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RESUMEN

Los aceites vegetales ozonados tienen aplicaciones terapéuticas muy diversas,
principalmente en afecciones cutaneas. Estos se producen a partir de la reaccién del
o0zono con los aceites; los componentes de los aceites vegetales que reaccionan con el
ozono (y que, en consecuencia, dan lugar a los productos con accién terapéutica), se
pueden dividir en dos grupos: los acidos grasos (libres o como parte de glicéridos) y
componentes minoritarios (caracteristicos de la fuente vegetal del aceite; pueden incluir,
esteroles, tocoferoles, polifenoles, entre otros). Los productos de reaccién del ozono con
acidos grasos han sido previamente estudiados y se ha demostrado su caracter
terapéutico; sin embargo, hasta la fecha no se han encontrado informes de los productos

de reaccién del ozono con los componentes minoritarios.

De acuerdo con la literatura, los efectos terapéuticos varian acorde al tipo de aceite y la
profundidad de ozonacion del mismo. Es por ello que en este trabajo se estudiaron cuatro
aceites vegetales ozonados: oliva, aguacate, uva y girasol. En primera instancia se
determinaron sus caracteristicas fisicoquimicas: densidad, viscosidad e indice de
perdxidos, asi como su contenido total de polifenoles (por el método de Folin-Ciocalteu).
Paralelamente se determind el grado de ozonacién, por la técnica de insaturacién total
(TU) y se relacionaron los cambios en el grado de ozonacion con los cambios en las

propiedades fisicoquimicas estudiadas de los aceites.

La insaturacion total de los aceites demostré fungir como una alternativa a los métodos
convencionales para caracterizar aceites ozonados; ya que, al estar directamente
relacionada con el grado de ozonacién, puede ser utilizada como control de calidad de
un aceite ozonado. La TU inicial de los aceites de oliva, aguacate, uva y girasol fue de
4.30, 4.47, 5.06 y 4.31 mmol/g respectivamente, misma que disminuyé a lo largo de la

ozonacion.

Las propiedades fisicoquimicas de los aceites variaron a lo largo de la ozonacion de los

aceites de manera diferente para cada uno de ellos, dependiendo de su fuente vegetal.



En todas las propiedades (densidad, viscosidad, indice de peroxidos y contenido total de

polifenoles), el aceite de uva es el que presentd los valores mas altos.

La densidad presentd una relacion lineal y similar para los cuatro aceites; la viscosidad
en cambio present6 una relacién exponencial con valores diferentes para cada aceite,
asociada a la formacion de ozénidos y poliperoxidos. El indice de perdxidos no mostro
una relacion lineal, mientras que el contenido total de especies reductoras aumento,
debido a la presencia de diferentes especies (no identificadas), lo anterior se atribuy6 a
aldehidos y probablemente, productos de reaccion del ozono con los compuestos

minoritarios del aceite.



ABSTRACT

Ozonated vegetable oils have diverse therapeutic applications, mainly in cutaneous
conditions. They are produced by the ozone reaction with vegetables oils; the components
of the latter, which react with ozone (and consequently give rise to products with
therapeutic action), can be divided into two groups: fatty acids (free or associated to
glycerides) and minor components (characteristic of the vegetable source of the oil, they
may include sterols, tocopherols, polyphenols, among others). The reaction products of
ozone with fatty acids have been previously studied and their therapeutic efficacy has
been demonstrated; however, to date no reports have been found about the reaction

products of ozone with the minor components of oils.

According to the literature, the observed therapeutic effects vary according to the type of
studied oil and the progress of ozonation, the latter is generally associated to the
physicochemical properties of oils, such as the peroxide index. This is why in this work
four ozonated vegetable oils were studied: olive, avocado, grape seed and sunflower. In
the first instance, were determined their physicochemical characteristics: density,
viscosity and peroxide index, as well as their total content of polyphenols (by the Folin-
Ciocalteu method). In parallel, the degree of ozonation was determined by the Total
Unsaturation technique (TU) and the changes in the degree of ozonation were related to

changes in the properties of these oils.

Total unsaturation of oils proved to be an alternative to conventional methods for
characterizing ozonated oils; since, being directly related to the degree of ozonization of
the same, it can be used for quality control fines of an ozone oil. The initial TU of the olive,
avocado, grape seed and sunflower oils was 4.30, 4.47, 5.06 and 4.31 mmol / ¢

respectively, which decreased in the length of the ozonation.

The physicochemical properties of the oils vary throughout the ozonation of the oils in a

different way for each oil, depending on the vegetable source. In all properties studied



(density, viscosity, peroxide index and total content of polyphenols), grape seed oil has

the highest values.

The density presented a linear and similar relation for the four oils; the viscosity on the
other hand presented an exponential relation with different values for each oil, associated
to the formation of ozonides and polyperoxides. The peroxide index did not show a linear
relationship as expected but the increase in its profile gives an overview of its behavior;
finally the total content of polyphenols was expected to decrease because they are highly
reactive compounds with ozone, however concentrations increased due to the presence
of different reducing species (unidentified) that reacted with Folin-Ciocalteu’s reagent, the
above was attributed to aldehydes and probably ozone reaction products with the minor

oil compounds.



INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas el ozono (O3) ha diversificado su campo de aplicacion, dada
su principal caracteristica, su alto poder oxidativo. Sus aplicaciones se encuentran dentro
de las &reas de ingenieria ambiental, agricultura, alimentos, sintesis organica y en el
campo médico. Sin embargo, tiene un tiempo de vida muy corto y a temperatura ambiente

se descompone a oxigeno molecular, lo cual limita su uso.

En contraste con el 0zono, los aceites vegetales ozonados contienen compuestos activos
(productos de reaccién del ozono con los aceites vegetales) con propiedades
terapéuticas, que son estables por varios afios. Diversos estudios (Viebahn Haensler,
2013; Bocci, Zanardi, & Travagli, 2011; Falcén Lincheta , y col., 1998; Thompson, 1859;
Valacchi, y col., 2010; Travagli, y col., 2010; Diaz Gimez, 2010) han demostrado que los
aceites vegetales ozonados muestran resultados positivos para el tratamiento tépico de
diferentes afecciones. La aplicacién de los aceites ozonados, en dichos tratamientos,

varia de acuerdo al tipo de afeccion y al grado de ozonacion de los aceites.

Los métodos que se utilizan actualmente en el control del grado de ozonacion de los
aceites ozonados (medicién de variables fisicoquimicas, como el indice de perdxidos)
presentan discrepancias entre diferentes autores (Zanardi, y col., 2008; Hernandez,
Martinez, & Diaz, 2004), o requieren de un equipamiento costoso y capacitacion en la
interpretacion de los resultados (métodos espectroscopicos y cromatograficos), por lo que
es necesario la implementacién de métodos que sean precisos y sencillos para el control

del grado de ozonacién

El principal objetivo de este trabajo fue estudiar el grado de ozonacion de cuatro aceites
de diferente fuente vegetal (oliva, aguacate, uva y girasol) a través de la técnica de
insaturacion total TU y su relacion con las propiedades fisicoquimicas (indice de
peréxidos, densidad y viscosidad) de los mismos. Adicionalmente, se realizo un estudio

inicial de la reaccién de los compuestos minoritarios de los aceites vegetales con el



ozono, a través del método de Folin-Ciocalteu para la cuantificacion de especies

reductoras antes y después de la ozonacion.

El presente trabajo estd dividido en tres capitulos. En el capitulo | se presenta una
recopilacion bibliogréfica de las propiedades y usos del ozono con un breve enfoque en
su aplicacion biomédica, asi como una introduccion a los aceites vegetales, con la
descripcion de sus componentes y la ruta de reaccion de éstos ultimos con el ozono.
También se describen trabajos previos enfocados a la caracterizacion de los aceites

vegetales ozonados y las técnicas utilizadas para dicho fin.

En el capitulo Il se describen los materiales que se utilizaron en este trabajo y los
procedimientos para: la ozonacion de los aceites vegetales, la determinacion del grado
de ozonacidn, y para la caracterizacion de los mismos (por técnicas como densidad,
viscosidad, indice de perdxidos y cuantificacion de especies reductoras).

En el capitulo Ill se presentan los resultados de la variacion de cada una de las
propiedades fisicoquimicas determinadas a lo largo de la ozonacioén, los espectros UV
obtenidos del analisis de los extractos de la fraccion polar de los aceites, y los resultados
de la cuantificacion de las especies reductoras. Al final se exhiben las relaciones de estas

caracteristicas con el grado de ozonacion determinado por TU.

\



CAPITULO |

GENERALIDADES



1.1 EL OZONO
1.1.1 PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DEL OZONO (O3)

El ozono es una forma alotrépica del oxigeno que se forma cuando éste es sujeto a un
pulso de alta energia; el doble enlace del oxigeno se rompe entregando dos atomos de
oxigeno los cuales luego se recombinan con otras moléculas de oxigeno. Estas
moléculas recombinadas contienen tres &tomos de oxigeno, lo que origina el ozono (03)

(Baraza Peregrin, 1999).

El ozono es un gas azul distinguible y es aproximadamente 1.6 veces mas pesado que
el aire (densidad 2.14 g/L). No es almacenable o transportable en recipientes ya que se
descompone espontaneamente en presencia de impurezas oxidantes, humedad y
superficies sélidas (Ejecutiva de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2006). En la Tabla

1.1 se muestran las propiedades fisicas y quimicas del Os.

Tabla 1.1 Propiedades fisicas y quimicas del O3

PROPIEDAD VALOR*
Formula quimica Os
3
Estructura molecular P i
- O 52 0
Peso molecular 48 g/mol
Color Azul pélido
Estado Fisico Gas
Punto de ebullicién -112.0°C
Punto de fusion -193 °C
Solubilidad en agua (a 20 °C) 0.003 g/L
Densidad del gas (a 0°C y 1 atm) 2.14 g/L
Densidad relativa 1.6 (aire=1)
Potencial oxidativo +2.07V

* (International Programme on Chemical Safety, 2009)



Como se puede observar en la Tabla 1.1, el Os tiene un potencial oxidativo de 2.07 V,
estando Unicamente por debajo del flior (2.87 V), por lo cual tiene un alto poder oxidativo.
A su vez, el Os es selectivo al oxidar compuestos organicos dependiendo de su estructura
quimica, lo que le confiere propiedades interesantes para diversas aplicaciones
(ambientales, sintesis organica, tratamientos terapéuticos, entre otros). Sin embargo, una
de las desventajas del 0zono es su inestabilidad, a temperatura ambiente se descompone
facilmente en O2 (5-20min) (Viebahn Haensler, 2013).

1.1.2 APLICACIONES DEL Os

La principal caracteristica del Os es su alto poder oxidante, por lo que puede degradar
una gran variedad de contaminantes, asi como actuar como agente antimicrobiano capaz
de inhibir y destruir microorganismos patogenos (bacterias, virus, algas, hongos y
protozoos) (Arenciba, y col., 2006). Gracias a esta caracteristica sus aplicaciones se han

diversificado durante las Ultimas décadas, siendo las mas comunes las siguientes:

1. La degradacion de contaminantes y la eliminacion macroorganismos patdogenos
en agua, suelo y aire (Baraza Peregrin, 1999; Viebahn Haensler, 2013).

La sintesis organica (Baraza Peregrin, 1999).

3. La conservacion de productos alimenticios como carnes, frutas y verduras
(mediante el lavado con agua ozonada y la desinfeccion de contenedores y
camaras frigorificas) (Seminario, Acufia, & Williams, 2010)

4. Como agente terapéutico para abordar diversas enfermedades (infecciosas y no
infecciosas) (Viebahn Haensler, 2013).

Las aplicaciones terapéuticas del ozono son muy variadas e interesantes. Dentro de
éstas se encuentra la aplicacion de aceites vegetales ozonados. A continuacioén, se

presentan las formas de aplicacion terapéutica del 0zono mas comunes.



1.1.2.1 APLICACIONES BIOMEDICAS

El ozono, como cualquier otra sustancia utilizada en la medicina, es toxica por inhalacion
a altas concentraciones y tiempos de exposicion largos. Su limite de exposicion es de 0.1
ppm (en fase gas) en un periodo de exposicion de 8 h, mientras que concentraciones >20
ppm pueden llegar a ser mortales (Occupational Sefety and Health Administration, 2012).
Sin embargo, utilizado correctamente y debido a sus efectos biolégicos sobre el
organismo, tiene gran efectividad en diversos campos de la medicina a bajo costo
comparado con tratamientos convenciones (llzarbe, 2000). Esta aplicacién es llamada
ozonoterapia en la que se utiliza una mezcla de oxigeno y ozono, y la concentracion

utilizada se define en funcién del problema a tratar (Vidal & Hermosilla, 2008).

La via de aplicacién del ozono depende del tipo de patologia y el sistema que se trate.
Se puede aplicar por via directa, donde el ozono se pone en contacto directo con un
miembro o fluido del sujeto a tratar; o bien por via indirecta, cuando un medio liquido
ajeno al sujeto es ozonado de manera independiente, y posteriormente se aplica en el
sujeto a tratar (Bocci, 2011; Guerra y col.,, 2015) Algunas de las aplicaciones mas
comunes son (AEPROMO, 2014):

» Via directa:

o Auto hemoterapia: Consiste en la extraccion de sangre venosa (entre 50 y 250
ml), que tras ser mezclada con ozono fuera del organismo es de nuevo
transfundida o inyectada por via intramuscular.

o Ozonizacion y oxigenacion extracorporea de la sangre: Consiste en mezclar la
sangre con 0zono en un circuito cerrado, con una técnica semejante a la
hemodidlisis. La diferencia respecto a la auto hemoterapia es que permite
tratar un mayor volumen de sangre con 0zono.

o Infiltraciones: El ozono en fase gas es inyectado intra o periarticular,

subcutaneo o en el disco intervertebral, etc.



o Insuflacion: El ozono en fase gas se introduce mediante una sonda a nivel
rectal, vaginal, vesical, pleural, peritoneal, etc. También se pueden administrar
insuflaciones a presion en bafios de aguas mineromedicinales.

0 Aplicacion por bolsa: Mediante la aplicacion de una campana de vidrio 0 una
bolsa de plastico que rodea la zona a tratar. Se insufla en el interior de la bolsa
una mezcla de ozono/oxigeno. Este método es utilizado principalmente en
patologia vascular (gangrena instaurada, ulceraciones, cicatrizacion y
desinfeccién de heridas, infecciones poli microbianas de pacientes diabéticos,
etc.).

» Via indirecta:

0 Agua ozonada: se burbujea ozono en fase gas en agua inyectable; ésta se
aplica como desinfectante topico y en el tratamiento de Ulceras y demas
padecimientos gastricos.

o Solucion fisiolégica ozonada: se burbujea ozono en fase gas en soluciéon
fisiolégica (NaCl 0.9%), ésta se aplica via intravenosa, y da lugar a una serie
de efectos sistémicos.

0 Aceites ozonados: se hacen reaccionar aceites vegetales (también esenciales
y sus derivados) con ozono (Martinez Sanchez y col., 2012) y se administran
via topica para atacar diversas patologias relacionadas con infecciones
(bacterianas, fungicas, viricas), asi como procesos inflamatorios

(primordialmente locales) y procesos de cicatrizacion.

1.2 ACEITES OZONADOS

El uso médico de los aceites ozonados se reportd por primera vez en el afio 1859 en el
tratamiento de diversas afecciones, principalmente para tuberculosis, con aceites
enriquecidos con oxigeno mediante la exposicion directa de estos a los rayos del sol
(Thompson, 1859). Su uso se ha extendido como tratamiento topico de infecciones
cutaneo-mucosas en piel, cuero cabelludo, ufias, asi como infecciones vaginales y buco-

faringeas (gingivitis), ya sea provocadas por hongos, bacterias o virus (Martinez Sanchez



y col., 2012; Falcén Lincheta y col., 1998), e inclusive se han utilizado aceites vegetales
ozonados en la acuicultura para el control de micosis como Saprolegnia spp, en la
industria fruticola contra el hongo Botrytis que provoca la podredumbre gris, en la
viticultura para la prevencion de la infeccion por el hongo Uncinula necéator (enfermedad
de oidio) en la vid y en animales para el tratamiento de infecciones dérmicas (Patente
n° WO 2013040721 Al, 2013).

También existen estudios preclinicos que han demostrado el efecto de los aceites
ozonados en la aceleracion de procesos de cicatrizacion y la inhibicion de procesos

inflamatorios (Hee Suy col., 2008; Guerra y col., 2017).

Dado que el tiempo de vida del ozono es corto su uso es limitado, incluyendo el uso
médico. Como se describié previamente, salvo los aceites ozonados, los métodos de
aplicacién de ozono con fines médicos requieren la generacién de éste “in situ” (Viebahn
Haensler, 2013). En cambio, cuando el ozono reacciona con los aceites vegetales, estos
altimos modifican su estructura quimica, formando productos de ozonacion con efectos
terapéuticos que son estables y activos por varios afos, dependiendo de las condiciones

a las cuales se almacenan (Cirlini y col., 2012).

El efecto a nivel bioldgico de los aceites ozonados esta directamente ligado al avance de
reaccion del ozono con los componentes de los aceites (grado de ozonacion), ya que de
ello depende la concentracién de los diferentes productos de reaccidn que son
responsables de dichos efectos. De ahi radica la importancia de conocer estos productos
y relacionarlos con diferentes técnicas analiticas que sirvan como métodos de control en

la ozonacion de los aceites.

Previo a la caracterizacion de los productos de ozonacién es necesario conocer la
composicion de los aceites vegetales, con el fin de identificar los compuestos

susceptibles de reaccionar con el ozono. Esta informacidn se describe a continuacion.



1.2.1 COMPOSICION DE LOS ACEITES VEGETALES

Los aceites vegetales, al ser productos naturales, poseen una composicion quimica muy
amplia que puede variar de acuerdo a varios factores, entre los cuales destacan el origen

vegetal del aceite, las condiciones agronémicas y el proceso de produccion.

Los componentes de los aceites vegetales se pueden clasificar en dos fracciones; la
fraccidbn mayoritaria (que incluye los acidos grasos) y la fraccion minoritaria (fosfolipidos,
ceras, ésteres de esteroles, alcoholes alifaticos, esteroles libres, tocoferoles, clorofilas,
carotenoides, compuestos fendlicos). Ambas fracciones incluyen componentes que son

susceptibles de reaccionar con el ozono, las cuales se refieren a continuacion.

1.2.1.1 FRACCION MAYORITARIA

La fraccidbn mayoritaria de los aceites vegetales, conocida también como fraccion
saponificable, constituye mas del 90% de su composicidén. Entre sus componentes se

encuentran acidos grasos libres y los glicéridos (ésteres de glicerol).
Acidos grasos

Los &cidos grasos son compuestos anfifilicos porque tienen un grupo carboxilo
(hidrofilico) y una cadena hidrocarbonada larga que es hidrofébica. Cuando la cadena
hidrocarbonada de los &cidos grasos tiene Unicamente enlaces sencillos, se le llama
acido graso saturado; cuando contiene al menos un doble enlace, se le llama
monoinsaturado; y cuando contiene dos o mas dobles enlaces, se le llama poliinsaturado
(Timberlake, 2011). En la figura 1.1 se observan ejemplos de estructuras quimicas de los

acidos grasos.
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Figura 1.1 Estructuras quimicas de acidos grasos: a) saturado (acido estearico); b)
monoinsaturado (acido oleico); c) poliinsaturado (acido linoleico)

Glicéridos

Los glicéridos son compuestos constituidos por una molécula de glicerol, a la cual se le
pueden unir; uno (monoglicérido), dos (diglicérido) o tres moléculas de acidos grasos
(triglicéridos). En la figura 1.2 se presentan las estructuras quimicas del glicerol y los
glicéridos. Los diglicéridos y los triglicéridos se subdividen en: simples si todos los acidos
grasos son idénticos, y mixtos si al menos dos de los acidos grasos que los constituyen

son diferentes.

0 O O
H,C—OH C—O—lCl—R HZC—O—Q—R HzC—O—lcl—R
? | O | i
H(|3—OH HC—OH —O0—C—rR, H|C—O—<:—Rl
H,C——OH H,C——OH |-|2(|:—o|-| HZC—O—lcl—R2
Glicerol Monoglicérido Diglicérido Triglicérido

Figura 1.2 Estructuras quimicas del glicerol y los glicéridos

Los aceites vegetales contienen en mayor abundancia los triglicéridos con acidos grasos

saturados, mono- y poliinsaturados, con temperaturas de fusibn menores comparadas



con las de los triglicéridos de acidos grasos saturados (los cuales los contienen en mayor

proporcion las grasas) (Timberlake, 2011).

Las composiciones de los acidos grasos (libres y esterificados) en los aceites vegetales

varian de acuerdo a su origen. En la tabla 1.2 se muestran los intervalos de composicion,

en porcentaje, de acidos grasos en diversos aceites vegetales, establecidos en normas

de calidad.
Tabla 1.2 Composicion quimica de algunos aceites vegetales
Aceite Aceite de | Aceite de | Aceite de | Aceite de | Aceite de | Aceite de
de oliva @ | aguacate ° uva © girasol © | ajonjoli © soya © algodon ©
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Acido

palmitico | 0.3-3.5 9-18 55-11 5-76 7.9-12 8-135 21.4-26.4
C16:0
Acido

estearico 05-5 04-1 3-6.5 2.7-6.5 45-6.7 2-54 2.1-33

C18:0
Acido

oleico 55-83 61 - 69 12-28 | 14-39.4 | 34.4-455 17 - 30 14.7 - 21.7
Ci8:1
Acido

linoleico 3-21 85-114 58-78 | 48.3-74 | 36.9-47.9 48 - 59 46.7 - 58.2
Q18:2
Acido

linolénico | ND - 1.5 ND - 2 ND-0.4 | ND-0.3 02-1 45-11 ND-0.4

C18:3

a(CODEX ALIMENTARIUS, 1981)
b(Guzman & Dorantes, 2008; Firestone, 1999)

¢ (CODEX ALIMENTARIUS, 1999)

1.2.1.2 FRACCION MINORITARIA

La fraccién minoritaria, aunque representa menos del 10% de la composicion total de los

aceites vegetales, incluye una gran variedad de compuestos quimicos. Es dificil

determinar de forma precisa la totalidad de los constituyentes menores, debido a su

naturaleza compleja y a su baja concentracion.




Las diversas clases de constituyentes menores pueden dividirse en dos grupos (Lozano,

Segura, & Fernadez, 2010):

e Derivados de acidos grasos, tales como fosfolipidos, ceras, y ésteres de esteroles.

e Compuestos no relacionados quimicamente con los acidos grasos, como

alcoholes alifaticos, esteroles libres, tocoferoles, clorofilas, carotenoides y

compuestos fendlicos.

A continuacion, se describen las caracteristicas y estructura de algunas familias de estos

compuestos.

Fosfolipidos

Los fosfolipidos son lipidos anfifilicos que estan formados por una molécula de glicerol

esterificada en las posiciones 1y 2 por dos acidos grasos, y en la posicion 3 esterificada

por un acido fosférico que, en su otro extremo, lleva unido por un enlace tipo éster, una

molécula organica que varia dependiendo del fosfolipido del que se trate (Pefia y col.,

2004). En la figura 1.3 se muestra la estructura generalizada de un fosfolipido en donde

R!y R? representan las cadenas alifaticas de acidos grasos, y R3 representa algiin grupo

polar, siendo los mas comunes los presentados en la figura.

i
RL—C——0—CH,
RZE—c——0—CH

Diglicérido

N

Acido fosfatidico

Fosfolipido

CHj

N
HO——CH,—CH,—N"—CH; HO——CH,—CH,;—NH,

H,C
Colina Etanolamina
HO
HO—CH,—CH—C—O" HO
+
NH4
Serina Inositol

24

RB

Figura 1.3 Estructura quimica basica de los fosfolipidos
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Esteroles

Los esteroles son componentes caracteristicos de los aceites vegetales, también
llamados fitoesteroles, tienen una estructura base de cuatro anillos (A, B, C, y D), el
ciclopentanoperhidrofenantreno, que tiene un grupo hidroxilo en el anillo A en la posicion
C-3, una o dos insaturaciones en el anillo B y una cadena lateral en el anillo D en la
posicion C-17 (Bailey, 1984). En la figura 1.4 se presenta la estructura base de los
esteroles y los tres principales radicales, los cuales son los mas abundantes en los

aceites vegetales (Bailey, 1984).

H3C

HsCo,. CH
3™ CH 3
/
CH,

a) [-Sitosterol
CHg CHy
HC
/ ; CH,
HaC

b) Campesterol
CH,

HsC,, NN CH,
CH

/ CHj
d) Estigmasterol
Figura 1.4 Estructura base de los esteroles y algunos radicales principales.

Los esteroles pueden encontrarse en los aceites vegetales en forma libre o como
compuestos conjugados, en los cuales el grupo hidroxilo del esterol esta esterificado por
acidos grasos (ésteres de acidos grasos), o bien glicosilados (Palou Oliver y col., 2005).
En la figura 1.5 se muestran ejemplos de las estructuras quimicas ésteres de acidos

grasos y esteroles glicosilados.
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o H,COR; 57
I o 4
7 0 3 OH
HO
a) b)
Figura 1.5 Ejemplo de estructuras quimicas de a) ésteres de acidos grasos y b)
esteroles glicosilados.

OH

Tocoferoles

Se trata de cuatro isbmeros que tienen un anillo aromatico, llamado cromano, con un
grupo hidroxilo y una larga cadena lateral saturada. Dichos isébmeros también son 4
formas de la Vitamina E a la cual se le conoce como uno de los principales factores
alimentarios necesarios para el buen funcionamiento del organismo y en la prevencion
de numerosas patologias y ademas se les atribuyen propiedades antioxidantes (Toro &
Suarez, 2012). La estructura quimica de los tocoferoles y la posicion de los sustituyentes

para cada isGmero se presenta en la figura 1.6.

R! | R? R3 Nombre
R' CHs | CHs | CHz | a-tocoferol
CHs | H CHs B-tocoferol
: H | CHs | CHs y-tocoferol
. 9 o CHs
R H H CHs o-tocoferol
Figura 1.6 Estructura quimica base de los tocoferoles

Carotenoides

Los carotenoides son los responsables del caracteristico color amarillo-rojizo de los
aceites vegetales y fungen también como sustancias foto protectoras (Minguez, Pérez, &
Hornero, 2006). Estructuralmente estan constituidos por cadenas de hidrocarburos
altamente insaturadas, derivadas de la union de 8 unidades de isopreno formando
diferentes configuraciones ciclicas y aciclicas. En general, los carotenoides se clasifican

en dos grandes grupos: carotenos y xantofilas, estos ultimos son derivadas de los
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carotenos por incorporacion de funciones oxigenadas (Bailey, 1984). En la figura 1.7 se

presenta la estructura base de los carotenos a) y sus terminaciones b)-h).

HaC

M\Mﬁf

\/\\/
A

3
a) 203 19
H.C H;C H3C
HoC 18 O (ij7H 3 *1o (1:7H3 316 (1:7H3
s CHs 2 2 2
1 3 s 6 6
"% \\2 4 \6 : ; CH ° NcH ® : CH
4 182 4 18 2 4 18 °
b) ¥ d vy e) €
17 ‘oo
CH 3
16 3 6 16
H,C 5 H3C 6
2 CH,
4 18 H3C 5
3 18 4
f) K h) x

Figura 1.7 a) Estructura quimica base de los carotenos, del b) al h) estructuras quimicas
posibles de sus extremos.

Clorofilas

Las clorofilas son los pigmentos responsables del color verde en los aceites vegetales
encontrando en estos Ultimos dos tipos; la clorofila a y la clorofila b. La diferencia en su
estructura quimica consiste en que la clorofila a tiene un grupo metilo en el carbono 3
mientras que la clorofila b posee un grupo formilo como se puede apreciar en la figura
1.8.

13



R Nombre
-CHs Clorofila a
-CH=0 | Clorifilab

Figura 1.8 Estructura quimica de la clorofilaay b

Polifenoles

Los polifenoles tienen una especial importancia, debido a que a estos compuestos se les

han atribuido diversas propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Lozano, Segura, &

Fernadez, 2010). En su estructura quimica contienen al menos un anillo de benceno con

uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo a sus derivados funcionales.

Los polifenoles presentes en los aceites vegetales, se clasifican en: a) Flavonoides; b)

Alcoholes fendlicos; c¢) Acidos fendlicos; y d) Lignanos. La figura 1.9 muestra las

estructuras quimicas.

a) Flavonoides b) Alcoholes

fendlicos

NOOH
HO

Tirosol
/\/@OH
HO OH

Hidroxitirosol

Flavona

c) Acidos
fendlicos
O

OH

Acido benzoico
o

X OH

Acido cinamico

d) Lignanos

HO

“CH,

Pinoresinol

OH

Figura 1.9 Ejemplos de estructuras quimicas de los polifenoles
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De acuerdo a las estructuras quimicas mostradas en las Figuras 1.6-1.9, los
componentes de la fraccion minoritaria de los aceites vegetales pueden reaccionar con
el ozono, ya que incluye compuestos insaturados, asi como compuestos fendlicos, que
también son altamente reactivos con el ozono. Debido a esto, se espera que los aceites
ozonados contengan ademas de los productos de reaccion con los acidos grasos, los
productos de reaccién de la fraccion minoritaria del aceite con el ozono (Guerra y col.,
2017). De igual manera, estos productos probablemente les confieran a los aceites
ozonados propiedades particulares responsables de su actividad biolégica (Guerray col.,
2017; Diaz y col., 2001).

Diferentes autores han encontrado evidencia indirecta del papel de los compuestos
minoritarios en el efecto a nivel biolégico de los aceites ozonados. Diaz y col. (2001)
realizaron un estudio comparando la actividad bactericida del aceite de girasol ozonado
comercial (OLEOZON®) y del oleato de metilo ozonado (compuesto modelo debido a que
el acido oleico es uno de los principales componentes del aceite de girasol), demostrando
que si bien los o0zo6nidos tienen una potencial actividad bactericida, no son los Unicos
compuestos involucrados en dicha actividad, teniendo una contribucion importante las

otras especies que se forman en la ozonacion del aceite.

Por otro lado, Guerra y col. (2017) evidencian que los aceites de diferente fuente vegetal
con concentracién de acidos grasos similar, ozonados bajo las mismas condiciones,
presentan diferentes efectos biolégicos. Sin embargo, hasta el momento no se
encontraron estudios de productos de reaccién de la fraccion minoritaria con ozono, ni de

su rol en los efectos in vitro e in vivo de los aceites ozonados.

1.2.2 REACCION DEL OZONO CON ACEITES VEGETALES

El ozono es capaz de reaccionar con compuestos insaturados, asi como con aromaticos,
sin embargo, dada su selectividad, la velocidad de reaccion con los primeros es mayor.
Por ejemplo, las 6rdenes de magnitud de las constantes cinéticas (k) para las reacciones

del ozono con compuestos insaturados y con fendlicos (en un medio de CCls a 20 °C)
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son de 10° , respectivamente (Razumovskii & Zaikov, 1984). En la

y 103

mol-s mol-s

reaccion del ozono con los aceites vegetales, considerando el hecho anterior y que arriba
del 90 % de la composicion de los aceites vegetales esta integrada por compuestos
insaturados, el mecanismo de reaccion del ozono con los compuestos insaturados es el

mas estudiado.

La reaccion del ozono con los compuestos insaturados, tales como los acidos grasos
insaturados de los aceites vegetales, se describe por el mecanismo de Criegee (Criegee,

1975; Razumovskii & Zaikov, 1980), como se puede observar en la figura 1.10.

N
RHC=CHR' + Og — > 0o 1a Etapa
R R’

Ozonido primario
0 1,2,3-trioxolano

o

‘ct_o0—0 + “CR 2a Etapa
H . H/
Oxido de carbonilo  Aldehido

T PR PR

O—OH
H,, O H | 0 N 07O | |
\\i« i, R—C—OH RS + H,0, C c (—0—0—C—0—0—C—);
’ \ N 7/
R <o—2 R 4 H 7/ No—0" N\ | |
Ozénido de Criegee  Hidroxihidroper6xido Diperéxido Poliperdxidos

cisy trans
Figura 1.10 Ruta de reaccion del ozono con los acidos insaturados

La primera etapa de la ruta de reaccion es una cicloadicion 1,3-dipolar del ozono con la
doble ligadura, en la cual se forma el ozénido primario o 1,2,3-trioxolano, el cual es muy

inestable. En la segunda etapa, el ozonido primario se descompone dando lugar al ion
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bipolar y un compuesto con un grupo carbonilo (aldehido o cetona), estos ultimos se
pueden recombinar para formar toda una gama de productos oxigenados dependiendo
de las condiciones de reaccion: ozénidos secundarios u ozoénidos de Criegee (I);
hidroperoxidos (I1); diperoxidos (l11); y poliperoxidos (IV) (Razumovskii & Zaikov, 1980).

1.3 CARACTERIZACION DE ACEITES VEGETALES OZONADOS

La mayor parte de los estudios de caracterizacion, asi como del control de la produccion
de los aceites ozonados, se enfocan en los productos de reaccion con la fraccion
mayoritaria (acidos grasos de los triglicéridos y los acidos grasos libres) y el ozono, que
de acuerdo con el mecanismo de reaccion de Criegee corresponde a ozoénidos y
diferentes perdxidos (dependiendo de las condiciones de la reaccion). La introduccion del
oxigeno en la estructura de los aceites vegetales al ser ozonados se ha corroborado por
técnicas como el andlisis elemental (Diaz y col., 2008). A continuacién, se describen
algunos de los métodos comunmente utilizados para la caracterizacion de los aceites

vegetales ozonados.

1.3.1 PROPIEDADES FiSICOQUIMICAS

Cuando la reaccion del ozono con los aceites vegetales ocurre, las propiedades
fisicoquimicas, tales como indice de yodo, indice de perdxidos, densidad, viscosidad

cambian a lo largo de la misma.

El indice de yodo es una medida del numero total de insaturaciones presentes en la
muestra de aceite, y es por tanto utilizada para evaluar la disminucién de los dobles
enlaces durante el proceso de ozonacion. Se determina agregando a la muestra un
exceso de reactivo halogenado que reacciona con los dobles enlaces (adicion
electrofilica); posteriormente, se valora por retroceso el halégeno que no ha reaccionado
(Travagli y col., 2010).
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Por otro lado, los cambios en propiedades como la densidad, viscosidad e indice de
peréxidos se han asociado a la acumulacion de productos de la reaccion entre el ozono

y los aceites vegetales.

La densidad de los aceites varia muy poco cuando estan puros o frescos, pero se afecta
por la edad, la rancidez y cualquier tratamiento que se le haga al aceite y a su vez,
depende de la temperatura y de la presion. La variacion en los aceites ozonados se ha
relacionado con el aumento de la cantidad de oxigeno activo en las estructuras de los

aceites ozonados (compuestos peroxidicos). (Hernandez, Martinez, & Diaz, 2004).

La viscosidad es una propiedad de los fluidos, la cual se define como la resistencia a la
deformacion del fluido. En los aceites ozonados la viscosidad tiende a aumentar dando
informacion acerca del incremento de fuerzas intermoleculares de Van der Waals, debido
a la eliminacion de los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados (Zanardi y col.,
2008); asi mismo, es un indicativo de la formacion de diferentes productos de reaccion
de mayor masa molecular (poli peréxidos) ( Sadowska y col., 2008; Hernandez, Martinez,
& Diaz, 2004).

Por otro lado, el indice de peréxidos es una medida del oxigeno unido a las grasas en
forma de peroxido. Este parametro permite cuantificar la alteracion del aceite causada
por la oxidacion natural de los dobles enlaces en los &cidos grasos insaturados dando
lugar a la formacion, especialmente, de hidroperoxidos, ademas de cantidades reducidas
de otros peroxidos que posteriormente se polimerizan o se descomponen dando origen
a aldehidos, cetonas y acidos de menor peso molecular. Este proceso es acelerado en
presencia de luz, calor y humedad por lo que la conservacién del aceite es esencial
(Bailey, 1984).

En el caso de los aceites ozonados, el indice de peroxidos resulta ser la técnica mas
comunmente utilizada para el controlar la ozonacion de los aceites, partiendo del principio
de la cuantificacién de los perdxidos formados de la reaccion con el ozono; sin embargo,

los resultados reportados por diferentes trabajos difieren bastante; sobre todo cuando se
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trata de aceites ozonados por largo tiempo (bajo condiciones similares) (Zanardi y col.,
2008; Cirliniy col., 2012; Hernandez, Martinez, & Diaz, 2004). Por lo que diversos autores
proponen modificaciones al método mas utilizado, (método de British Pharmacopoeia),
el cual consiste en la disolucion de una muestra de aceite con una solucion de cloroformo
y acido acético, a la que se le agrega yoduro de potasio en exceso y se deja reaccionar
a temperatura ambiente por un minuto, para posteriormente titular con una solucion de
tiosulfato de sodio de concentracion conocida, obteniendo asi un parametro méas bien

cualitativo que cuantitativo (Zanardi y col., 2008; Hernandez, Martinez, & Diaz, 2004).

1.3.2 METODOS UTILIZADOS PARA LA IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
LOS PRODUCTOS DE OZONACION

Los productos de la reaccién del ozono con compuestos insaturados de los aceites
vegetales ozonados, han sido identificados y cuantificados mediante diversas técnicas,
por ejemplo, las estructuras de los 0zonidos secundarios generalmente son determinados
a través de espectroscopicas como resonancia magnética nuclear (RMN) vy
espectrofotometria infrarroja (IR) (Zanardi y col., 2008; Sega y col., 2010; Guerra Blanco
y col., 2015; Hernandez, Martinez & Diaz, 2004; Diaz y col., 2007), para el caso de los
aldehidos y poli peréxidos se emplea cromatografia de gases (CG) (Diaz y col., 2008;
Ledeay col., 2005).

1.3.3 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE OZONACION MINORITARIOS
METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

Dada la complejidad y diversidad de la fraccién minoritaria de los aceites, se requiere una
serie de técnicas analiticas para caracterizar a cada familia y evaluar su descomposicion
en el proceso de ozonacién. Una parte de la fraccion minoritaria de los aceites esta
constituida por polifenoles. Estos se pueden determinar de manera rapida por el método

colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Gutierrez, Ortiz, & Mendoza, 2008).

El método se basa en la reaccion del reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR), que contiene una
mezcla de wolframato sodico y molibdato sodico en acido fosférico, de color amarillo. El
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FCR es reducido por los grupos fendlicos a pH basico, formando complejos y dando lugar
a una coloracion azul intensa susceptible de ser cuantificada espectrofotométricamente
entre 700 y 765 nm (Antonini y col., 2015; Papoti & Tsimidou, 2009; Cicco y col., 2009).

OH OH

Reactivo de Folin
(W*, Mo®) color
amarillo

g e
Reactivo de Folin
reducido (W**,
Mo®*) color azul

Figura 1.11 Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu con los compuestos
fendlicos (Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2015)

Cabe mencionar que este método, basado en el uso del reactivo de Folin Ciocalteu, no
es exclusivo para compuestos fendlicos ya que el reactivo también reacciona con otros
compuestos reductores como son proteinas, carbohidratos, aminoacidos, tioles, acidos
grasos libres insaturados, vitaminas, aminas, aldehidos y cetonas (Everette y col., 2010),
en consecuencia, este reactivo mide la capacidad reductora total de una muestra y no

sélo la concentracion de compuestos fendlicos de la misma.

1.34 CARACTERIZAC[ON DE ACEITES VEGETALES OZONADOS POR MEDIO DE
LA INSATURACION TOTAL (TU)
La aplicacion de este método surge ante la necesidad de una técnica confiable y de bajo
costo que permita controlar el proceso de ozonacion de los aceites vegetales y medir su
grado de ozonacién, ya que las técnicas actualmente utilizadas requieren equipos
altamente especializados y costosos, 0 bien, son técnicas analiticas que presentan una
alta variacion. El método de insaturacion total, también conocido como indice de dobles
enlaces (DB-index) cuando se trata de un sustrato biologico (ej. sangre o tejido), es una
técnica basada en la caracteristica de los compuestos organicos insaturados para

reaccionar rapidamente con el ozono. Este método puede ser equiparado con el indice
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de yodo (método volumétrico) dado que ambos miden el contenido de dobles ligaduras
en los aceites ozonados; sin embargo, el método de TU es rapido (1-3 minutos) y con

alta precision (£1%) y sensibilidad (Poznyak, Garcia, & Kiseleva, 2008).

El método consiste en la medicion del ozono que participa en la reaccion con las
insaturaciones de una muestra analizada. La reaccion se realiza en un medio organico
(CCls saturado de 0zono), y se registra la concentracion de ozono a la salida del reactor,
es decir el ozono no reactante, contra el tiempo, grafica que lleva el nombre de

ozonograma.

El area total del ozonograma corresponde proporcionalmente a la cantidad de
insaturaciones en la muestra, ya que la reaccion del Oz con las insaturaciones es 1:1 (una
molécula de Os por cada insaturacion). Esta area es comparada con otra area
proveniente del analisis de una solucion estandar de estilbeno, la cual es de
concentracion y >C=C< por mol conocidos. La concentracion de >C=C< en la muestra es
expresada como mmol de >C=C< por gramo de aceite y se calcula mediante la expresion
(1) (Guerray col., 2015).

TU

Gt X Vs X S5 X Vs (1000mmol) _ mmol>c=c<] 1"

Sse X Vg X Wi 1mol Yaceite

*Guerray col. (2015)

Donde (g es la concentracion del estandar de estilbeno (mol/mL); Vi, y V; son los
volumenes inyectados del estandar y de la muestra respectivamente (mL); S; y Ss; son
las areas de los ozonogramas de la muestra y el estandar respectivamente; Vy,; es el

volumende solucion de la muestra (mL); y W, es el peso de la muestra analizada (Q).

1.4 ANTECEDENTES

Los aceites vegetales ozonados mas estudiados han sido el de girasol, oliva, ajonjoli y
soya debido a su alto contenido de acidos grasos insaturados, siendo los mas importantes

el acido oleico y el linoleico. Los aceites de girasol y oliva ozonados son los que se han
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utilizado en mayor medida para su evaluacion terapéutica. Estos aceites han sido
caracterizados por técnicas distintas por diversos investigadores, utilizando algunas

técnicas fisicoquimicas, espectroscopicas y cromatograficas.

Diferentes autores han utilizado las propiedades fisicoquimicas para la caracterizaciéon
de los aceites vegetales ozonados y, por la sencillez de las técnicas, se proponen como
un indicativo de la dosis de ozono adecuada en un aceite vegetal para su evaluacion in
vitro y/o in vivo. De las propiedades mas utilizadas para este efecto, destacan el indice
de peroxidos, la viscosidad y la densidad, las cuales en general relacionan su aumento
con el aumento de productos oxigenados los aceites vegetales (Hernandez, Martinez, &
Diaz, 2004; Diaz y col., 2008; Cirlini y col., 2012).

Por ejemplo, Herndndez y col. (2004) correlacionaron el indice de perdxidos con la
densidad relativa y con la viscosidad del aceite de girasol ozonado; el indice de perdxidos
y la densidad relativa presentaron una relacion lineal, mientras que el indice de peroxidos
y la viscosidad mostraron una relacion exponencial, lo cual demostré que el aumento de
las propiedades fisicoquimicas estd relacionado con el aumento de las especies
oxigenadas en los aceites.

Cirlini y col. (2012) correlacionaron el indice de peroxidos y la densidad del aceite de
girasol ozonado y, al igual que Hernandez y col. (2004), encontraron que dichas
propiedades tienen una relacion lineal, por lo que ellos propusieron utilizar la densidad

como método de control de la ozonacion.

Diaz y col. (2008) realizaron un estudio del aceite de teobroma (cacao) ozonado, en el
gue relacionaron el indice de peréxidos y el contenido de oxigeno obtenido de manera
indirecta por analisis elemental. Encontraron que al aumentar la dosis de ozono aplicada
al aceite aumento de manera lineal del indice de peroxidos y de los compuestos

oxigenados.
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A pesar de que el indice de peroxidos es una técnica ampliamente utilizada para la
caracterizacion y control de la reaccion de ozonacion, es una técnica que se ve afectada
por variables como; la cantidad de yoduro de potasio afiadido, la temperatura y el tiempo
de reaccion. Aungque el método mas aceptado por la comunidad cientifica es el de la
British Pharmacopoeia, diversos investigadores han realizado modificaciones a este
meétodo. Por ejemplo, Cirlini y col. (2012) variaron el tiempo de reacciéon del yoduro de
potasio con el aceite de girasol ozonado (0.5, 2, 6 y 16h) y obtuvieron el mayor valor de
IP en el tiempo de reaccion de 16h. Ademas, los residuos se analizaron por RMN para
identificar los ozénidos remanentes, encontrando que de igual manera, las muestras que
se dejaron reaccionar por 16h no presentaron sefiales de ozdnidos lo cual indica que

ocurre por completo la reaccion del aceite con el yoduro de potasio.

Por su parte Zanardiy col. (2008) propusieron llevar a cabo la reaccion del aceite ozonado
con el yoduro de potasio a reflujo a una temperatura de 60 °C por diferentes tiempos
(10,30,60,120 y 180 min). Encontraron en primer lugar, que los valores de indice de
perdxidos obtenidos por el método oficial (British Pharmacopoeia) fueron muy bajos
(IP<350 mEqg/Kg) considerando las dosis de ozono aplicadas al aceite (30-250 mg/ml);
en segundo lugar, las diferencias en los valores obtenidos entre ambos métodos fueron
hasta 13 veces, siendo mayor el valor obtenido por el método modificado, aunado a eso,
el tiempo optimo de la reacciéon del método es diferente para cada muestra de aceite

ozonado dependiendo de la dosis de ozono aplicada.

El uso del IP como parametro de referencia para su aplicacion clinica se vuelve un
problema con las variaciones de la técnica, tal como lo demuestran Valacchi y col. (2013)
quienes probaron tres aceites ozonados de diferente fuente vegetal, con un valor similar
de IP, obtuvieron diferentes resultados de su efecto biolégico en el analisis in vitro de un
proceso de cicatrizacion. Los autores atribuyen estos resultados a la diferencia en la

composicién de los &cidos grasos insaturados.
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Por otro lado, algunos investigadores han utilizado las técnicas espectroscopicas y
cromatograficas para identificar los subproductos de la reaccion de los aceites vegetales
con ozono de acuerdo al mecanismo de Criegee (Criegee, 1975). Las técnicas mas
utilizadas para la identificacion y estudio del comportamiento de estos subproductos son
IR y RMN, con las cuales ya se han identificado las sefiales caracteristicas, tanto de los
acidos grasos como de los 0zonidos formados. Hernandez y col. (2004), Zanardi y col.
(2008), Sega y col. (2010) coincidieron en la identificacion de ozénidos y su aumento a lo
largo de la ozonacion de aceites vegetales y ademas de la disminucién de las sefales

caracteristicas de las insaturaciones provenientes de acidos grasos.

Diaz y col. (2008) determinaron el contenido de acidos grasos y su disminucion a lo largo
de la ozonacion de aceite de teobroma (cacao), mediante cromatografia de gases.
Durante la ozonacion de este aceite el contenido de acidos grasos insaturados disminuyé

con el aumento de la dosis de ozono aplicada.

Sadowska y col. (2008) mediante la técnica de cromatografia de permeaciéon en gel
(GPC), estudiaron la distribucién de pesos moleculares de los aceites de oliva y de soya
que se ozonaron por periodos de 2, 7 y 20 h (de acuerdo a sus condiciones
experimentales). A tiempos cortos de ozonacion (2 h) se formaron compuestos que
duplicaron el peso molecular de los triglicéridos presentes en los aceites y estos
aumentaron su concentraciéon a medida que avanzoé la reaccion; a partir de las 7 h de
ozonacion se encontraron compuestos de menor peso molecular y a tiempos largos de

ozonacion (20 h), compuestos que cuadriplicaron el peso molecular de los triglicéridos.

Ledea y col. (2005) emplearon diferentes métodos cromatograficos para la
caracterizacion del aceite de girasol ozonado OLEOZON®, (columnas de silicagel, la
cromatografia de capa delgada, la cromatografia liquida de alta resolucion, y la
cromatografia de gases), con las cuales identificaron la fraccion volatil del producto,
compuesta principalmente por hexanal, nonanal y 3-nonenal. Ademas, 14 triglicéridos se

identificaron en el aceite de girasol y la disminucion de estos tras la ozonacién del aceite
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principalmente de tres de ellos, trilinoleina, oleodinoleina y la linoleodioleina, siendo los

acidos oleico y linoleico los principales compuestos de dichos triglicéridos.

Las técnicas descritas (espectroscépicas y cromatograficas) proporcionan informacion
precisa de la identificacion y cuantificacion de los productos de ozonacién; sin embargo,
la infraestructura y la capacitacion exhaustiva en la interpretacion de los resultados limita

Su uso, particularmente en el ambito médico.

Por otro lado, la técnica de TU, que es de reciente aplicacién para la caracterizacion de
aceites ozonados, propuesta por Guerra y col. (2015), tiene ventajas como su precision
(+1%), el tiempo de andlisis (2-3 min) y su sensibilidad al ozono (10 "‘T"‘ ) (Poznyak,
Garcia, & Kiseleva, 2008). Guerra y col. (2015) estudiaron el grado de ozonacién de
aceites de uva y girasol por medio de la TU y las dinAmicas de formacién de ozoénidos
por medio de RMN e IR, encontrando que la disminucién de TU esta directamente
relacionada con la disminucién de insaturaciones y la formacion de ozénidos. Asi mismo,
Guerra Blanco y col. (2017) relacionaron el grado de ozonacion a través de la técnica de
TU de los aceites de girasol y uva con su efecto in vivo, observando diferencias en su
efecto clinico, las cuales las atribuyeron a la fuente vegetal del aceite. Debido al potencial
de esta técnica, resulta interesante relacionar los diferentes pardmetros fisicoquimicos
comunmente utilizados para la caracterizacioén de los aceites vegetales ozonados, con el

grado de ozonacion determinado por la técnica de TU.

Todas estas técnicas de caracterizacion estan enfocadas en la reaccidén de los aceites
vegetales con el ozono mediante el mecanismo de Criegee (Criegee, 1975),
considerando la fraccibn mayoritaria de los aceites vegetales como reactantes. Sin
embargo, los componentes de la fraccion minoritaria, dadas sus caracteristicas
estructurales, pueden ser reactivos con 0zono, pero no se han encontrado reportes que

se enfoquen en ellos y su reaccion con el ozono.
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CAPITULO I

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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2.1 MATERIAS PRIMAS

Las materias primas utilizadas en el desarrollo experimental son reactivos analiticos y

aceites comestibles, tal como se puede apreciar en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Reactivos y aceites vegetales utilizados en la experimentacion

Reactivo (g/gr'\r/:ol) Pureza (%) Fabricante
Acido acético 60.05 <99.7 TECSIQUIM
Cloroformo 119.38 99.8 TECSIQUIM
Yoduro de Potasio 166.1 99.9 J.T. BAKER
Tiosulfato de sodio 248.194 100 J.T. BAKER
pentahidratado
Estilbeno 180.25 96 ALDRICH
Metanol 32.04 <99.8 TECSIQUIM
Tetracloruro de Carbono 153.82 99.9% TECSIQUIM
. . SIGMA-
Reactivo de Folin Ciocalteu - - ALDRICH
Carbonato de Sodio 105.99 <99.5 TECSIQUIM
. . FARMACIA
Aceite de oliva - -- PARIS
_ FARMACIA
Aceite de aguacate - - PARIS
Aceite de uva -- - OLIVI HNOS
Aceite de girasol -- - PATRONA

2.1.1 ACEITES VEGETALES DE ESTUDIO

Los aceites vegetales estudiados en este trabajo, se seleccionaron de acuerdo a su
composicién de acidos grasos principalmente. Dos aceites vegetales mas estudiados y
utilizados con fines terapéuticos son el aceite de oliva y el de girasol. Con fines
comparativos, se seleccionaron otros dos aceites que tuvieran composicion de la fraccién
mayoritaria similar a los dos anteriores. Los aceites de uva y aguacate fueron
seleccionados ya que, ademas de su composicion similar a los aceites de oliva y girasol,

se han reportado propiedades terapéuticas a nivel in vivo del aceite de uva ozonado

27



(Guerra y col. 2015; Guerra y col. 2017), mientras que el aceite de aguacate tiene una
produccion en crecimiento en México, ya que éste es extraido de los desechos de la fruta
(hueso y piel) y México ocupa el primer lugar de produccién de aguacate a nivel mundial
con una participacion del 33% (produccion referida al 2008) (SAGARPA, 2015) .

Los aceites de oliva y aguacate, de acuerdo con la tabla 1.2, son ricos en &cido oleico y
los otros dos, uva y girasol son ricos en acido linoleico lo cual permite realizar

comparaciones entre estos dos pares de aceites, considerando sus similitudes.
2.2 ESQUEMA EXPERIMENTAL

En la figura 2.1 se muestra de manera general la metodologia experimental llevada a

cabo en este trabajo, cada proceso sera descrito en las paginas siguientes.

Ozonacion de aceites

Determinacion de

Insaturacion Total y
grado de ozonacion

v S

Caracterizacion de
productos de ozonacién
minoritarios

| }

Propiedades
fisicoquimicas

Densidad Extraccion
Viscosidad Espectroscopia UV

!

Colorimetria
(Folin Cicoulteu)

Figura 2.1 Esquema de experimentacion

|

Indice de Per6xidos
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2.2.1 PROCEDIMIENTO DE OZONACION

Cada aceite vegetal se 0zono por lotes de 9 g cada uno, por triplicado y cada lote se
guardo en viales ambar y se mantuvo en refrigeracion para su posterior analisis individual.
La ozonacion de los aceites se llevaron a cabo a presion y temperatura ambiente (585
mmHg y 23£3 °C) en un reactor de tipo semicontinuo, con una capacidad de 10 mL. En

la figura 2.2 se observa el esquema del sistema de ozonacion.

G
6

® 2 |g 4 -------- M

; —]l |
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X R
. ----- >
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Cc
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Figura 2.2 Esquema del sistema de ozonacién: tanque de oxigeno (T); Generador de
ozono AZCO (G); Reactor (R); Analizador de ozono (A); Modulo de adquisicion de datos
(M); Equipo de computo (C).

El ozono es generado a partir de oxigeno seco con una pureza del 99.5% proveniente de
un tanque (T), por medio de un generador de ozono “AZCO” (G). Las condiciones de
trabajo fueron: concentracion de ozono 30 + 2 mg/L, a un flujo de 0.5 L/min, las cuales

fueron determinadas por estudios previos del grupo de trabajo (Guerra y col., 2015).

La mezcla ozono/oxigeno proveniente del generador es introducido al reactor (R) por la
parte inferior y es distribuido uniformemente en el aceite por medio de un difusor; el
reactor se mantiene en un bafilo de agua a temperatura ambiente para mantener la
temperatura estable ya que se trata de una reaccion exotérmica. En la parte superior del

reactor se encuentra una salida que se conecta a un analizador de ozono (A) en fase
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gaseosa BMT-930 conectado a un equipo de computo (C) que recibe los datos para ser
procesados en el software MATLAB®, mediante un modulo de adquisicion de datos (M)
National Instruments Modelo USB 6008 y generar el ozonograma, que es el grafico de la

concentracion de ozono a la salida del reactor en funcién del tiempo.

Los tiempos de ozonacion fueron determinados por medio del ozonograma de cada
aceite. Cuando la concentracion a la salida del reactor fue igual a la de la entrada, el
0zono ya nho esté reaccionando con el aceite por lo que se tiene una ozonacién completa.
Para los cuatro aceites el tiempo en que se completd la reaccion fue de 4 h y

posteriormente se fijaron tiempos intermedios a este (0.5, 1,2y 3 h).

2.2.2 DETERMINACION DE INSATURACION TOTAL

La medicién de la insaturacion total se llevé a cabo haciendo algunas modificaciones al
sistema de ozonacién descrito previamente. Se instalé un reactor de una capacidad de 3
mL, mantenido en bafio de hielo. Este reactor contenia CCls saturado con ozono, y las
condiciones de trabajo fueron: flujo y concentracion de ozono de 0.1 L/miny 6 + 1 mg/L

respectivamente.

Se disolvieron en CHCIs 20 mg de cada muestra de los aceites (sin ozonar y ozonados),
y se inyectaron entre 10 - 50 pL (dependiendo del tiempo de ozonacion de la muestra de
aceite) al reactor. Este procedimiento se realiz6 por triplicado para cada muestra y para

un estandar de estilbeno de concentracidon conocida.

Las areas obtenidas de los ozonogramas de la muestra de aceite y del estandar se
utilizan para su comparacion y para el calculo de la TU, debido a que el estandar es de
concentracion y >C=C</mol conocidos, la expresion (1), descrita en el capitulo I, permite
calcular las insaturaciones de las muestras y expresarlas como mmol >C=C</g de

muestra.
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Posteriormente, el grado de ozonacion (GO), el cual equivale al porcentaje de sustrato
oxidable que ha reaccionado con el ozono a un determinado tiempo se determiné con la
expresion (2):

Ue

GO —(1 r
£t TU

) %100 2

l

Donde GO, es el Grado de ozonacion al tiempo t, TU; la insaturacion total del aceite

vegetal al tiempo t de ozonacion, TU; es la insaturacion total del aceite vegetal sin ozonar.

2.2.3 DETERMINACION DE LA DENSIDAD

La densidad relativa se determiné a una temperatura similar a la corporal de 37°C, debido
al uso topico que se les da a los aceites ozonados. Se utilizé un picnémetro calibrado de
5.414 mL, para cada lote de aceites ozonados y sin ozonar, y como fluido de referencia
se utilizé agua destilada a las mismas condiciones. Las determinaciones se realizaron

por triplicado.

2.2.4 DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD

La viscosidad cinematica se midi6 utilizando capilares de Cannon-Fenske calibrados, de
tamario 200 y 300 (con constantes proporcionadas de fabrica de 0.08979 mm?/seg? y
0.2258 mm?/seg?, respectivamente). Se midié el tiempo de flujo de un volumen dado del
aceite en el capilar, bajo la influencia de la gravedad. Las mediciones se realizaron a
temperatura controlada (37 £ 0.5 °C) en un bafio con recirculacion, realizando tres las
mediciones por triplicado.

Con los datos de la viscosidad cinemética y la densidad, se calculd la viscosidad

dindmica, mediante la expresion (3).

u =vpx0.01 [poise] (3)
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2
Donde u es la viscosidad dinamica, v es la viscosidad cinematica en % y p la densidad
en -, ambos medidos a 37 °C.

2.2.5 DETERMINACION DEL INDICE DE PEROXIDOS

El indice de peroxidos se determiné en base a el procedimiento Norma Mexicana NMX-
K-402-1973 la cual es comparable con el de la British Pharmacopoeia. Se hicieron
modificaciones al procedimiento de la norma considerando que la técnica esta disefiada
para aceites poco oxidados, asi como los resultados de Cirlini y col. (2012) y Zanardi y
col. (2008).

Se tomaron muestras de cada aceite (sin ozonar y ozonados) de 1 g. Cada una de ellas
se disolvié en 4 ml de solucién de acido acético-cloroformo con una relacion 3:2, y se le
afadio entre 1 y 2.5 mL de solucién saturada de yoduro de potasio (para asegurar un
exceso); este volumen se determind asumiendo que la estequiometria de reaccion
ozono:>C=C< es 1:1, tomando en cuenta la masa de ozono alimentado para cada tiempo
de ozonacion. Esta mezcla se dej6 reposar protegida de la luz durante 15 minutos. Luego
se agreg0 agua para disolver el yodo liberado y se titul6 con solucién de tiosulfato de
sodio 0.1 N hasta la desaparicion del color amarillo. Se agregaron gotas de indicador de
almidon, dejando nuevamente en reposo, protegido de la luz, entre 10 miny 72 h, tiempo

en el cudl se siguio titulando hasta la desaparicibn completa del color azul.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y ademéas se realiz6 el mismo
procedimiento para una muestra blanco, aceite. El indice de perdxidos se calculd con la

expresion (4).
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A, —Ay)N meq 02
1P=%x1000 L] 4)

kg aceite
Donde 4,, y 4, son los volumenes de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion de la
muestra y del blanco respectivamente (mL); N la normalidad de la solucién de tiosulfato

de sodio (eg/L); y M el peso de la muestra (g).
2.2.6 ANALISIS DE LA FRACCION MINORITARIA DE LOS ACEITES OZONADOS

2.2.6.1 PROCESO DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO

Se llevo a cabo la extraccién de los compuestos polares para cada lote de aceite por
medio de una extraccion liquido-liquido con una solucion metanol:agua (MeOH:H20) en
una proporcién 60:40 (v:v), de acuerdo al siguiente procedimiento:

Se tomo una muestra de 1.5 g de cada lote de aceite (antes y después de ozonar) y se
disolvié en hexano en una proporcion 1:1. A la disolucion se le agregaron 1.5 ml de la
solucion MeOH:H20 (60:40) y se colocd en el vortex por 1 min, posteriormente se
centrifugé 15min para separar las fases y se extrajo la fase acuo-metandlica para su

almacenaje y posterior analisis.

2.2.6.2 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Cada muestra de fase acuo-metandlica obtenida de la extraccion, se filtré con acrodiscos
de 0.45 um de tamafio de poro y se analiz6 en espectrofotémetro UV-VIS (Perkin Elmer
modelo Lambda 25); se obtuvo el espectro de las muestras en un intervalo de 200 a
300nm.
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2.2.6.3 DETERMIN}ACIC’)N DE CONCENTRACION DE POLIFENOLES TOTALES
POR EL METODO DE FOLIN CIOCALTEU

En este trabajo se utilizé el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu para la determinacion

del contenido total de polifenoles en los aceites; debido a la importancia de estos

compuestos por su actividad antioxidante y terapéutica (Gutierrez, Ortiz, & Mendoza,

2008).

A continuacién, se describe el procedimiento que se sigui6é para el método de Folin-
Ciocalteu. Es importante mencionar que el método fue adaptado tomando en cuenta
diferentes referencias relacionadas con este método (Monteodoro y col., 1992; Garcia,
Ferndndez, & Fuentes, 2015; Guzel, Nur Herken, & Erel, 2009). Para las adaptaciones
se realizaron experimentos ajustando el volumen del Reactivo de Folin Ciocalteu (FCR),
el cual debe estar en exceso, el volumen de carbonato de sodio, el tiempo de reaccion y

la longitud de onda a la cual se mide la absorbancia.

Se tomé 1 mL de muestra de la fase acuo-metandlica obtenida de la extraccion previa,
se filtr6 y se diluyé con 3.6 mL de agua destilada. Se le adicionaron 100 uL del FCR
(volumen ajustado para asegurar su exceso), y se dejo reposar por 3 min para después
afadir 300 pL de solucion acuosa de Na2COs al 20% peso, siendo este el volumen mas
adecuado para evitar precipitacion y alcanzar pH 9. Transcurridos 90 min de la reaccién
a partir del momento en que se afiade la solucién de Na2COs (tiempo necesario para
alcanzar conversion completa de la especie reductora a complejo colorido), se determiné
su absorbancia a A=700 nm (fue la absorbancia maxima encontrada para el complejo

colorido).

Cabe destacar que para este método es necesaria una sustancia de referencia, para lo
cual se realiz6 una curva de calibracion, con soluciones de acido galico en MeOH:H20
(60:40) en un intervalo de concentraciéon de 0 ppm a 50 mg/L . De la curva de calibracién

se obtuvo la ecuacion (5).
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y =0.0221x  (5)

Donde y es la absorbancia y x es la concentracion de acido galico. Con la expresion (5)
y la relacion de volumen de extracto obtenido por gramo de aceite se determiné la

expresion (6) para calcular la concentracion de polifenoles totales.

_ y mg mlextracto 1L 1000g _ MYga
[Eqcal = — 3 = (6)
0.0221 L aceite 1000 mL/ \ 1kg kgaceite
Donde [Eq.,] es la concentracion de polifenoles en [k’;ﬂ],y es la absorbancia de la
aceite
muestra.
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CAPITULO Il

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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3.1 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS
ACEITES VEGETALES SIN OZONAR

Previo a la ozonacién, se determiné la viscosidad dindmica, la densidad y el indice de

peréxidos de los aceites vegetales, debido a que son técnicas comunmente utilizadas

como parametros de calidad y en este trabajo se estudié su modificacion debido a la

ozonacion; adicionalmente, se midié su insaturacion total. En la tabla 3.1 se presentan

los valores obtenidos de estas propiedades para cada uno de los aceites estudiados.

Tabla 3.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los aceites vegetales sin ozonar

DENSIDAD VISCOSIDAD INDICE DE | POLIFENOLES TU
g ] PEROXIDOS TOTALES l
ACEITE () (Poise) e O o (mmo >c=C<)
@37°C @3r°c (kg aceite) (kg aceite) g acette

OLIVA 0.9177 £+ 2x10* | 0.3295 + 4.6x10° | 4.922 + 0.099 30.09 +5.52 4.309 + 0.45

AGUACATE | 0.9162 + 1x10* | 0.3582 + 1.9x10° | 81.611 + 3.42 19.59 + 5.88 4477 +0.24

UVA 0.9211 +0.0 0.3417 +6.0x107 | 25.185+ 5.30 8.41 +1.56 5.063 £ 0.41

GIRASOL 0.9151+0.0 0.3942 +1.0x10° | 39.960 + 8.91 12.13+0.20 4.319+0.25

*Equivalentes de acido galico

Como se puede observar en la tabla 3.1, los cuatro aceites estudiados presentan
densidades y viscosidades similares. Los valores de estas propiedades, se encuentran
dentro de los rangos reportados en la literatura para aceites vegetales no ozonados
(CODEX ALIMENTARIUS, 1999; CODEX ALIMENTARIUS, 1981; Guzman & Dorantes,

2008) por lo que se consideran aceites de buena calidad.

Por otro lado, se observa que el aceite de uva es el que presenta un mayor valor de TU,
mientras que el valor mas bajo de ésta corresponde al aceite de oliva. Ya que la TU indica
la cantidad de especies en el aceite susceptibles de reaccionar con el ozono, el aceite de
uva es el que tiene mayor contenido de especies oxidables (en total). Cabe destacar que

el aceite de oliva tiene una mayor concentracion de polifenoles totales; si bien estos
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compuestos forman parte de la fraccion minoritaria de los aceites, debido a su estructura

son susceptibles de reaccionar con el ozono.

3.2 OZONACION DE LOS ACEITES VEGETALES

Los aceites vegetales se ozonaron por tiempos diferentes de acuerdo a lo expuesto en el
capitulo I, con el fin de evaluar el cambio en sus propiedades fisicoquimicas, asi como
en la concentracion de polifenoles totales e insaturacion total, en funcion del grado de

ozonacion.

3.3 DETERMINACION DE CARACTERISTICAS FiSICOQUIMICAS DE LOS
ACEITES OZONADOS

En esta seccion se presentan los resultados correspondientes a la variacion de las

siguientes propiedades: densidad, viscosidad e indice de peroxidos con respecto al grado

de ozonacion de los aceites.

3.3.1 Densidad

En la Figura 3.1 se presenta el comportamiento de la densidad de los aceites con
respecto al tiempo de ozonacion; como puede observarse, esta propiedad incrementa de
manera constante y es similar para los cuatro aceites hasta las 2 h de ozonacion, donde
se puede observar un cambio en la pendiente para los cuatro aceites en diferente
proporcion. Este comportamiento es esperado, debido a que como se menciono
anteriormente la densidad se ha asociado a la introduccion de oxigeno en la estructura
de los componentes del aceite para formar diferentes especies oxigenadas, tales como
ozoénidos y poli peréxidos, de acuerdo al mecanismo de Criegee (Criegee, 1975), por lo
gue conforme avanza la reaccion se vuelve lenta la introduccion del oxigeno en la

estructura del aceite.
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Figura 3.1 Variacion de la densidad a lo largo de la ozonacién

3.3.2 Viscosidad

Muchos autores reportan la viscosidad como parametro de control del proceso de
ozonacién de los aceites; patentes como (Patente n® WO2001037829A1, 2001; Patente
n° US984722 A, 1911) utilizan el cambio de viscosidad como indicativo del término de la

reaccion del ozono con las insaturaciones de los aceites.

En la Figura 3.2 se presenta el comportamiento de la viscosidad de los aceites a lo largo
de la ozonacion, en donde puede observarse que durante la primera hora de ozonacién
la viscosidad aumenta de manera muy similar para los cuatro aceites, pero después de
este periodo la viscosidad se incrementa considerablemente, y los perfiles son diferentes
para cada aceite. Los perfiles de los aceites de oliva y aguacate son muy similares hasta
las 2 h de ozonacion, en cambio, los perfiles de los aceites de girasol y uva son diferentes;
el aceite de girasol aumento 11 veces su valor inicial mientras que el de uva se elevo 34

veces.
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Figura 3.2 Variacion de la viscosidad a lo largo de la ozonacion

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo observado por Sadowska y col.
(2008) y Guerra y col. (2015) quienes reportan que a tiempos cortos de ozonacion se
forman principalmente ozoénidos, y que el cambio en la pendiente en la grafica de
formacion de los ozonidos coincide con el aumento de la viscosidad (preferencia por
formar poliperdxidos en lugar de ozonidos). Esto podria explicar el comportamiento que

tiene la viscosidad y su aumento subito a partir de la primera hora de ozonacién.

Dados los pardmetros de concentraciones de acidos grasos (ver tabla 1.2) en los aceites
estudiados, se esperarian comportamientos en la viscosidad similares entre los aceites
ricos en &cido oleico (Oliva y Aguacate) y los aceites ricos en acido linoleico (Uva y
Girasol). Sin embargo, se observa que los aceites de uva y girasol son completamente
diferentes a partir de una hora. El comportamiento de la viscosidad revela diferencias en
la distribucion de las especies de mayor peso molecular (poli peroxidos) en los aceites

ozonados dependiendo de su fuente vegetal. Este hecho sugiere que, dependiendo de la
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fuente vegetal del aceite, sera la selectividad de la reaccion hacia o0zonidos o poli

peréxidos (si la reaccion se lleva a cabo en ausencia de solventes polares).

Asi mismo la viscosidad también puede depender de la configuracibn molecular de las
cadenas acilo insaturadas después de la ozonacion, y que también son responsables del
comportamiento reologico, el cual difiere en cada tipo de aceite vegetal (Valacchiy col.,
2013).

3.3.3 Iindice de peréxidos

Adicionalmente a la viscosidad, el principal parametro que se utiliza para monitorear la
ozonacion de los aceites es el indice de peroxidos; diversos autores han asociado valores
optimos de indice de peroxidos de acuerdo a la patologia a tratar (Martinez y col., 2012);
por ejemplo (Valacchi y col., 2010). Sin embargo, como se menciond anteriormente es
una técnica poco confiable por su poca precision en aceites con alto contenido de
especies oxidantes. En este trabajo se modificé el procedimiento descrito por la NMX-K-
402-1973, modificando el tiempo de reaccion entre 10 minutos y 72 horas dependiendo

del tiempo de ozonacion del aceite.

En la Figura 3.3 se presenta el comportamiento del IP de los aceites a lo largo de la
ozonacion; en esta figura se puede observar como sus tendencias incrementan con
respecto al tiempo de ozonacion; lo cual implica que la concentracidbn de especies

oxidantes en los aceites aumenta (0zonidos, poli peroxidos).
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Figura 3.3 Variacion del indice de peroxidos a lo largo de la ozonacién

De acuerdo al valor de TU inicial del aceite de uva (el mayor de los cuatro aceites), se
esperaria este aceite también obtuviera el mayor valor de IP a lo largo de toda la reaccién,
pero puede observarse que durante las primeras tres horas de ozonacion su perfil es muy
similar al de oliva y aguacate, los cuales tienen una TU inicial menor. De acuerdo con la
Figura 3.3, no se observaron diferencias significativas entre estos aceites. En cambio, el
aceite de girasol, el cual tiene una TU inicial similar a los aceites de oliva y aguacate,

presenta un incremento menor de IP.

La mayoria de los autores afirma que la reaccion del ozono ocurre con la fraccion
mayoritaria del aceite, considerando este hecho, se esperaria que los perfiles del aceite
de uva y girasol fueran similares, situaciébn que no se observa en la figura 3.3.
Adicionalmente, puede observarse que las barras de error son mas grandes entre mayor

sea el valor del IP, particularmente en 3 y 4 horas de ozonacion, estos resultados son un
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indicio de que este método presenta deficiencias para aceites con alto grado de
ozonacién por lo que no resulta ser una técnica apropiada para caracterizar aceites
ozonados, lo cual coincide con las observaciones de diversos autores (Zanardi y col.,
2008; Segay col., 2010; Herndndez, Martinez & Diaz, 2004).

El método descrito en la British Pharmacopoeia es el mas utilizado (Hernandez, Martinez,
& Diaz, 2004), pero debido a que la reaccion que tiene lugar en la determinacion de IP
es altamente dependiente de la temperatura y del tiempo de reaccion, algunos autores
han reportado modificaciones a este método (Cirlini y col., 2012; Zanardi y col., 2008).
Dichos autores validaron que el método de la British Pharmacopoeia no es apropiado
para aceites con alto contenido de especies oxidantes, debido a que encuentran
diferencias en los valores obtenidos por ambos métodos hasta 13 veces, siendo mayor
el valor obtenido por el método modificado. Sin embargo, ninguna norma establece un
control en la temperatura y tiempo de reaccion de la determinacion de IP, ya que las

normas estan disefladas para analisis de aceites oxidados naturalmente con indices de
m-—eq

peréxidos menores a 100 e

Los resultados obtenidos de la variacion de la viscosidad e IP, asi como la TU inicial
sugieren que la reaccion no solo se lleva a cabo con la fraccion mayoritaria, existiendo
dentro de la fraccibn minoritaria otros compuestos que, de acuerdo a sus estructuras,
mostradas en el capitulo I, son susceptibles de reaccionar con el ozono, es por ello que
a continuacion se describen los resultados de la reaccién del ozono con una parte de los

componentes minoritarios.

3.4 DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES EN LOS ACEITES
OZONADOS

A cada aceite vegetal (antes y después de ozonar) se le realizd una extraccion de los
compuestos polares de acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo Il. La fase acuo-

metandlica resultante de la extraccidén se analizé por espectroscopia de UV.
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En la figura 3.4 se presentan los espectros UV de los compuestos polares extraidos de

los aceites. Para los cuatro aceites conforme aumenta el tiempo de ozonacion la

absorbancia aumenta (entre 200-280nm), lo que indica una mayor concentracién de

especies detectadas.
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Figura 3.4 Espectros UV de los compuestos polares extraidos de los aceites ozonados:
a) Aceite de oliva, b) Aceite de aguacate, c) Aceite de Uva, d) Aceite de girasol
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Se puede observar que los espectros del aceite de uva ozonado (para los 5 tiempos de
ozonacién) presentaron absorbancias mayores, comparadas con los demas aceites,
llegando a una saturacién, debido a una alta concentracién en sus componentes, lo cual
es congruente ya que este aceite es el que presento una mayor TU. Cabe mencionar que
en la extraccion de los compuestos polares de este aceite se formo un sistema trifasico
en la muestra de 4h, con la fraccibn mas densa se pudo realizar el espectro UV, pero no
se pudo realizar la medicién de los polifenoles (método de Folin-Ciocalteu) ya que la

muestra presento precipitacion.

Para los aceites ozonados de oliva, aguacate y girasol, en la longitud de onda 225 nm se
forma una banda a lo largo de la ozonacion. Asi mismo en la longitud de onda de 247 nm
para los aceites ozonados de oliva, aguacate y uva se ve un aumento en la absorbancia
a medida que el tiempo de ozonacion avanza hasta hacerse muy notable a las cuatro
horas de ozonacion. En los aceites de uva y girasol se forma un pico pequefio a una

longitud de onda 280 nm.

Ademas de los ozénidos y poli peroxidos, diversos autores han identificado aldehidos en
los aceites ozonados (Diaz y col., 2007; Ledea y col., 2005; Cirlini y col., 2012),
incluyendo el nonanal y hexanal que provienen del acido oleico y del &cido linoleico,

respectivamente.

La literatura indica que las longitudes de onda caracteristicas de los aldehidos estan entre
los 180-293 nm (Skoog, Holler, & Crouch, 2008), incluso en el trabajo de Crowell (1962)
se identificé la longitud de onda caracteristica del nonanal en 287nm; por ello, las bandas
encontradas en los 225, 247 y 280 nm de los espectros de los aceites ozonados en este

trabajo podrian atribuirse a aldehidos formados producto de la ozonacion.

De acuerdo al mecanismo de Criegee (Criegee, 1975), la primera etapa es la formacion
del ozonido primario o 1,2,3-trioxolano, el cual es muy inestable por lo que se

descompone en el ion bipolar y un compuesto con un grupo carbonilo ya sea un aldehido
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0 una cetona; estos ultimos se pueden re-arreglar a diferentes productos dependiendo

de las condiciones de reaccion.

En solventes no polares o sin solvente se forman ozoénidos y poli peroxidos, y en
presencia de solventes polares se forman o0zonidos, poli peréxidos y aldehidos; tal como
lo observan Ledea y col. (2003) en su estudio de espectroscopia H-NMR de la ozonacién
del acido oleico y el oleato de metilo en presencia de hexano, etanol y agua. En la
ozonacion con hexano, estos autores encontraron ozonidos y oligdmeros; en presencia
de etanol, los hidroperéxidos eran los productos mayoritarios; en presencia de agua

observaron la presencia de aldehidos, ozénidos y oligobmeros.

Cabe recordar que en este trabajo los aceites se ozonaron sin solvente, por lo cual no se
esperaba una mayor acumulacion de aldehidos. La presencia de estos compuestos a
tiempos largos de ozonacién podria deberse a que, debido a los impedimentos asociados
al aumento de la viscosidad, se reduce la posibilidad de que el ion bipolar y los aldehidos
formados en la segunda etapa, de acuerdo al mecanismo de Criegee (Criegee, 1975), se
puedan re arreglar hacia ozénidos y poliperéxidos. Sin embargo, desde los primeros 30
minutos de ozonacion (tiempo corto, de acuerdo a las condiciones experimentales) se
observan estas sefiales, lo cual da un indicio de que se estan formando algunos otros
componentes polares (ya que son extraidos en la fraccion acuo-metandlica) que no
corresponden al esquema de reaccién del ozono con los acidos grasos de los aceites;
probablemente, estos componentes corresponden a productos de reaccién de la fraccion

minoritaria con el ozono.

Si bien los espectros de UV pueden dar un panorama general de los componentes que
son extraidos de los aceites ozonados, no aporta suficiente informacion para la
identificacion de los mismos; por lo que seria necesario implementar técnicas mas
detalladas como las cromatograficas (HPLC, CG, HPLC-MS, GC-MS, etc.).
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Adicionalmente a la medicidén de los espectros UV, a la fase acuo-metandlica obtenida
de la extraccion, se le realizd una determinacion de polifenoles totales por el método de

Folin-Ciocalteu.

En la figura 3.5 se puede observar que aparentemente los polifenoles totales aumentan
a lo largo de la reaccion. Se esperaba que la concentracion de estos compuestos
disminuyera a lo largo de la reaccion, dada la premisa de que son compuestos altamente
reactivos con el 0zono por sus estructuras quimicas y ademas, por el tipo de reacciones
que se llevan a cabo, la formacion de estos compuestos no se ajusta a los mecanismos

de reaccion reportados.
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Figura 3.5 Concentracion de especies reductoras a lo largo de la ozonacion

El método de Folin-Ciocalteu cuantifica especies reductoras; siendo primordialmente
polifenoles en los aceites vegetales sin ozonar. Como se mencioné previamente; dentro

de los compuestos que causan interferencias en el método estan: las proteinas, los
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carbohidratos, los aminoacidos, los tioles, las aminas, las cetonas, los acidos grasos

insaturados, las vitaminas, y los aldehidos.

La presencia de aldehidos en las muestras analizadas podria representar una
interferencia en el método de Folin, que podria explicar el aumento en los “polifenoles
totales” sin embargo de acuerdo con (Everette y col., 2010) si bien los aldehidos pueden
ser reactivos con el reactivo de Folin-Ciocalteu, su reactividad es muy baja y de acuerdo
al mecanismo de Criegee (Criegee, 1975), estas especies no deberian estar en grandes
cantidades (y desde el inicio de la reaccion), ya que la ozonacion no se llevo a cabo con

solventes polares.

Debido a lo anterior, los resultados obtenidos por el método de Folin Ciocalteu reflejan la
concentracion de especies reductoras acumuladas en los aceites ozonados; estas
especies aumentan con una tendencia similar para los cuatro aceites a lo largo de la
ozonacién. De acuerdo a los valores iniciales de TU, en el aceite de uva podria esperar
una mayor concentracion de estos productos, con respecto a los otros aceites. Si bien
esta situacion no se presento, el método evidencio diferencias en los productos extraidos
en el aceite de uva con respecto a los demas. Durante la extraccién de los compuestos
polares del aceite de uva ozonado durante cuatro horas, se obtuvieron tres fases, cuando
en todos los otros extractos solamente se formaron dos, debido a esto, no se pudo

realizar la cuantificacion de especies reductoras en dicha muestra.

La informacién presentada hasta este momento sugiere que el aumento en la
concentracion de especies reductoras durante la primera hora de ozonacion (entre un 30-
40% del total de especies reductoras) podria no deberse solamente a los aldehidos. Es
mas probable que éstos se acumulen en tiempos de ozonacion mas largos, debido a la
explicacion planteada previamente. Los resultados sugieren que, si bien puede existir
presencia de aldehidos, otras especies reductoras son aquellas las que interfieren en el

método de Folin-Ciocalteu.
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Los resultados presentados hasta el momento proporcionan evidencia indirecta de que
durante la ozonacion se estan formando diferentes especies en cada aceite, tal es el caso
del aceite uva, el cual es el Unico del que se forma un sistema trifasico en la extraccién
de compuestos polares; adicionalmente, los espectros UV del extracto polar de cada
aceite presentan diferencias, siendo los de oliva y de aguacate los mas parecidos; el de
girasol el que presenta concentraciones mas bajas y el de uva el mas diferente de los
demas. Estos resultados concuerdan con las hipétesis previamente planteadas, ya que
cada aceite tiene diferente composicion y concentracion en la fraccion minoritaria la cual

depende de la fuente vegetal y el método de obtencién del aceite.

3.5 DETERMINACION DEL GRADO DE OZONACION POR LA TECNICA TU

En la Figura 3.6, se muestra la variacion de la TU a lo largo de la ozonacién, para cada
uno de los aceites, en la cual se pueden observar perfiles de descomposicion de sustratos

oxidables similares.
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Si bien, la técnica de TU cuantifica el sustrato oxidable presente en el aceite, tanto en la
fraccibn mayoritaria como en la fraccion minoritaria, los perfiles de descomposicion de
TU estan influenciados en mayor medida por la fraccibn mayoritaria (acido oleico y
linoleico) de cada aceite. Considerando que el O3 reacciona con todas las >C=C< con

constantes de velocidad de reaccién similares (alrededor de 2x10° %),

mol-s

independientemente de las estructuras quimicas de los compuestos que contengan las
>C=C< (acido oleico o linoleico) (Guerra y col.,2015), esta similitud en los perfiles es

esperada.

A pesar de los perfiles de TU son muy similares, estudios previos del grupo de trabajo
(Guerra-Blanco y col., 2015) han reportado que bajo estas condiciones experimentales
los productos de reaccion se distribuyen en tres etapas, en la primera etapa los >C=C<
reaccionan con el ozono formando principalmente ozénidos secundarios (hasta 1h de
reaccion); en la segunda etapa comprendida entre 1-2h de ozonacién, se van
acumulando poli-peréxidos y después de dos horas el sustrato oxidable remanente forma
poliperéxidos. La relevancia de la técnica de TU radica en disponer de un método preciso
y repetible (Poznyak, Garcia, & Kiseleva, 2008) para determinar el grado de ozonacion
de un aceite y asociarlo a sus caracteristicas fisicoquimicas, asi como a los productos de

ozonacion acumulados.

3.5.1 RELACION ENTRE LA TU Y LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE
LOS ACEITES OZONADOS

Diferentes autores han trabajado en la relacién del IP con otras técnicas mas confiables

y sencillas; tal es el caso de Hernandez y col. (2004) quienes relacionan IP con densidad

y viscosidad. Aunque han determinado una relacion lineal entre estas variables, los

valores de IP pueden ser muy distintos para una misma dosis de ozono aplicada

dependiendo del método de su determinacion como se presento en la Tabla 3.2.
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En la Figura 3.7 se presentan los resultados correspondientes a la relacion entre el grado

de ozonacioén y los cambios en las propiedades fisicoquimicas (densidad, viscosidad,

indice de peréxidos), asi como las especies reductoras de los aceites vegetales.
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Figura 3.7 Relacion del grado de ozonacién con a) la densidad, b) la viscosidad, c) el indice de
perdxidos y d) las especies reductoras

En primera instancia, se observa que para valores iguales de cualquiera de las
propiedades, el grado de ozonacion de cada aceite es muy distinto, por ejemplo, para

alcanzar un IP=600 T{—egq (determinado bajo las condiciones experimentales establecidas

en este trabajo), los aceites necesitan tener un grado de ozonacion del 61, 64, 72y 89 %

para uva, oliva, aguacate y girasol respectivamente. Esto pone en evidencia que la
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aplicacion de un aceite ozonado en funcién de alguna propiedad, tal como IP, no es

apropiado.

De acuerdo con la Figura 3.7, los perfiles de TU contra densidad son similares entre los
cuatro aceites, dado que la densidad describe el aumento de oxigeno en la estructura; se
espera que estas variables sean correspondientes. En cambio, propiedades como la
viscosidad, el indice de peroxidos y la concentracion de especies reductoras presentan
marcadas diferencias dependiendo de la fuente vegetal del aceite, esto concuerda con
(Guerra Blanco y col., 2015) quien observé que en dos aceites vegetales (uva y girasol)
la distribucion de los productos de reaccion, ozonidos secundarios y poli peroxidos, se ve

afectada dependiendo de la fuente vegetal del aceite.

En la Figura 3.7-b, la relacién de la viscosidad con TU tiene una forma exponencial y su
comportamiento revela diferencias en la distribucion de las especies de mayor peso
molecular (poli peroxidos) en los aceites ozonados dependiendo de su fuente vegetal, tal
como lo describen Sadowsk y col. (2008) y Guerra y col. (2015). Los primeros encuentran
una diferencia marcada en la acumulacion de productos que triplican y cuadruplican el
peso molecular de los triglicéridos presentes en dos aceites ozonados (soya y oliva)
cuando éstos se ozonan tiempos largos; los segundos también encuentran diferencias
en la acumulacién de poli peréxidos en dos aceites (uva y girasol) ozonados también por
tiempos largos (de acuerdo a las condiciones experimentales). Por otro lado, otra de las
posibilidades que explicaria el aumento subito de la viscosidad, es la formacion de

entrecruzamientos de las moléculas de especies de mayor peso molecular.

En la relacion del indice de peréxidos con la TU (figura 3.7-c) se observa que no parece
corresponder a una relacion lineal. Los perfiles de esta relacion se esperaba fueran
similares al presentado por la densidad, con una tendencia lineal, considerando que: a)
la TU cuantifica el sustrato oxidable por el ozono, b) que el IP cuantifica la concentracion
de especies oxidantes y que c) la estequiometria de la reaccion de los >C=C< de los

aceites con ozono es 1:1. Estos resultados concuerdan lo que han descrito por otros
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autores (Zanardi y col., 2008; Cirlini y col., 2012), la técnica de indice de peroxidos
presenta una serie de problemas analiticos cuando se analizan aceites con alto grado de

ozonacion.

Adicionalmente se observa que cuando han reaccionado todas las >C=C< de los aceites
(TU=0) cada aceite tiene un valor distinto de IP, siendo el aceite de uva el que presenta
valores mas altos, mientras que el que presenta valores mas bajos es el aceite de girasol,
a pesar de que ambos aceites tienen un contenido similar en su fraccion mayoritaria

(fraccion que aporta mayor cantidad de productos oxigenados).

Por otro lado, al analizar la relacién de la concentracion de especies reductoras y TU
(figura 3.7-d), se observa que el perfil y concentracion cambia de acuerdo a la fuente
vegetal del aceite. Este hecho tiene mucho sentido, considerando que los resultados de
este trabajo sugieren que la acumulacion de estas especies se relaciona con los
aldehidos, asi como la formacion de compuestos que pueden ser originados por la
reaccion del ozono con los compuestos minoritarios, y dado que cada aceite vegetal
difiere su composicién minoritaria se espera que estos productos y sus concentraciones

sean distintos.

Las relaciones del grado de ozonacién con las propiedades fisicoquimicas del aceite de
uva se muestran en la figura 3.8. La densidad, el indice de perdxidos y la concentracion
de especies reductoras tienen un comportamiento similar, aparentemente, relacionado

con su fuente vegetal.
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Figura 3.8 Relaciones del grado de ozonacion y las propiedades fisicoquimicas del
aceite de Uva

La principal ventaja del método de TU es su alta precision y repetibilidad, ademas que es
una técnica rapida y sencilla (Poznyak, Garcia, & Kiseleva, 2008), aunado a eso puede
ser facilmente implementada para alguien que ya tiene un sistema para ozonar aceites
porque soélo se necesita modificar el sistema experimental existente (flujo de ozono bajo
y bien controlado, disponer de un sensor de o0zono en fase gas de alta sensibilidad y un
sistema de adquisicion de adquisicion de datos), lo que resulta en una técnica confiable
para medir el grado de ozonacién de aceites con diferentes aplicaciones terapéuticas.

Si bien la TU cuantifica el sustrato oxidable del aceite y no permite conocer mas a detalle
la composicion de los productos de ozonacion, esta técnica permite calcular con certeza
el grado de ozonacion de un aceite, que a su vez se puede relacionar con técnicas de
analisis mas robustas, para conocer las estructuras y concentraciones de los
componentes del producto final; asi mismo, de esta forma es posible relacionar las

propiedades fisicoquimicas que tendra un aceite, segun su grado de ozonacion.
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Los reportes en la literatura evidencian que para cada tipo de afeccion puede ser utilizado
un aceite con un grado de ozonacién adecuado, encontrando un efecto biolégico
particular (Valacchiy col., 2013; Guerra Blanco y col., 2017; Martinez y col., 2012). Estos
efectos dependen en gran medida de la fuente vegetal del aceite, lo que pone en

evidencia el rol de la fraccidon minoritaria en los efectos de los aceites ozonados.

Estos reportes de la literatura, asi como los resultados de este trabajo ponen en
perspectiva la necesidad de estudiar mas a fondo los compuestos minoritarios de los
aceites, previo a la ozonacion, asi como a los productos de ozonacién de ésta. Lo

anterior, con la finalidad de identificar compuestos que puedan tener efectos terapéuticos.

Uno de los mayores potenciales de la TU es que permite caracterizar de manera precisa
el grado de ozonacién de un aceite. Si de manera paralela, se caracteriza la composicion
y el efecto bioldgico del mismo (bajo diferentes grados de ozonacion), se pueden sugerir
condiciones de preparacion repetibles para cada aceite, en funcion de la aplicacion clinica

deseada.
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CONCLUSIONES

La técnica de TU demostré ser apropiada para determinar el grado de ozonacion

de los aceites vegetales ya que permite la cuantificacion total del sustrato oxidable.

Las técnicas comunmente utilizadas, tales como la viscosidad o IP, no son
adecuadas para el control de la ozonacion de los aceites, debido a que la variacion
de estas propiedades esta fuertemente influenciada por la fuente vegetal del

aceite.

Los espectros UV de los extractos polares de los aceites ozonados mostraron
perfiles distintos segun la fuente vegetal del aceite, lo cual sugiere la formacién de
distintos componentes que podrian ser aldehidos (en los tiempos de reaccién
largos) o bien, productos de reaccién de la fraccion minoritaria del aceite con el

0zono.

No fue posible determinar la concentracion de polifenoles totales en los aceites
vegetales ozonados debido a las interferencias del método de Folin Ciocalteu; sin
embargo, de manera global, el método evidencid la acumulacion de especies
reductoras en los aceites ozonados, a medida que avanza la reaccion de

ozonacion.

El perfil de descomposicion de la TU coincidio con el incremento de las
propiedades fisicoquimicas (densidad, viscosidad e indice de perdxidos) de los
aceites vegetales ozonados. Los resultados sugirieron que la fuente vegetal del
aceite ejerce una fuerte influencia en la proporcién en la cual aumentan estas

propiedades, asi como en la distribucion de los productos de reaccion.
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RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos de este trabajo se recomienda lo siguiente:

o Estudiar a detalle la composicion de la fraccion minoritaria de los aceites vegetales
a través del fraccionamiento del mismo y el respectivo andlisis de las diferentes

fracciones.

o Caracterizar los productos de reaccion entre la fraccion minoritaria de los aceites

y el ozono.

o Estudiar el efecto biologico de aceites de diferentes fuentes vegetales variando el
grado de ozonacién determinado por TU, con la previa identificacion de los

productos de reaccién de ambas fracciones (mayoritaria y minoritaria).
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