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Determinacion de compuestos volatiles en el aceite de
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RESUMEN. El aceite de Roystonea regia es la materia prima para la obtencién del D004, ingrediente farmacéutico
activo que se utiliza en la prevencion y tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna. Este aceite esta constituido
principalmente por una mezcla de acidos grasos con mas de un 40 % de insaturados. La degradacion de estos Gltimos
genera un gran nimero de compuestos, los cuales pueden provocar cambios en las propiedades organolépticas del
aceite y afectar su calidad. Entre estos compuestos, los volatiles son los de menor concentracién y son los que mayor
afectacion provocan en el aroma del aceite. Debido a la falta de conocimiento sobre los compuestos volatiles que
podrian ser generados por esta degradacion, muestras de este aceite se sometieron a degradacion forzada: oxidacion
(peréxido de hidrogeno), fotoxidacion (luz UV a 254 nm) y termo-oxidacion (80 °C, 110°C y 185 °C), se les
determinaron los compuestos volatiles por la técnica de headspace cromatografia de gases acoplada a espectrometria
masas Yy sus resultados se compararon con el de una muestra sin degradar. Se determind que la termo-oxidacion a 110
°C fue el proceso que generd la mayor cantidad de compuestos volatiles, en el extracto estudiado, detectdndose la
presencia de los compuestos 2-hexenal, 2-heptenal, 2-hexanona, 2-heptanona, 2-hepteno, tolueno, octano, 1-pentanol
y pentilfurano en el aceite degradado. Se comprob6 que las concentraciones de algunos compuestos presentes en la
fraccion volatil del aceite sin degradar, como pentanal, hexanal, heptano y octano, aumentaron con el avance de la
degradacion.

ABSTRACT. Roystonea regia oil is the raw material for obtaining D004, an active pharmaceutical ingredient used in
the prevention and treatment of benign prostatic hyperplasia. This oil consists mainly of a mixture of fatty acids with
a more than 40 % of unsaturates. The degradation of the latter generates a large number of compounds, which can
cause changes in the organoleptic properties of the oil and affect its quality. Among these compounds, although the
volatiles are those of lower concentration, they are those that greatly affect the aroma of the oil. Due to the lack of
knowledge about the volatile compounds that could be generated by this degradation, samples of this oil were
subjected to forced degradation: oxidation (hydrogen peroxide), photoxidation (UV light at 254 nm) and thermo-
oxidation (80 ° C, 110 ° C and 185 ° C), the volatile compounds were determined by the headspace technique gas
chromatography coupled to mass spectrometry and their results were compared with that of an undegrated sample. It
was determined that the thermo-oxidation at 110 ° C was the process that generated the largest amount of volatile
compounds, in the studied extract, the presence of 2-hexenal, 2-heptenal, 2-hexanone, 2-heptanone, 2-heptene,
toluene, octane, 1-pentanol and pentylfuran in the degraded oil were detected. It was found that the concentrations of
some compounds present in the volatile fraction of the undegraded oil, such as pentanal, hexanal, heptane and octane,
increased with the advance of degradation.

INTRODUCTION

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria masas (CG-EM) y la cromatografia liquida de alta resolucion,
han sido empleadas en el andlisis de compuestos volatiles en muestras de aceites vegetales. Estas técnicas son muy
efectivas para la separacion y determinacion de estos componentes minoritarios.** Adicionalmente se ha empleado el
método headspace estatico para el control de la rancidez, degradacién de sus &cidos grasos (AG), en los aceites
vegetales.>® La degradacion de los AG genera una gran variedad de compuestos volatiles, en cuya determinacion
influye el tipo de aceite a analizar, los AG que lo componen, el método de extraccion empleado, asi como las
condiciones del sistema cromatografico, las que pueden modificar la resolucién y elusién de estos compuestos.’ La
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degradacion de los aceites vegetales se evalla, sometiendo los mismos a una alteracién artificial bajo condiciones
controladas y su control analitico se desarrolla mediante una toma regular de la muestra degradada. '35

De los frutos de Roystonea regia (Kunth) O. F. Cook, se obtiene un aceite, a partir del cual se ha desarrollado un
ingrediente farmacéutico activo que se utiliza en la prevencién y tratamiento de la hiperplasia prostética benigna.®2 El
aceite de R. regia estd compuesto principalmente por una mezcla de AG entre 8 y 18 atomos de carbono.® La
presencia de AG insaturados como palmitoleico, oleico y linoleico, en esta mezcla, pudiera propiciar la ocurrencia de
procesos de degradacion. Teniendo en cuenta que hasta el presente se desconocen los compuestos volatiles que se
pueden generar por la degradacion de este aceite, en el presente trabajo se determinaron los compuestos volatiles que
se forman al someter dicho aceite a degradacion forzada por diferentes métodos.

MATERIALS AND METHODS

Se empleo el lote piloto E-0115 de aceite (86,4 % de AG totales), obtenido en el Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas, La Habana, Cuba. Muestras de este aceite fueron sometidas a condiciones de oxidacién (peroxido de
hidrégeno al 30 %, Sigma, EUA), fotoxidacion, y termo-oxidacion a 80 °C y 185 °C, segiin metodologia empleada
por Vicente y colaboradores.® Posteriormente, a estas muestras se les determind el contenido de compuestos volatiles.

Adicionalmente, muestras de este lote fueron sometidas a termo-oxidacién a 110 °C, para lo cual se peso
aproximadamente 1g de aceite en viales de 10 mL (n=16), se cerraron herméticamente y se pusieron en un termostato
a 110°C. A la primera hora se sac6 un vial y se analiz6 el contenido de volatiles. Los siguientes muestreos y
correspondientes analisis se realizaron al cabo de 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 24, 30, 48, 72 y 96 h.

Determinacién de compuestos volatiles por headspace-CG-EM

El andlisis de los compuestos volatiles se realiz6 a partir de 1 g de muestra, el cual se pesé en un vial de 10 mL (n =
3). El vial se tapd, se sellé herméticamente y se calenté durante 1 h a 80 °C. Transcurrido este tiempo, se tomo
manualmente 1 mL de la fase gaseosa con una jeringuilla headspace (5 mL, SGE, Australia), y se inyect6 en el CG-
EM, con temperatura constante del inyector. La determinacién de los compuestos detectados se realiz6 a partir del
porcentaje de desecacion (cantidad de compuestos que se evaporan) del lote, el cual fue de 2 %. Los resultados se
informaron en microgramos por gramo de aceite.

La determinacion de los compuestos voldtiles se llevé a cabo en un cromatografo de gases 6890N con detector de
masas, 5975 B inert (Agilent, USA) acoplado a una computadora. La programacién fue de 40 °C (3 min isotérmico)
hasta 80 °C a 4 °C/min, y de 80 °C hasta 300 °C (2 min isotérmico) a 35 °C/min. El flujo del gas portador (helio) fue
de 0,7 mL/min (30 cm/s velocidad lineal). El inyector, en modo splitless, se mantuvo a 250 °C. Las temperaturas de la
interfase, fuente de ionizacion y cuadrupolo fueron 250, 230 y 150 °C respectivamente. La energia de ionizacién fue
de 70 eV vy la adquisicion se realizd desde 20 a 600 m/z. Los espectros de los compuestos volatiles presentes en los
aceites degradados y sin degradar se compararon con los de la biblioteca NIST 11 del CG-EM.

RESULTS AND DISCUSSION

Determinacién de compuestos voléatiles por headspace-CG-EM

Al analizar por CG-EM todas las muestras, se pudo encontrar como compuestos mayoritarios y en concentraciones
similares los componentes: 3-metilpentano, 2-metilpentano, hexano, metilciclopentano y ciclohexano, los cuales
habian sido determinados previamente en el hexano comercial, empleado en la obtencion de este aceite.!! Ademas, se
encontraron los compuestos pentanal, heptano, hexanal, ciclohexanona, hexanoato de etilo, undecano y 2-decanona,
los cuales habian sido detectados previamente en la fraccion volatil del aceite de R. regia obtenida por
hidrodestilacion;*? mientras que, la 2-heptanona, el octano, el 1-pentanol y el 2-hepteno solo fueron detectados en las
muestras sometidas a degradacion forzada (Tablas 1 y 2), exceptuando las sometidas a Termo-oxidacion a 185 °C,
donde no se detectaron estos dos Ultimos compuestos. De los compuestos detectados, el 1-pentanol y hexanal estan
considerados productos de degradacion del acido linoleico,* y han sido detectados en los aceites degradados de otras
palméaceas, pero igualmente en muy bajas concentraciones.'34

Varios autores han demostrado que los alcoholes se convierten en aldehidos, debido a las reacciones de oxidacion,*®
que ocurren principalmente cuando los aceites son calentados.'*!%8 Esto pudiera explicar los resultados observados
con respecto a la concentracién del pentanal, la cual se incrementa cuando las muestras son sometidas a degradacién
térmica (Tablas 1 y 2, y Fig. 1). De manera similar, el heptano y hexanal+octano también mostraron un incremento en
sus concentraciones después de ser sometidas a degradacion forzada, principalmente en las muestras sometidas 185
°C (Tabla 1) y a 110 °C (Tabla 2). A 110 °C se pudo observar claramente este comportamiento, y las concentraciones
de estos productos de degradacion alcanzaron sus maximos a las 10 h, momento a partir del cual empezaron a
decrecer lentamente (Fig. 1).
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Tabla 1. Contenido promedio de volatiles (ug/g) en muestras de aceite de R. regia sin degradar y degradadas

Condiciones de estrés

Compuestos tr Sin
(min)  degradar  Fotoxidacion Oxidacion  Termo-oxidacion Termo-oxidacion a
a 80°C 185 °C
hidrocarburo NI 3,166 25,6 29,1 36,5 25,2 ND
2-hepteno 3,404 ND 11,0 19,6 12,0 ND
pentanal+heptano 3,541 49,2 105,5 369,3 106,2 1081,1
1-pentanol 5,011 ND 50,0 8,5 15,0 ND
octano 5,879 ND 48,6 17,5 17,4 398,5
hexanal 5,919 42,9 148,8 272,5 150,4 407,5
2-heptanona 9,001 ND 27,0 8,4 31,0 96,5
ciclohexanona 9,03 24,2 86,3 37,8 69,4 250,7
hexanoato de etilo 13,17 ND 7,1 ND 6,0 ND
2-nonanona 14,85 ND 8,2 ND 4,2 ND
undecano 14,91 ND 4,7 ND 2,9 ND
2-decanona 15,81 ND 4,2 ND 0,0 ND

ND: no detectado
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Fig. 1. Contenidos de pentanal+heptano y hexanal+octano (ug/g) al someter el aceite a 110 °C

En las muestras analizadas, se pudo apreciar que no se lograron separar algunos compuestos que co-eluian formando
pares criticos (pentanal+heptano y hexanal+octano), por lo que se tuvo que aplicar la técnica de extraccion de iones o
fragmentografia de masas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a 80 °C y 185 °C, y como parte de los estudios de termo-oxidacion, se
decidi6 someter muestras a 110 °C, temperatura méaxima a la cual es sometido el aceite de R. regia durante su proceso
de obtencidn. En las muestras degradadas por Termo-oxidacién a 110°C se detectd la mayor cantidad de compuestos
volatiles (Tabla 2), lo cual pudo estar influenciado por el tiempo de muestreo o porque esa temperatura es la idonea
para la descomposicion de los hidroper6xidos en este aceite, y por tanto, se genera la mayor cantidad de volatiles. De
estos, la 2-hexanona, 2-hexenal, 2-heptenal, tolueno y pentilfurano, fueron detectados por primera vez en muestras
degradadas del aceite de R. regia, lo que pudiera indicar que estos compuestos, al igual que los encontrados en las
otras muestras degradadas: 2-heptanona, el octano, el 1-pentanol y el 2-hepteno, son productos de la oxidacion de los
AG insaturados del aceite de R. regia, tal y como ha sido descrito para los aceites vegetales.':31920
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Tabla 2. Contenido promedio de volatiles (ug/g) en las muestras de aceite expuestas a 110 °C desde 1 hasta 96 h

Compuestos tr . Tiempo de exposicion del aceite a 110 °C

(min) 1h 2h 3h 5h 7h 8h 10h 16 h 24 h 30h 48 h 72h 96 h
Aldehidos
pentanal+heptano 3,5 5975 10555 1368,1 19119 1890,7 1941,7 2030,8 18685 1916,2 17956 1857,1 18374 804,4
hexanal+octano 5,9 7205 1089,0 1321,8 18364 18242 1809,9 18325 17484 16657 1692,1 1564,1 15450 14394
2-hexenal 1,7 ND ND 7,5 8,3 14,6 13,4 8,0 10,3 55 ND ND 59 2,1
heptanal 9,4 21,6 399 54,8 76,3 89,9 89,2 64,3 73,5 71,7 40,7 51,1 59,7 56,3
2-heptenal 115 103 20,1 36,3 34,8 60,4 53,7 25,0 30,1 25,2 20,2 11,8 23,8 18,0
benzaldehido 11,6 ND ND ND ND ND ND 1871,3 290,6 207,2 13,0 0,0 22,3 11,6
octanal 132 105 194 23,8 39,4 44,4 43,6 25,0 36,8 34,9 19,5 21,4 30,5 23,1
2-octenal 144  ND ND ND 11,9 9,3 12,5 10,1 6,6 7,6 3,3 8,6 4,2 4.4
nonanal 150 65 11,7 25,6 32,1 37,5 35,6 17,2 25,9 27,0 15,6 11,9 22,9 19,4
2-decenal 16,3 ND 4,7 19,3 22,6 20,0 13,2 10,7 11,0 4,8 9,8 4,6 2,0 2,8
2,4-decadienal 166 ND ND 7,6 18,2 13,9 7,0 5,0 4,1 0,0 2,5 0,0 1,6 2,2
2-dodecenal 16,8 ND ND 11,1 67,2 27,2 7,3 17,9 12,7 12,5 7,7 3.9 0,7 1,0
Cetonas
2-hexanona 5,6 166 119 18,8 34,3 33,8 36,0 38,3 33,5 35,1 30,5 30,6 31,2 29,5
2-heptanona 9,0 51,1 654 65,3 83,1 85,3 78,1 75,4 71,6 81,4 58,2 54,6 74,1 62,8
ciclohexanona 9,1 124,1  107,9 138,0 60,4 126,0 107,5 74,9 90,7 66,1 55,0 49,2 86,2 75,2
2-nonanona 148 204 211 32,9 25,9 37,3 31,9 15,4 26,0 26,2 13,5 15,5 24,2 18,9
2-decanona 15,8 9,2 12,0 37,2 29,3 36,2 24,3 24,5 19,6 16,7 24,4 11,0 9,6 54
Alcohol
pentanol 5,0 26,6 40,2 63,8 23,8 74,7 58,2 19,2 7,3 13,4 14,1 11,3 12,6 11,5
Derivado furano
2-pentilfurano 128 455 70,8 96,5 148,7 158,8 148,9 110,9 125,5 118,0 68,1 77,5 99,5 82,3

ND: no detectado.
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Tabla 2. Contenido promedio de volatiles (Lg/g) en las muestras del aceite expuestas a 110 °C desde 1 hasta 96 h (Continuacion).

Compuestos

tr

Tiempo de exposicion del aceite a 110 °C

(min) 1h 2h 3h 5h 7h 8h 10h 16h 24h 30h 48h 72h 96h
Hidrocarburos
3-metilpentano 2,2 643,0 629,5 567,8 573,8 565,6 583,2 526,6 5356 546,4 546,0 5344 4812 5889
2-metilpentano 2,3 1095,1 1040,3 9114 920,3 966,8 953,1 8685 918,6 9151 8989 883,99 1090,6 987,8
hexano 2,4 5316,7 5072,7 4806,3 4700,1 44176 4555,8 4565,7 4489,9 4654,3 4812,7 5033,0 4891,3 5028,4
2,2-dimetilpentano 2,6 26,5 193 406 383 19,6 245 372 253 226 63,7 26,7 141 247
metilciclopentano 2,7 6262,2 5864,4 54495 5329,5 4978,0 5088,1 5148,5 5069,2 5174,2 5353,8 5623,8 5446,1 5544,4
ciclohexano 3,0 47429 4398,7 4031,0 3986,7 3813,4 3879,6 3886,7 3804,7 3819,2 3865,2 3867,6 3889,9 39228
hidrocarburo 3,2 41,1 38,7 371 42,7 356 283 255 328 319 379 281 290 242
2-hepteno 34 26,1 36,0 368 36,7 502 496 56,3 434 454 475 418 414 421
tolueno 50 18,6 15,5 14,3 15,0 12,6 12,5 15,6 14,3 ND ND ND ND ND
tetracloroetileno 6,2 23,7 24,1 17,8 196 21,0 22,6 18,0 18,0 18,8 14,9 14,4 16,8 13,4
nonano 9,3 9,6 134 153 153 19,3 20,7 190 180 184 165 83 15,7 151
decano 13,1 47 6,4 53 6,2 6,9 8,4 5,8 6,0 5,8 4.4 5,0 4,4 43
undecano 149 56 6,2 6,6 7,4 10,2 8,5 4,2 7,6 7,3 3,3 3,7 6,3 6,0
Esteres
Hexanoato de etilo 132 20,8 219 275 234 329 293 135 256 243 152 13,7 204 132
Octanoato de etilo 158 14,6 204 479 52,7 36,8 342 200 292 235 200 169 170 16,8
Dodecanoato de etilo 16,9 3,2 2,5 9,5 22,0 13,0 7,2 8,4 2,6 58 58 7,1 3,5 48
Dodecanoato de etilo 17,7 34,8 645 96,6 2175 94,0 62,5 104,3 105,0 83,9 101,8 36,4 40,3 31,2
Tetradecanoato de etilo 18,4 3,0 3,7 4,6 18,1 7,0 2,7 7,6 9,6 57 13,0 4,5 3,7 49
Acidos
acido hexanoico 12,9 ND 13,2 96,7 16,9 ND 14,2 ND ND ND ND ND ND ND
acido octanoico 15,7 231 1715 1156 327,2 80,0 1452 689 1551 526 688 84 3,2 4.4
4cido dodecanoico 176 16,8 689 77,1 6164 1438 1330 110,2 190,1 2039 2212 487 841 655
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Los otros compuestos detectados a 110°C, ya se habian determinado con anterioridad en la fraccion voléatil obtenida
por hidrodestilacion.'? Las cetonas 2-hexanona y 2-heptanona, y el pentilfurano presentaron un comportamiento
similar al de los dios pentanal+heptano y hexanal+octano (Figuras 1 y 2). EI aumento de la concentracion en el
tiempo de estos compuestos pudiera estar influenciado por el proceso de degradacion de los AG insaturados,?
presentes en este aceite. Adicionalmente se detectaron compuestos que solo aparecen en algunas muestras, como el
acido acético a las 3, 7 y 8 h, y otros compuestos aparecieron en tan bajas concentraciones que fue dificil su
identificacion y cuantificacion.

180 1
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140 / \ \
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D4 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 10h 12h 16h 24h 30h 48h 72h 96h
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l —e— 2-hexanona —=— 2-heptanona —a— 2-pentilfurano ]

Fig. 2. Contenidos de 2-hexanona, 2-heptanona y 2-pentilfurano (ug/g) al someter el aceite a 110 °C

Los aldehidos detectados en este estudio han sido detectados en la fraccion volatil de aceites vegetales,®-?? mientras
que el pentilfurano ha sido detectado junto a otros 2-alquilfuranos (Css) en el aceite de palma oxidado.!3?23 Los
hidrocarburos pentano, heptano, octano, undecano, dodecano, tridecano, tetradecano y octadecano también han sido
encontrados en otras palmaceas.*?22 Varios autores refieren la presencia de estos compuestos en la fraccion volatil
de los aceites vegetales debido a procesos de degradacion que ocurren al calentarlos o exponerlos a altas
concentraciones de oxigeno.»?* Dichos factores pudieran influir también en la aparicion de estos compuestos en el
aceite de R. regia, ya que durante su proceso de obtencion se aplica calor en diferentes etapas.

Discusion general

Al emplear la técnica headspace-CG-EM, se pudieron identificar y cuantificar de forma relativa los compuestos
volatiles formados en el aceite degradado forzadamente por oxidacion, termo-oxidacién y fotoxidacién. Dichos
compuestos se consideran productos secundarios de la degradacion de los AG insaturados, los que en una primera
etapa de degradacion se convierten en hidroperdxidos. Los resultados encontrados en las muestras de aceite
degradadas fueron I8gicos y consecuentes con las condiciones de estrés empleadas, estando en concordancia con lo
informado en la literatura para los aceites vegetales degradados. Lo anterior evidencia que las condiciones de estrés
impuestas lograron la degradacion del aceite de R. regia, el cual presenta un patrén de degradacion similar a la de
otros aceites vegetales.1*%9

Se determin6 que la termo-oxidacion a 110 °C fue el proceso que generd la mayor cantidad de compuestos volatiles
y en las muestras degradadas se determinaron por primera vez los compuestos: 2-hexenal, 2-heptenal, 2-hexanona, 2-
heptanona, 2-hepteno, tolueno, octano, 1-pentanol y pentilfurano. Ademas, se pudo comprobar que las
concentraciones de algunos compuestos como los duos pentanal+heptano y hexanal+octano, presentes en la fraccion
volatil del aceite sin degradar, aumentan con el avance de la degradacién por lo que su determinacion pudiera tomarse
como criterio de la degradacion de este aceite.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se pudiera establecer para el control de rutina de los productos de
degradacion de este aceite la determinacion de los compuestos volatiles pentanal+heptano, hexanal+octano, 2-
hexanona, 2-heptanona y 2-pentilfurano por headspace-CG-EM, debido a que dicho método permite un seguimiento
de la degradacion de dicho aceite desde estadios muy iniciales.

CONCLUSIONES

Se determinaron por headspace-CG-EM los compuestos volatiles que aparecen en el aceite de Roystonea regia
cuando este es sometido a degradacion forzada aplicando diferentes métodos. De ellos, se determinaron por primera
vez los compuestos: 2-hexanona, 2-heptanona, octano, 2-hepteno, 2-pentilfurano y 1-pentanol, los cuales estan
considerados como productos de la degradacion de los aceites vegetales.
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