https://doi.org/10.22319/rmcp.v14i1.5394

Articulo

Determinacion de timol y carvacrol en una matriz organica de alimento
para cerdo utilizando Headspace SPME-GC-MS

Fernando Jonathan Lona-Ramirez @
Nancy Lizeth Hernandez-Ldpez 2
Guillermo Gonzalez-Alatorre 2
Teresa del Carmen Flores-Flores 2
Rosalba Patifio-Herrera 2

José Francisco Louvier-Hernandez &*

& Tecnoldgico Nacional de México en Celaya. Departamento de Ingenieria Quimica.
Guanajuato, México.

*Autor de correspondencia: francisco.louvier@itcelaya.edu.mx

Resumen:

En los Gltimos afios, el aceite esencial de orégano se ha utilizado como aditivo en alimentos
para animales debido a sus propiedades antifungicas y antibacterianas, asi como sustituto
sintético de antibidticos. Es deseable desarrollar un método rapido y efectivo de
cuantificacion de timol y carvacrol en una matriz organica de alimento para cerdo. En este
trabajo se realiza una comparacion de rendimiento entre la técnica de extraccion con
disolvente Soxhlet utilizando éter de petréleo y acetato de etilo y la técnica de
microextraccion en fase solida en el espacio de cabeza (HS-SPME). Se realiz6 un disefio de
experimentos 24 para definir los parametros de HS-SPME: temperatura de equilibrio de 40
°C, temperatura de extraccion de 40 °C, fuerza ionica de 0.57 M y tiempo de extraccion de
40 min. EI método HS-SPME es maés eficiente para la extraccion de timol y carvacrol de una
matriz organica. Los limites de los valores de deteccion y cuantificacion utilizando la
extraccion Soxhlet con acetato de etilo fueron de 3.7 y 12.5 pl™? para timol yde 1.4 y 4.7 ug
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I para carvacrol, respectivamente; mientras que el LDD y el LDC para HS-SPME fueron de
0.9 y 3.1 g L' para timol y de 0.6 y 1.9 ug L para carvacrol, respectivamente. El método
de microextraccion en fase solida en el espacio de cabeza tiene el potencial de control de
calidad en la industria para compuestos activos presentes en el aceite esencial de orégano
como aditivo en una matriz organica.
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Introduccion

Las personas utilizan especias herbales como potenciadores del sabor de los alimentos y
ayudas medicinales desde la antigiiedad®, principalmente por su actividad biol6gica. El
orégano es una de las hierbas mas importantes, que es el nombre comun de una amplia
variedad de géneros y especies de plantas en todo el mundo, pero generalmente se le conoce
como Origanum en la familia Lamiaceae (Labiatae)® o Lippia graveolens en la familia
Verbenaceae. El aceite esencial de orégano (AEO) ha sido utilizado como aditivo alimentario
debido a su actividad antimicrobiana atribuida a su alto contenido de monoterpenos como el
timol y el carvacrol, el ultimo generalmente reconocido como un aditivo alimentario
seguro®®. Debido a la prohibicion de los antibidticos por parte de la Comision Europea, el
AEO ha recibido una mayor atencién por parte de la industria avicola y porcina para mejorar
las defensas naturales y fortalecer los organismos de los animales con resultados
favorables"19). EI AEO se puede incorporar al alimento para cerdo mezclando el aceite y la
matriz organica. Sin embargo, se requiere un método de cuantificacion confiable para el
control de calidad.

El timol y el carvacrol® muestran actividad antibacteriana®'?, antioxidante®® vy
fungicida®* y son dos de los principales componentes del AEO. Por lo tanto, pueden servir
como marcadores para la cuantificacion. EI método de control de calidad comienza con una
extraccion con disolvente de los compuestos volatiles de la matriz del alimento; sin embargo,
los disolventes organicos no son respetuosos con el medio ambiente ni aceptables para el
procesamiento de alimentos. Algunas otras tecnologias de extraccion, como la extraccion con
didxido de carbono supercritico, requieren equipos de alto costo y condiciones operativas de
alta presion+1). Por lo tanto, es deseable desarrollar un método rapido y efectivo de
cuantificacion de timol y carvacrol dentro de una matriz organica de alimento para cerdo. Se
propone la técnica de microextraccion en fase solida en el espacio de cabeza (HS-SPME, del
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inglés headspace solid-phase microextraction) junto con el método de cromatografia de
gases-espectroscopia de masas (GC-MS, del inglés gas chromatography-mass spectroscopy)
ya que HS-SPME es una técnica efectiva, no costosa y respetuosa con el medio ambiente
para la deteccion y cuantificacion de compuestos volatiles®17,

Hasta donde se sabe, esta técnica no ha sido utilizada para la deteccion de timol y carvacrol
en una matriz organica adicionada con AEO, sino solo para cuantificar estos compuestos
activos en aceite puro®29, Este trabajo compar6 una técnica de extraccion con disolvente
utilizando éter de petrdleo o acetato de etilo en un extractor Soxhlet®® con una técnica HS-
SPME de la matriz de harina de alimento para cerdo para cuantificar el timol y el carvacrol
del extracto utilizando un sistema GC-MS. Se utiliz6 nitrosopiperidina (NPIP) como estandar
interno para absorber las variaciones de sefial debidas al método de extraccion y al propio
equipo® y calcular el limite de deteccion (LDD) y el limite de cuantificacion (LDC) para
evaluar la efectividad de la técnica de extraccion. Finalmente, se realizdé un disefio de
experimentos utilizando el software R®) y RStudio®.

Material y métodos

Reactivos

El timol (100.0 %), el carvacrol (99.9 %), la nitrosopiperidina (99.9 %) y el cloruro de sodio
se obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis, EE. UU.). El éter de petroleo y el acetato de etilo
de grado analitico (ACS) se obtuvieron de Fermont (Monterrey, México). Se utiliz6 agua
tridestilada de MERCK en los experimentos de HS-SPME. El gas portador utilizado para
GC-MS fue helio ultra alta pureza (grado 5.0) de Praxair. Las fibras de poliacrilato (PA) para
SPME se obtuvieron de Sigma Aldrich. Una industria local proporciond la harina de alimento
para cerdo adicionada con AEO.

Metodo cromatografico

Para la deteccidn e identificacion se utilizé un cromatdgrafo de gases Agilent modelo 7890A
junto con un espectrémetro de masas modelo 5975C con un ion de polo positivo, un solo
cuadrupolo con fuente de ionizacidn por impacto electrénico (IE). Una columna capilar HP-
INNOWax (30 m, 0.25 mm DI y pelicula de polietilenglicol de 0.5 pm de grosor; Alltech) se
utilizo para la separacion de compuestos. La temperatura de la linea de transferencia se fijo
en 250 °C y el puerto inyector GC en 260 °C en modo splitless. La temperatura del horno se
fijo inicialmente en 60 °C durante 3 min, luego se elevd a 250 °C a una velocidad de 20 °C
por minuto y se mantuvo alli durante 3 min. EI MS se programé tanto en modo de escaneo
como en modo SIM, con un tiempo de retardo de disolvente de 8 min. EI modo de escaneo
se establecié de 20 a 300 m/z, mientras que el modo SIM se establecié en 114 m/z (iones
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caracteristicos de nitrosopiperidina) durante el intervalo de tiempo de 8 a 11.5 min e
inmediatamente se cambid para seguir las sefiales de 135 y 150 m/z (ion caracteristico de
timol y carvacrol) hasta el final del analisis.

Preparacion de muestras

Una industria local proporcioné las muestras de harina de alimento para cerdo adicionado
con aceite esencial de orégano durante el proceso de elaboracion. Las muestras se
almacenaron en bolsas de plastico herméticas hasta su uso. En este trabajo se utilizaron dos
técnicas diferentes para extraer timol y carvacrol: (i) extraccion con disolvente utilizando un
aparato de destilacion Soxhlet, y (ii) HS-SPME utilizando una fibra de PA. Se utilizaron tres
disolventes diferentes: acetato de etilo y éter de petroleo para la extraccion Soxhlet y agua
desionizada para la técnica HS-SPME. Se agregaron 5.0 mg L de NPIP a cada muestra como
estandar interno.

Extraccion con disolvente Soxhlet

Se colocd una muestra de 10 g de alimento para cerdo en un aparato de extraccién Soxhlet
con 130 ml de disolvente (ya sea acetato de etilo o éter de petr6leo). La mezcla se calent6
hasta que se completaron cinco ciclos, luego se almacend una alicuota de este extracto para
su analisis. Inmediatamente se afiadio un disolvente nuevo fresco para realizar otros cinco
ciclos utilizando la misma muestra, y se tomo otra alicuota de extracto. Se realiz6 un tercer
paso de destilacién con mas disolvente fresco, y se tomod una tercera alicuota. Asi, cada
muestra (10 g de alimento para cerdo) se someti6é a extraccion tres veces utilizando dos
disolventes diferentes.

Ademas, se utilizaron dos métodos de cuantificacién utilizando (a) una curva de calibracién
estandar externa 'y (b) un método de adicion estandar. La curva de calibracion para el estandar
externo se realiza utilizando concentraciones conocidas para timol y carvacrol (2, 4, 6, 8 y
10 mg LY). Para el método de adicion estandar, se mezclaron 0.5 ml de alicuota de extracto
con 0.5 ml de disolvente con diferentes concentraciones de timol y carvacrol (2, 4, 6, 8 y 10
mg LY. En todos los casos, la cantidad de muestra inyectada en el GC fue de 1.0 pl.

Microextraccion en fase solida en el espacio de cabeza

La técnica HS-SPME involucra algunos parametros como el tiempo de equilibrio (teg), la
temperatura de equilibrio (Teg), el tiempo de extraccion (text), la temperatura de extraccion
(Text) Yy la fuerza ionica (I). El tiempo y la temperatura de equilibrio son el tiempo y la
temperatura a la que se deja que la muestra alcance el equilibrio entre la fase sélida (matriz
de alimento para cerdo) y el espacio de cabeza del vial. El tiempo de extraccion y la
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temperatura de extraccién corresponden al tiempo y la temperatura a la que la microfibra esta
en contacto con el espacio de cabeza que adsorbe compuestos volatiles. La fuerza ionica es
una medida de la concentracion de iones en una solucion y modifica el equilibrio del sistema.
Es necesario determinar el efecto de estos parametros sobre la sefial obtenida en GC-MS.
Para evaluar este efecto, se agregaron estdndares de timol y carvacrol en agua (junto con 5
mg L de NPIP como el estandar interno) para formar una solucion de 10 mg L.

Para la cuantificacion de timol y carvacrol en alimento para cerdo, se agreg6 una muestra de
0.5 g de alimento en polvo para cerdo a viales de vidrio de 15 ml con septum de
PTFE/silicona con el contenido requerido de NaCl y 10 ml de agua con diferentes
concentraciones de timol y carvacrol para realizar el andlisis de la técnica de adicion estandar.
Las curvas de calibracion estandar externas no fueron posibles de realizar en el HS-SPME
debido a las interacciones entre los compuestos volétiles de la matriz del alimento en polvo
para cerdo en la fase gaseosa y la fibra durante la extraccion. El area relativa entre timol o
carvacrol y el estdndar agregado (NPIP) se calculd y se utilizé como variable de respuesta
para evaluar el rendimiento del método de extraccion.

Disefio de experimentos
Se realiz6 un analisis factorial 2* para evaluar el efecto de la temperatura de equilibrio (40-
50 °C), la temperatura de extraccion (40-50 °C), el tiempo de extraccion (20-40 min) y la
fuerza ionica (0.57-2.28 mol L de NaCl). El tiempo de equilibrio se fijé en un tiempo

suficientemente largo para asegurar el equilibrio (Cuadro 1).

Cuadro 1: Valores de los niveles de los factores para el disefio del experimento

Factor Nivel bajo -1 Nivel alto +1
Temperatura de equilibrio, Teq (°C) 40 50
Temperatura de extraccion, Tex (°C) 40 50

Tiempo de extraccion, text (min) 20 40

Fuerza ionica, | (mole -1 0.57 2.28

Un disefio factorial de experimentos 2* con una sola réplica consiste en 16 corridas
experimentales. El analisis de varianzas del modelo completo (factores principales y todas
las combinaciones de interaccion posibles) no da residuales, Fo y valores P ya que el grado
de libertad del error es igual a cero y no hay estimacion del error interno. Por lo tanto, las
interacciones insignificantes de tres y cuatro oOrdenes se utilizan para estimar el error.
Ademas, después de evaluar el ANOVA de los efectos principales y las interacciones de dos
factores, se definen los factores significativos y se realiza otro analisis ANOVA teniendo en
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cuenta solo los factores que son significativos. A continuacién, se evalia un modelo de
regresion y se trazan las gréficas de residuales y de contorno utilizando R-studio.

Resultados

Identificacion del espectro de masas de timol y carvacrol

Se colocd una muestra de 0.5 g de alimento en polvo para cerdo en un vial con 10 ml de agua
y NPIP como estandar interno. Se realizé un proceso HS-SPME para identificar la presencia
de timol y carvacrol, como se muestra en la Figura 1. Los espectros del modo de escaneo se
analizaron con la biblioteca de espectro de masas NUST/EPA/NIH para su confirmacion con
una concordancia del 90 % entre el espectro experimental y tedrico. Los tiempos de retencion
del estandar interno, timol y carvacrol fueron de 10.3, 12.3 y 12.5 min, respectivamente. El
tiempo de retencion se obtiene siguiendo su respectivo ion caracteristico: 144 para NPIP, 135
para timol y 150 para carvacrol. Es importante tener en cuenta que la columna HP-Innowax
fue apropiada para una buena separacion entre el timol y el carvacrol debido a su naturaleza
isomérica.

Figura 1: Cromatogramas de alimento en polvo para cerdo utilizando acetato de etilo y
HS-SPME
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Curvas de calibracion

Para fines de comparacion, se realizaron tres metodologias diferentes para la cuantificacion
de timol y carvacrol: (a) extraccion Soxhlet utilizando disolventes organicos y calibracion
con un estandar externo, (b) extraccion Soxhlet usando disolventes organicos y calibracion
por adicién estandar, y (¢c) HS-SPME con agua como disolvente y calibracion usando adicion
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estdndar. El uso de un estdndar externo y una adicion estandar estd destinado a la
comparacion de sensibilidad.

La Figura 1 muestra la comparacion de cromatogramas SIM utilizando la extraccion HS-
SPME y Soxhlet con disolvente de acetato de etilo. Para la técnica HS-SPME, la sensibilidad
aumenta casi nueve veces en comparacion con la técnica de extraccién con disolvente,
incluso utilizando menos cantidad de muestra durante el proceso de microextraccion, lo que
demuestra la efectividad y ventaja de la metodologia de HS-SPME.

La sefial obtenida [area relativa = (&rea de timol o de carvacrol) / (&rea del estdndar interno)]
y su desviacion estandar relativa (DER) para todos los experimentos del disefio factorial se
muestra en la Figura 2. Hay siete experimentos con una DER <15 % para ambos analitos,
pero solo dos con una DER <5.5 %, experimentos #1 y #12. Una sefial alta es deseable, por
lo que se identificaron cuatro experimentos con un area relativa alta. Los experimentos #4,
#12 y #16 muestran una combinacién de sefial alta (area relativa) con valores de dispersion
(DER) bajos. Todos estos experimentos se realizaron a un contenido de sal de 0.57 M y
tiempo de extraccion de 40 min, pero con temperatura de extraccion y temperatura de
equilibrio de 40 y 50 °C. Es interesante notar que la fuerza iénica (contenido de sal) y el
tiempo de extraccion son los factores en comun, y son factores significativos como se
observard mas adelante.

Figura 2: Area relativa y dispersiones (desviacion estandar relativa) para timol y carvacrol
para cada experimento del disefio factorial para mejorar los parametros del proceso
70
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En la Figura 3 se pueden observar las curvas de calibracidon para: (a) el uso de timol y
carvacrol como estandares externos para la técnica de extraccion Soxhlet; (b) el uso de NPIP
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como estandar afiadido para la técnica de extraccion Soxhlet; y (c) el uso de NPIP como
estandar afiadido para la técnica HS-SPME. No es posible utilizar estandares externos para
la técnica SPME. Cabe destacar que la sefial del area relativa es del orden de decenas para el
carvacrol, ya sea con estdndar externo o estdndar de adicion, mientras que la sefial del area
relativa para el timol esta en el orden de unidades para estandares externos y de adicién. Pero
para HS-SPME la sefial del area relativa es del orden de cientos tanto para el timol como para
el carvacrol, lo que confirma nuevamente el aumento de la sensibilidad de un orden de
magnitud (dos 6rdenes para el timol) de esta técnica.

Figura 3: Curvas de calibracion de estdndares externos de extraccion Soxhlet (a),
extraccion Soxhlet con curvas de adicion estandar (b) y HS-SPME con curvas de adicion
estandar (c), para cuantificacion de carvacrol y timol
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Los valores del area relativa (eje y) son mayores para la técnica HS-SPME en comparacion con la
técnica de extracciéon Soxhlet. Extraccion Soxhlet utilizando acetato de etilo y HS-SPME utilizando
agua como disolventes.

85



Rev Mex Cienc Pecu 2023;14(1):78-93

Discusion
Disefio de experimentos

El Cuadro 2 muestra el analisis de varianza para los efectos principales y las interacciones de
dos factores para la cuantificacion de carvacrol y timol, y es posible observar que solo el
tiempo de extraccion y el contenido de sal, asi como la interaccion entre ellos, son
significativos para ambos analitos. EI Cuadro 3 muestra el andlisis de varianza considerando
solo los factores de fuerza ionica, el tiempo de extraccion y la interaccion fuerza ionica-
tiempo de extraccion para carvacrol y timol. Considerando sélo los factores e interacciones
significativas, el modelo de regresion para la extraccion HS-SPME de carvacrol es:

CarvacrolAreaRel = 13.9782 + 9.0768 ] + 1.3297 text — 0.6242 | X text

Con un R? de 0.8558, que significa que el 85.6 % de la variabilidad de los datos se explica
por el modelo con una gréfica de residuos distribuidos aleatoriamente (no se muestra). Una
grafica de contorno en la Figura 4 muestra que cuando el tiempo de extraccién esta en un
nivel alto, hay un fuerte efecto negativo del contenido de sal, lo que significa que el area
relativa de carvacrol es mayor cuando el contenido de sal es menor; ademas, cuando el tiempo
de extraccion esta en un nivel bajo, todavia hay un efecto negativo del contenido de sal, pero
mas débil que en el nivel alto del tiempo de extraccién. Considerando so6lo los factores e
interacciones significativas, el modelo de regresion para la extraccion HS-SPME de timol es:

TimolAreaRel = 9.5790 + 5.5841 1 + 0.8329 text — 0.4008 I X text

Con un R? de 0.8401, que significa que el 84 % de la variabilidad de los datos se explica por
el modelo con una gréfica de residuos distribuidos aleatoriamente (no se muestra). Una
gréfica de contorno en la Figura 5 muestra que cuando el tiempo de extraccion esta en un
nivel alto, hay un fuerte efecto negativo del contenido de sal, lo que significa que el area
relativa de timol es mayor cuando el contenido de sal es menor; ademas, cuando el tiempo
de extraccion esta en un nivel bajo, todavia hay un efecto negativo del contenido de sal, pero
mas débil que en el nivel alto de tiempo de extraccion. Esto es lo mismo para el timol y el
carvacrol, la Gnica diferencia es que el carvacrol muestra una sefial del area relativa 1.5 veces
mayor que el timol.

86



Rev Mex Cienc Pecu 2023;14(1):78-93

Cuadro 2: ANOVA de los efectos principales e interacciones de dos factores para el disefio
del experimento

Carvacrol Timol
gL Sumade Media o p g SUMmade Media e
cuadrados cuadratica cuadrados cuadratica

Teq(°C) 1 0.6 0.6 0.016 0.90550 1 0.2 0.2 0.011 0.92026
Texx (°C) 1 14 14 0.038 0.85218 1 0.7 0.7 0.042 0.84494
I (M) 1 1089.2 1089.2 29.208 0.00293 1 484.9 484.9 30.822 0.00261
texe (Min) 1 310.1 310.1 8.315 0.03444 1 109.7 109.7 6.974 0.04593
TegX Text 1 39.0 39.0 1.046 0.35339 1 28.3 28.3 1.798 0.23760
Teg x| 1 13.7 13.7 0.368 0.57070 1 6.6 6.6 0.416 0.54715
TegXtext 1 3.6 3.6 0.096 0.76966 1 0.1 0.1 0.006 0.94100
Teexl 1 2.8 2.8 0.075 0.79541 1 1.4 14 0.089 0.77805
Text Xt 1 65.0 65.0 1.742 0.24407 1 33.1 33.1 2.105 0.20652
texe X | 1 455.8 455.8 12.222 0.01736 1 187.9 187.9 11.941 0.01813
Residuos 5 186.5 37.3 5 78.7 15.7

GL= grados de libertad.
El Cuadro 3 muestra el analisis de la varianza evaluado solo con los factores significativos
del DOE, es decir, los factores de fuerza idnica, tiempo de extraccién e interaccion fuerza

iGnica-tiempo de extraccion.

Cuadro 3: ANOVA de los factores significativos para el disefio de experimento

Carvacrol Timol
fﬁzj?:;os mZﬂlfé\tica Fo Valor P GL fﬁ::ﬁ:;os 'c\:ljz(cjilfética Fo Valor P
I (M) 1 1089.2 1089.2 41.83 <0.001 1 484.9 484.9 39.065 <0.001
tee (Min) 1 310.1 310.1 11.91 0.00480 1 109.7 109.7 8.839 0.01163
toxe X | 1 4558 455.8 17.50 0.00127 1  187.9 187.9 15.134 0.00215
Residuos 12 312.5 26.0 12 148.9 12.4

GL= grados de libertad.

Para elegir los mejores parametros operativos, siempre se deben seleccionar un tiempo de
extraccion alto y un contenido de sal bajo. Dado que los otros dos factores no son
significativos, se puede trabajar a cualquier temperatura de equilibrio y temperatura de
extraccion; por lo tanto, se decidié trabajar a bajas temperaturas de equilibrio y extraccion
por razones economicas.
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Cuadro 4: Cuadro de efectos para el disefio del experimento

Carvacrol Timol

Efecto Valor T ValorP Efecto Valor T Valor P
Fuerza ionica, M -16.502 -6.467 <0.001 -11.0102 -6.250 <0.001
Tiempo de 8.804 3.451  0.00480 5.2372 2973  0.01163
extraccion, min
text X | -10.674 -4.183 0.00127 -6.853 -3.890 0.00215

Para ambos analitos, un aumento en el contenido de sal (o fuerza ionica) resulta en una
disminucion en el area relativa, probablemente porque la solucidn esté cerca de la saturacion.
Ademas, un tiempo de extraccion alto (tex;) beneficia la sefial del area relativa lo que estéa en
buen acuerdo con el concepto de que la extraccion aumenta a medida que aumenta el tiempo
de extraccion.

El Cuadro 5 muestra el contenido de timol y carvacrol en el alimento en polvo para cerdo al
comparar las dos técnicas de extraccion y los disolventes utilizados. El contenido total de
timol y carvacrol para cada disolvente se calcula sumando la cantidad medida de cada una de
las tres extracciones consecutivas. En cuanto a la extraccion con disolvente Soxhlet, el éter
de petréleo no fue eficiente en la extraccion de timol y carvacrol del alimento en polvo para
cerdo, como lo indica la baja cuantificacion obtenida de ambos componentes, pero
especialmente para el timol. El éter de petrdleo extrajo de 52 a 55 % menos de timol y de 19
a 22 % menos de carvacrol que el acetato de etilo. Curiosamente, existe una capacidad de
extraccion selectiva de ambos disolventes para el timol sobre el carvacrol. Una vez mas, la
técnica HS-SPME muestra una capacidad de extraccion mejorada tanto para el timol como
para el carvacrol, y se extraen sin selectividad.

Cuadro 5: Comparacion del contenido total de timol y carvacrol en alimento concentrado
para cerdo medido por diferentes técnicas de extraccion

Técnica Extraccién Soxhlet HS-SPME
e:todo Adicion estandar Estandar externo Adicion estandar
estandar

Disolvente Acetato de etilo  Eter de petréleo  Acetato de etilo  Eter de petroleo  Agua

Analito Timol Carva- Timol Carva- Timol Carva- Timol Carva- Timol Carva-

crol crol crol crol crol
Primer
extracto, 4.25 0.67 1.99 0.48 4.03 0.58 1.92 0.40 - -
mg L*?
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Segundo
extracto, 0.63 0.16 0.33
mg L*

Contenido
total, 4.88 0.82 2.32
mg L

0.18

0.67

0.79

4.82

0.15

0.73

0.24

2.16

0.16

0.56

3.25

4.17

Contenido
en

alimento 63.45 10.71 30.22

para cerdo,
mg kg

8.66

62.60

9.43

28.12

7.30

65.00

83.40

El método de calibracion también muestra algunas diferencias. La calibracion con un
estandar externo muestra un valor de concentracion que es 9 % menor en promedio que el
que utiliza la calibracion de adicion estandar; el método de adicién estandar tiene una
incertidumbre mejorada, pero es un método costoso ya que el estandar debe agregarse a cada

muestra.

Figura 4: Grafico de contorno para la resistencia idnica y el tiempo de extraccion para la

extraccion de carvacrol utilizando HS-SPME

Tiempo de extraccion (min)

Fuerza ibnica (M)

Latécnica HS-SPME muestra la mayor concentracion de timol y carvacrol. El contenido total
de timol concuerda con el contenido total de timol obtenido por extraccién Soxhlet con
acetato de etilo de aproximadamente 63-65 mg/kg; sin embargo, el contenido total de
carvacrol es muy diferente. La cuantificacion de carvacrol por HS-SPME tiene un valor de
83.40 mg/kg, mientras que la cuantificacion utilizando extraccion Soxhlet con acetato de etilo
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es de 10.71 mg/kg, que es ocho veces menor que el resultado de HS-SPME. Esto podria estar
relacionado con el comportamiento estérico del timol y el carvacrol (estereoisomeros) y las
interacciones con el material de fibra (poliacrilato).

Figura 5: Diagrama de contorno para la resistencia ionica y el tiempo de extraccion para la
extraccion de timol utilizando HS-SPME

Tiempo de extraccion (min)

1.0 15 20

Contenido de sal (M)

Validacién de métodos

Los limites de deteccion (LDD) y cuantificacion (LDC) se estimaron para evaluar el
rendimiento de los métodos de extraccion y se calcularon utilizando el ruido y la sefial de
referencia, definidos como tres veces la relacion sefial/ruido para LDD y diez veces para el
LDC®®, La Figura 3 muestra las curvas de calibracion para cada componente (timol y
carvacrol) para los tres diferentes disolventes utilizados. Los valores de LDD y LDC
utilizando la extraccion Soxhlet con acetato de etilo fueron de 3.7 y 12.5 pl para el timol y
1.4 y 4.7 pg L para el carvacrol, respectivamente. La técnica HS-SPME da mejores
resultados para ambas sustancias ya que los valores de LDD y LDC fueron de 0.9 y 3.1 pg
L para el timol y 0.6 y 1.9 ug L para el carvacrol, respectivamente. La linealidad de los
datos se estimd a través del coeficiente de correlacion lineal, donde el valor mas bajo
encontrado fue 0.9892.

Conclusiones e implicaciones

El aceite esencial de orégano se identifica positivamente en el alimento concentrado para
cerdo utilizando compuestos volatiles caracteristicos timol y carvacrol utilizando dos
métodos de extraccion diferentes: Soxhlet y HS-SPME. Entre los disolventes organicos para
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la extraccion Soxhlet, el éter de petroleo no fue adecuado ya que solo extrajo alrededor del
50 y el 10 % del contenido total de timol y carvacrol, respectivamente (en relacion con la
cuantificacion de HS-SPME). Ademas, en cuanto al uso de acetato de etilo en la extraccién
Soxhlet, este disolvente fue capaz de extraer todo el timol, pero no el carvacrol, mostrando
algun tipo de selectividad. Para la técnica HS-SPME, se realiz6 un disefio factorial de
experimentos 2* para evaluar los parametros del proceso y obtener la mayor relacion S/N
posible. Las condiciones adecuadas son temperatura de equilibrio (Teq) de 40 °C, temperatura
de extraccion (Text) de 40 °C, fuerza idnica (1) de 0.57 M y tiempo de extraccion (tex:) de 40
min. HS-SPME mostro un rendimiento de extraccion nueve veces mejor en comparacion con
la extraccion Soxhlet, incluso con cantidades de muestra mas pequefias, con un limite de
deteccion y cuantificacion de 0.9 y 3.1 pug L™ para timol, y 0.6 y 1.9 ug Lt para carvacrol,
respectivamente. Los resultados muestran que el método HS-SPME es mas eficiente para la
extraccion de timol y carvacrol de una matriz organica y tiene el potencial de una técnica de
control de calidad en la industria alimentaria para cuantificar los compuestos activos del
aceite esencial de orégano cuando se utiliza como aditivo para una matriz organica como el
alimento para cerdo.
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