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RESUMEN. Se desarrollé y valid6 el método de oxidacién ferrosa en xilenol naran-
ja (OFX) para la determinacién de hidroperéxidos totales (HPT) en aceite de gira-
sol ozonizado, el cual puede ser utilizado en investigaciones y estudios de control
de la calidad y de pre-formulacién. Se analizaron muestras de aceite de girasol
ozonizado a diferentes dosis de ozono aplicada y a cada una le fue determinada la
concentracion de HPT empleando el método de OFXy se utilizé como método de
referencia el indice de peréxidos (IP), establecido en 1la BP 2000. Se demostré la
adecuada linealidad de los resultados de la técnica en el intervalo de concentracio-
nes de IP estudiado de 48,4 a 501,7 mmol/kg (96,9 a 1 003,4 mmol-equiv/kg), con
varianzas homogéneas, coeficientes de correlacién y determinacion mayores de 99
y 98 % respectivamente, coeficiente de variacién de los factores de respuesta me-
nor de 5 % (CVf = 4,8 %) e intercepto no significativamente diferente de 0. En el
estudio de la exactitud, los recobrados obtenidos entre las concentraciones teéri-
cas y experimentales (99,2 a 103,4 %) no mostraron diferencias significativas del
100 %. El método es preciso debido a que cumple con el ensayo de repetibilidad
con coeficientes de variacién no mayores de 4,2 %, ademas, no se encontraron
diferencias significativas entre las medias ni las varianzas obtenidas por diferen-
tes analistas en diferentes dias. El excipiente empleado no interfiere significativa-
mente en los resultados, 1o que explica la especificidad del método, ya que no se
encontraron diferencias significativas entre las medias ni entre las varianzas de las
determinaciones realizadas al aceite de girasol ozonizado y al aceite de girasol
ozonizado con aceite de girasol (placebo). El método cumple con todos los pardme-
tros para ser considerado validado para determinar HPT en aceite de girasol ozonizado.

ABSTRACT. Ferrous oxidation in xylenol orange (OFX) method for total
hydroperoxides (HPT) determination in ozonized sunflower oil was developed and
validated. This method can be used in investigations and quality control and pre-
formulation studies. Sunflower oil samples ozonated at different ozone dosage was
analyzed and total hydroperoxides (HPT) concentration using OFX method was
determined. Peroxides value (IP) established in BP, 2000 was used as standard
method. Suitable linearity of the results of the technique was demonstrated in the
IP interval concentration of 48,4 to 501,7 mmol/kg (96,9-1 003,4 mmol-equiv/kg),
with homogeneous variances, correlation and determination coefficient greater than
99 and 98 % respectively, response factors variation coefficient lower than 5 % (CV;
= 4,8 %) and no significantly different of “0” intercept. Recoveries obtained between
theoric and experimental concentration (99,2-103,4 %) in accuracy study, no showed
a significant difference of 100 %. The method is precise because it satisfy repeatability
assay, with variation coefficient not greater than 4,2 %, besides no significant
differences were found in either the means or the variances obtained in different
days, by different analysts. Exipient used no interferes significantly in the results,
which explain the method specificity. No significant differences were found in either
the means or the variances of determination realized to ozonized vegetable oil and
ozonized vegetable oil with vegetable oil (placebo). The method satisfy all parameters
for considerate it validated for HPT determination in ozonized vegetable oil.

INTRODUCCION

Desde tiempos remotos los acei-
tes vegetales han sido utilizados
como alimentos en la industria ali-
mentaria, asi como materia prima
en la elaboraciéon de medicamentos
y cosmeéticos.?

Una de las insuficiencias que
presentan los aceites vegetales es su
poca estabilidad con el tiempo, pues
se oxidan con relativa facilidad.?
Debido a esto, numerosas investiga-
ciones se han realizado para el es-
tablecimiento de técnicas analiticas
que permitan caracterizar y evaluar
su calidad. Entre los métodos
volumétricos mas utilizados se en-
cuentran los indices de peréxidos
(IP), de acidez y de yodo.*® Otro méto-
do espectrofotométrico muy utilizado,
para evaluar el grado de descomposi-
cién de los aceites comestibles es
el de oxidacién ferrosa en xilenol
naranja, el cual permite medir de
forma selectiva los hidroperoéxi-
dos totales formados en este sus-
trato.f

La interaccién del ozono con los
aceites vegetales genera la forma-
cién de una mezcla de compuestos
quimicos (ozénidos, hidroperdéxi-
dos, aldehidos, entre otros), a los
cuales, se les atribuye el efecto
germicida de este.”

Para la determinacién del con-
tenido de peréxidos en los aceites
vegetales ozonizados se emplea co-
munmente el método yodométri-
co.>® Este método presenta varias
desventajas, una de ellas es la inter-
ferencia del oxigeno molecular en
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la liberacién de yodo, lo cual afecta
los valores reales del indice de
peréxidos.® Otra desventaja es que
el yoduro de potasio reacciona con
los peréxidos u otros productos de
la oxidacion de los aceites, porlo que
el indice obtenido es una aproxima-
ci6n del contenido de estos.’ Otra
desventaja que afecta cuantitativa-
mente el valor de este indice, es que
en dos minutos de reaccién, para
oxidar el i6n yoduro, no reaccionan
todos los peréxidos presentes en la
muestra ozonizada, como por ejem-
plo los per6xidos poliméricos y los
de mayor peso molecular que los tri-
glicéridos, componentes iniciales
fundamentales en el aceite de gira-
sol.1?

Debido a que el método de IP
mide de forma aproximada las es-
pecies peroxidicas formadas en
los aceites vegetales ozonizados,
ha sido objeto de este estudio eva-
luar la medicién de HPT selecti-
vamente, mediante el desarrollo
y validacién del método de de
oxidacién ferrosa en xilenol na-
ranja en el aceite de girasol ozoni-
zado.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Sulfato ferroso de amonio hexa-
hidratado, 1-propanol y acido sul-
farico (ANALAR-BDH), Inglaterra.
Diterbutilhidroxitolueno, xilenol
naranja, metanol grado HPLC y ter-
butilhidroperéxido (SIGMA, Esta-
dos Unidos). Yoduro de potasio,
tiosulfato de sodio, acido acético,
cloroformo, almidén, hidréxido de
potasio, fenoftaleina, etanol y éter
dietilico (Merck, Alemania).

Equipos

Se utiliz6 un ozonizador Trailigaz
Labo, una balanza analitica Mettler
y un espectrofotémetro Pharmacia
LKB Ultrospec III.

Ozonizacion del aceite de girasol

En un reactor de borboteo se in-
trodujeron 100 mL de aceite de gi-
rasol, calidad comestible (marca
Ideal, Argentina). Se realiz6 la reac-
ciéon de ozonizacién a una concen-
tracién inicial de ozono de 71,3 mg
/L, con un flujo constante de 30 L/h
yal70V,durante 2 h .

En el curso de la reaccién de
ozonizacién, fueron tomadas cin-
co muestras de 15 mL cada una, a
las dosis de ozono aplicadas (DOA)
siguientes: 4,7; 21,3; 30,9; 37,6 y
46,5 mg de ozono/g de muestra,
a las cuales, se les determiné el
1P

Determinacion del IP

Se pesaron = 0,5 g de muestra
en balanza analitica y fueron disuel-
tos en 30 mL de una mezcla de 4ci-
do acético-cloroformo 3:2. Poste-
riormente, se adicionaron 0,5 mL de
una disolucién acuosa saturada de
yoduro de potasio. La mezcla fue
incubada durante 2 min, mezclada
con 30 mL de agua, valorada con
tiosulfato de sodio 0,1 mol/L y agi-
tada continuamente hasta la casi
desaparicion del color amarillo. Fi-
nalmente, se adicionaron 5 mL de
disolucién indicadora de almidén y
se continué valorando hasta la des-
aparicién del color azul. El IP fue
calculado de la expresién:

100 v
2 m

IP =

(mmol/kg)

donde:
v volumen en mililitros.
m masa en gramos de la muestra
pesada.
El IP calculado se expresa en
milimol de oxigeno activo por kilo-
gramos de muestra.

Preparacion del reactivo de OFX

El reactivo fue preparado por
disolucién del xilenol naranja y el
sulfato ferroso de amonio en 250
mmol/L de &cido sulfarico hasta
una concentracién final de 1 mmol
/L para el xilenol naranja y 2,5 mmol
/L para el sulfato ferroso de amonio.
Se adicion6 un volumen de este
reactivo concentrado, a 9 volua-
menes de metanol que contenian
4,4 mmol/L. de BHT. Se obtuvo un
reactivo de trabajo con 250 umol/L de
sulfato ferroso de amonio, 100 umol
/L de xilenol naranja, 2,5 mmol/L de
acido sulftrico y 4 mmol/L de BHT
en 90 % (v/v) con metanol.

Determinacion de HPT

Se pesé una gota (10 a 50 mg) de
cada una de las muestras con dife-
rentes DOA y se disolvié en 10 mL
de 1-propanol. De esta disolucién,
se tomo6 0,1 mL y se disolvié en
1 mL de 1-propanol. De esta ulti-
ma disolucién, se tomaron 50 pL y
se mezclaron con el reactivo de
OFX hasta completar 1 mL en tu-
bos de microcentrifuga. Todas las
mezclas anteriores fueron agitadas
e incubadas durante una hora. La
absorbancia del sobrenadante fue
determinada en el espectrofotéme-
tro a 560 nm .

Para el desarrollo de la curva de
calibraciéon y la determinacién del
coeficiente de extincién del reac-
tivo, se disolvié el terbutilhidrope-

roxido en aceite de girasol a las con-
centraciones siguientes: 97, 466,
805, 1 113, 1 393 y 1 610 mmol/kg .
Se realizé la determinacién de HPT
mediante el mismo procedimiento
realizado a cada una de las mues-
tras con diferentes DOA. La curva
de calibracién se realizé por dupli-
cado.

Las concentraciones de las
muestras con diferentes DOA fue-
ron determinadas mediante la Ley
de Lambert-Beer.!!

Validacion de la metodologia

Para evaluar la especificidad se
contaminaron cinco muestras de
aceite de girasol ozonizado con acei-
te de girasol sin ozonizar (placebo)
al 1 %. Se determiné si existian di-
ferencias significativas entre las va-
rianzas (prueba de Fisher) y entre
las medias (prueba de Student) para
un 95 % de confianza, al comparar
las determinaciones realizadas a las
cinco muestras de aceite de girasol
ozonizado (estudio de linealidad) y
a estas muestras contaminadas con
aceite de girasol.!?

Para evaluar la linealidad se to-
maron las cinco muestras de aceite
de girasol ozonizado a diferentes
dosis de ozono aplicada. Se constru-
y6 la curva correspondiente, con las
concentraciones de HPT obtenidas
experimentalmente en el eje de las
ordenadas y los IP en el eje de las
abcisas. Se realizaron cinco réplicas
para cada muestra. Se analizé la
homogeneidad de varianzas me-
diante las pruebas de Cochram y
Bartlett. La ecuacién de regresién
y los coeficientes de determinacion
(r?) y correlacién (r) se obtuvieron
mediante el método de los minimos
cuadrados, en el que se considerd
como criterio de linealidad r?> > 98 %
yr > 99 %, el coeficiente de varia-
cién de los factores de respuestas
(CV) < 5 % y el intercepto con el
eje y no significativamente diferen-
te de “0” para un 95 % de confianza,
mediante una prueba de Student.!

El estudio de exactitud se reali-
z6 mediante la adicién de aceite de
girasol ozonizado a cada una de las
concentraciones de HPT estudiadas
(= 0,9 g) a una cantidad fija de acei-
te de girasol virgen (0,1 g). Se reali-
zaron cinco réplicas para cada una
de las experiencias y se determiné
el porcentaje de recobrado entre las
concentraciones experimental y
tedrica de HPT.1®

El procedimiento de repetibili-
dad fue realizado con cinco réplicas,
para cada determinaciéon de HPT a
las muestras de aceite de girasol
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ozonizado a diferentes DOA y el es-
tudio de precisiéon intermedia se
realizé con cinco réplicas por dos
analistas diferentes en dos dias di-
ferentes. Como criterio de acepta-
cién se considerd un coeficiente de
variacion (CV) menor de 4,2 % para
la repetibilidad, que es el coeficien-
te maximo aceptado para cinco ré-
plicas y un intervalo de aceptaciéon
de 95 a 105 %.!2 Para la precision in-
termedia, se determiné si existian
diferencias significativas entre las
varianzas (prueba de Fisher) y en-
tre las medias (prueba de Student)
para un 95 % de confianza, de las
determinaciones realizadas en dife-
rentes dias y por diferentes analistas.

Programa estadistico

vegetales. Es por ello que se procedid
a su validacién, para la determina-
cién de los HPT en aceite de girasol
ozonizado a diferentes DOA.

Especificidad

En el estudio de especificidad re-
alizado, se comprobo que el excipiente
utilizado (aceite de girasol) no inter-
fiere en la determinacién de HPT
mediante el método OFX. Al com-
parar las determinaciones realiza-
das a las cinco muestras de aceite
de girasol ozonizado y a las mues-

tras contaminadas con aceite de gi-
rasol, se comprobé que no existian
diferencias significativas entre
los resultados correspondientes.
Los estadigrafos, F para las varian-
zas y t para las medias (Tabla 2), fue-
ron en todos los casos menores que
los tabulados para un 95 % de con-
fianza (F,, = 6,39,; t, = 2,78), por
lo que las varianzas y las medias se
consideron homogéneas para un
mismo valor de concentracién, por
lo que el método tiene una buena es-
pecificidad.

Tabla 1.Indicadores determinados al aceite de girasol ozonizado a diferentes do-

sis de ozono aplicadas.

Dosis Indice de peroxidos Concentracién de HPT

Todas los resultados de los anéa- de ozono
lisis de las muestras se procesaron aplicada Media DE Ccv Media DE Ccv
mediante el programa estadistico (mg/g)  (mmol/kg) (%) (mmol/kg) (%)
de computaciéon Statgraphics V. 47 48,4 1,2 2,6 71,2 2,7 3,7
5,0.1 213 1654 02 0,1 2466 10,2 41
RESULTADOS Y DISCUSION 30,9 2459 7,0 2.9 365,6 9.6 2,6

De lareacciéon de ozonizacién del 37,6 391,2 4.8 1,2 5294 4,6 0,9
aceite de girasol, se obtuvieron cin- 465 501,7 10,6 2.1 683.6 6,8 1,0

co muestras a distintas DOA, a cada

una de las cuales correspondié di- HPT Hidroper6xidos totales. DE Desviacion estandar. CV Coeficiente de varia-

ferentes IP y HPT (Tabla 1), lo que
coincidié con lo que ha sido repor-
tado.1516

cion.

1

Las dos curvas de calibracién
graficadas: 0.9 /r
0.8 7r
y = 0,067 2x - 0,033 1 0.7 /
©
y = 0,060 9x - 0,001 2 g 06
8 05
permitieron calcular el coeficiente S 04
de extincién molar del reactivo de £ 0.3
trabajo, cuyo valor es 6,4 - 10* mol! - 0.2 y '
L - ecm?Fig. 1). 01
La técnica de determinacién de o
HPT para aceites vegetales no se 0 2 4 6 8 10 12 14

encuentra reportada en la British
Pharmacopeia 2000,> como metodo-
logia analitica para la evaluacién del
grado de oxidacién de los aceites

Concentracion de terbutilhidroperéxido - 107¢ (mmol/kg)

Fig. 1. Relacion lineal obtenida entre el indice de peréxidos (IP) y la concentracion de
hidroperoxidos totales (HPT) en las muestras de aceite de girasol ozonizado.

Tabla 2. Resultados obtenidos en la evaluacién de la especificidad.

Dosis Concentraciéon de HPT | T
de ozono
aplicada Aceite de girasol ozonizado (AGO) AGO contaminado con aceite de girasol
(mg/g) Media DE Cv Media DE Ccv
(mmol/kg) (%) (mmol/kg) (%)

47 71,2 2,7 3,7 70,7 1,9 2,6 0,14 0,36
21,3 246.6 10,2 41 251,0 9,6 3,8 0,49 0,70
30,9 365,6 9,6 2,6 363,1 13,8 3,8 0,12 0,33
37,6 5294 4,6 0,9 528,9 12,3 2,3 0,01 0,08
46,5 683,6 6,8 1,0 687,4 23,3 34 0,12 0,35

HPT Hidroperéxidos totales.

DE Desviacion estandar. CV Coeficiente de variacion.
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Linealidad

Se demostré la existencia de una
relacion lineal entre la determina-
ciéon de los HPT mediante el méto-
do de OFX y la técnica IP estableci-
da en la BP, 2000 (Fig. 2).2

Las varianzas fueron homogé-
neas, ya que los estadigrafos x?en la
prueba de Bartlett y G en la prueba
de Cochram fueron menores que los
valores tabulados para un 95 % de
confianza (x*, =147, G, = 0,42). La
ecuaciéon de regresmn obtenlda fue:

y = 0,75 x + (-14,42).

Los coeficientes de correlacion y
determinacién fueron superiores a
los limites de aceptacién r = 99,84 %
yr?= 99,69 %, lo que indic6 una bue-
na correlaciéon entre los parametros
estudiados.

El CV, fue menor de 5 % (CV,
= 4,8) y el método no presenta sesgo
en el intervalo de concentraciones
estudiado, ya que la t experimental
asociada al intercepto (t =1,38) es
menor que la t tabulada para un
95 % de confianza (t_, =2,78), por lo
cual resulté no significativamente
diferente de 0 para un 95 % de con-
fianza. Estos resultados permiten
afirmar que el método presenta una
buena linealidad.
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Fig. 2. Curvas obtenidas en la calibraciéon del reactivo de OFX.

Exactitud

Para la evaluaciéon de la exacti-
tud se analizaron los recobrados
obtenidos mediante una prueba de
Student (Tabla 3). Se demostré que
el método es exacto, ya que las t__
fueron menores que la tabulada (t
= 2,78)en todos los casos, por lo que
los recobrados no defirieron esta-
disticamente del 100 %.

Precision

En el estudio de repetibilidad no
se obtuvieron CV superiores al limi-
te de aceptacion (4,2 %) en las con-

centraciones de HPT estudiadas
(Tabla 4).

Tabla 3. Resultados correspondientes al estudio de la exactitud.

Se demostré mediante la compa-
racién de las varianzas y la medias
obtenidas en el estudio de precisién
intermedia, que no existian diferen-
cias significativas entre los resulta-
dos obtenidos en diferentes dias por
distintos analistas, ya que las F__ 'y
las t__ (Tabla 4) fueron 1nfer10res a
las té%uladas para un 95 % de con-
fianza (F,, = 6,39, t = 2,78). Estos
resultados demuestran que el mé-
todo analitico es preciso.

CONCLUSIONES

Los resultados permiten con-
cluir que el método de oxidacién
ferrosa en xilenol naranja puede ser

Dosis de ozono Concentracion teorica Concentracién experimental de HPT Recobrado Tcxp.
aplicada de HPT (%)
(mg/g) (mmol/kg)

Media DE CV
(mmol/kg) (%)

4,7 63,8 63,3 1,7 2,7 99,2 0,69

21,3 2212 2287 73 3,2 1034 2,30

30,9 328.,6 329,3 9,9 3,0 100,2 0,16

37,6 4722 470,0 11,6 2,5 99,5 0,42

46,5 6154 617,9 20,1 3,25 100,4 0,28

HPT Hidroperoéxidos totales. DE Desviacién estandar. CV Coeficiente de variacion.

Tabla 4. Resultados obtenidos durante la evaluacién de la repetibilidad y la precisién intermedia.

Dosis de ozono Técnico 1 Técnico 2 Fep. T,
aplicada Dial Dia 2
(mg/g) Concentraciéon teérica de HPT

Media DE Cv Media DE CV
(mmol/kg) (%) (mmol/kg) (%)

4.7 71,2 2,7 3,7 71,7 3,0 41 0,09 0,29

21,3 246.6 10,2 4,1 2499 10,1 4,0 0,26 0,51

30,9 365,6 9,6 2,6 368,4 15,4 4,2 0,12 0,34

37,6 5294 4,6 0,9 528,3 20,3 3,8 0,01 0,12

46,5 683,6 6,8 1,0 672,7 23,7 3,5 0,98 0,99

HPT Hidroperoéxidos totales. DE Desviacién estandar. CV Coeficiente de variaciéon.
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U Seleccién, evaluacién y aplicacién de inhibidores de corrosién en sistemas industriales.

U Preparacion de superficies metalicas con fines anticorrosivos y decorativos.

U Electrodeposicion de metales y tratamiento de sus residuos.

U Disefio mecanico y anticorrosivo de equipos de la industria quimica.

U Problemas de corrosién en estructuras de hormigén armado.

U Deterioro y proteccién de instalaciones industriales diversas: petréleo y gas, energética, alimentaria,
médico-farmacéutica y otras.

U Corrosidén y proteccién de sistemas de enfriamiento, climatizacién, suministro de agua y vapor
en la industria o en instalaciones de servicios turisticos, hospitalarios y similares.

POSTGRADOS:

U Cursos, diplomados, maestrias y doctorados a solicitud que abarcan desde tematicas basicas
de Corrosién y Proteccién hasta temas especificos para la preparacién dirigida del personal
hacia las particularidades productivas de sus Centros e instituciones respectivos.

Vasta experiencia profesional avalada por mas de 30 anos de trabajo.
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