. En el intervalo de IP 700-800 el valor de CMI fue el mismo frente a las
bacterias, en el caso de la C. albicans el aceite de girasol tuvo mayor actividad. En el intervalo de IP de 1500 a
1900 el aceite de girasol tuvo mejores resultados que el de oliva frente a los tres microorganismos.
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ANEXOS
Anexo 1. Esquema de la instalacion experimental
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1. Cilindro de oxigeno.

2. Ozonizadores.

3. Flujometro.

4. Trampa de agua

5. Valvula

6. OZOMAT

7. Destructores de 0zono gaseoso

8. Valvula de tres vias

9. Reactor

10. Termostato

11. Entrada de la mezcla de oxigeno/ozono

12. Salida de la mezcla de oxigeno/ozono

13. Salida de agua al reactor

14. Entrada de agua del reactor
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