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ABSTRACT

The determination of volatile organic compounds was always an analytical challage. The classic extraction

methodologies and subsequent treatments of the extracts (clean-up, evaporation under nitrogen stream, solvent
15 changes) cause poor recoveries and high uncertainty. In this study an quantification method for two volatile esential oils

present in a pet collar was carried out by means of multiple headspace extraction coupled to gas chromatography mass

spectrometry. The method used was a fast, easy and automated alternative with good accuracy and precision for the

proposed objetives.
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RESUMEN
La determinacion de compuestos voldtiles en matrices sélidas ha sido siempre un reto. Los métodos de extraccion
cldsicos solido-liquido y los tratamientos posteriores de los extractos (limpiezas, evaporacion bajo corriente de
nitrogeno, cambios de disolvente) provocan recuperaciones insuficientes e incertidumbres altas. En este estudio se ha

» puesto a punto un método para la cuantificacion de dos aceites esenciales voldtiles en un collar antipardsitos para
animales de compaiia, mediante la técnica de extraccion sucesiva en espacio de cabeza y poserior andlisis mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. El método desarrollado ha demostrado ser una
alternativa rdpida, sencilla, completamente automatizada y con resultados de exactitud y precision optimos para los
objetivos propuestos.
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1. INTRODUCCION repelentes o productos antiparasitos.
Existe una gran variedad de este tipo de productos

tanto en su disposicion (geles, champds, collares) como
s €n su composicion (pesticidas, insecticidas o aceites
esenciales). Los collares antiparasitos con aceites
esenciales se han instalado en el mercado como uno de
los accesorios mas utiles debido a que su efecto es
prolongado en el tiempo, no requiere de la atencion del
s dueno y, ademas, su composicion es completamente
natural e inocua tanto para las mascotas como para sus

I No h vid te ti p | duenos. Algunos de los aceites esenciales mas
pu gdas. N alﬁ’ que ol arlque esle 'po de pagas habituales en los collares es el aceite esencial de
pueden ser peligrosas, no sélo para las mascotas, sino lavandina y el geraniol.

también para los humanos como posibles trasmisores »El aceite esencial de lavandina se obtiene por

« de denftermedades.. IPor esal ralzor(; r('jnuchos ?e los destilacion al vapor de una planta aromatica (lavandula
productos comerciales para €l culdado de mascotas son hybrida) v es un excelente agente antimicrobiano vy

En el mercado cada vez es mas recurrente encontrar
diferentes articulos para el cuidado de mascotas. No
s hay que olvidar que los datos indican que solo en
Espana existen registradas mas de 15 millones de
mascotas en el afno 2019 segun registros veterinarios.
Ademas, estos datos apuntan que son las grandes
ciudades donde mas mascotas se concentran. Uno de
« los problemas mas habituales de las mascotas es su
infestacion por insectos y plagas de piojos, garrapatas o
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repelente de insectos. Se consideran una alternativa a
los pesticidas quimicos sintéticos convencionales,
debido a su riesgo para la salud reducido y su
biodegradabilidad [1]. Estos aceites esenciales
muestran acciones insecticidas de control contra una
serie de plagas de insectos, acaros y hongos vegetales
patogenos, que ocasionan pérdidas econdmicamente
importantes [1,2].

Los componentes principales, en porcentaje en peso del
aceite de lavandina son linalol (33% ), acetato de linalilo
(29%), alcanfor (7,1%), 1,8-cineol (7,6%) y terpinen-4-ol
(3.3%) [3]. Entre estos componentes, se han encontrado
también varios monoterpenos (terpineol, terpinen-4-ol
y pinene) [4], linalool [5] y 1-8-cineol [6]. La presencia de
estos ultimos aumenta sus propiedades antiparasitas.
Estos aceites esenciales se deben incorporar en la
cantidad adecuada en los dispositivos sélidos. Una
cantidad insuficiente provocaria que los aceites no
tuvieran efecto antiparasitario y una cantidad muy alta
puede tener efectos toxicos ademas de una pérdida
econdbmica importante ya que estos aceites son
bastante caros.

Saber la cantidad que se libera del dispositivo no es tan
sencillo. Normalmente los procesos de inclusion de
estos aceites en el material solido (polimeros,
capsulas..) conlleva un proceso térmico que provoca
que parte de los componentes iniciales mezclados no
sean los que se incluyen finalmente en el dispositivo.
Esta razon exige a las empresas realizar analiticas
directamente a los productos para saber cuanta
cantidad efectiva de aceite esencial ha sido incluido en
el dispositivo.

La extraccion y el analisis cuantitativo de estos
compuestos volatiles y semivolatiles en matrices sélidas
o complejas es un desafio analitico. Diferentes técnicas
de extraccion sélido-liquido son utilizadas, tales como
extraccion de soxhlet, extraccion asistida por
microondas (MAE), extraccion con fluidos supercriticos
(SFE) y técnicas de extraccion mediante ultrasonidos..
Sin embargo, estas técnicas son caras, requieren mucho
tiempo y trabajo y/o el uso de grandes cantidades de
solventes organicos, algunos de ellos clorados. A esto,
hay que anadir que también es dificil realizar una
extraccion solido-liquido con alta recuperacion en el
caso de sustancias volatiles.

Si se utilizan técnicas de extraccion en espacio de
cabeza, la particion de los compuestos se reduce debido
principalmente a la interaccion con la matriz [7]. Debido
fundamentalmente a este problema, las técnicas de
calibracion interna y externa rara vez producen
resultados aceptables debido a los efectos de la matriz,
que provocan modificaciones en las constantes de
reparto. En 1977 Kolb y Pospisil presentd una técnica
llamada extraccion discontinua de gas. El método se
renombré mas tarde como extraccion de espacio
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superior multiple (MHE) [8]. EI método elimina los
efectos de la matriz y permite por lo tanto, la
determinacion cuantitativa directa de analitos en
matrices sélidas por técnicas de espacio de cabeza.

El método calcula tedricamente la cantidad total de
analito presente en la matriz sélida a partir de unas
pocas extracciones sucesivas. La teoria de este método
fue presentada hace 40 afios por Kolb y Pospisil [8].
Cuando una porcion se elimina del espacio en cabeza en
la primera extraccion, el equilibrio es perturbado. A
medida que se permite reequilibrar la muestra, el
analito vuelve a retomar el equilibrio y migra del sélido
al espacio de cabeza. En ese momento, las
concentraciones en las dos fases seran mas pequenas
que durante la primera extraccion, pero la relacion
entre la concentracion de analito en las dos fases sera la
misma.

La segunda extraccion y analisis, la senal sera mas
pequena (Figura 1). Si se lleva a cabo hasta el infinito, las
diferentes areas de pico pueden sumarse para obtener
el area de senal total, que corresponde a la cantidad
total del analito en la muestra. La influencia de la
muestra la matriz se elimina asi mediante la extraccion
exhaustiva.

Abundance

Time—>

Figura 1. Superposicion de areas (A) en una extraccion sucesiva.

Como el procedimiento MHE sigue una funcion
logaritmica, no es necesario realizar extracciones hasta
eliminar totalemente el analito de la matriz de
muestras. Los logaritmos de las distintas areas de los
analisis consecutivos se representan frente a los
numeros de analisis en una escala lineal y el valor del
area total es obtenido por medio del calculo de la
regresion de las areas obtenidas solo en unos pocos
pasos de extraccion [9].

La cantidad total de un analito volatil en una muestra
puede ser calculado resumiendo todas las areas de pico
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individuales (Ai), donde i es el nUmero de la extraccion.

Ar=ZA =A/(1-e) (Ec.1)
La suma de todas las areas de senal puede, calcularse a
partir de dos valores: el area de la senal obtenida en la
primera extraccion, A; y el exponente q, que describe la
disminucion exponencial de la areas de senal durante el
procedimiento de MHE. A; es un valor concreto medido
y el exponente q se obtiene de la lineal analisis de
regresion:

Im A, = =Cj{i— 1) + In A, (Ec.2)
Donde el valor g es igual a la pendiente de la regresion y
In A, viene dada por la interseccion envy.
Por lo tanto, en este estudio se pretende cuantificar la
cantidad de lavandina y geraniol incluidos en un
dispositivo antiparasitos para mascotas,mediante un
analisis directo del collar mediante la técnica MHE-
GC/MS.

2. MATERIALY METODOS

2.1. Muestreo.

Los collares se recibieron en bolsas envasadas al vacio
(figura 2). Para realizar un analisis lo mas homogéneo
posible se tomaron con un escalpelo 5-10 muestras del
collar en distintas partes,Con un peso total entre 1y 10
mg La suma total de toda la muestra siempre superoé los
10 mg y nunca estuvo por encima de los 20 mg. En
algunas pruebas de repetitividad se probaran a analizar
trozos individuales con el peso total seleccionado (10-20
mg). Todas las muestras se introdujeron en un vial de
extraccion de 20 mL. Los collares se conservaron en
bolsas envasadas al vacio en refrigeracion.

18/09/2019
3 LOTE: 190918 PG

i

Figura 2. Imagen de la recepcién de uno de los collares analizados.

S

2.2. Caracterizacion de los aceites esenciales.

«» En primer lugar, se caracterizaron los estandares de

lavandina y de geraniol ,que fueron usados en la
preparacion del collar antiparasito, mediante la técncia
de cromatografia gaseosa acoplado a espectrometria
de masas (GC/MS).

Como se ha comentado previamente, estos aceites
esenciales son mezclas complejas de muchos
compuestos volatiles y semivolatiles. La cuantificacion
por separado de cada uno de los componentes para
obtener posteriormente la suma total, es un proceso
muy complejo y costoso. Otra forma de cuantificacion
es la eleccion de los compuestos mas caracteristicos de
los aceites esenciales como patrones. y hacer la
cuantificacion del aceite esencial s6lo a partir de estos
compuestos caracteristicos pero a partir del aceite
esencial correspondiente. Es una cuantificacion similar
a la que se lleva a cabo para hidrocarburos lineales en
muestras complejas de combustibles y aceites [10].

Para ello se realizaron dos disoluciones de 1000 ppm de
concentracion, una de cada uno de los aceites
esenciales por separado en metanol y otra disolucion
multicomponente. En la siguiente tabla se recogen las
condiciones de analisis para la caracterizacion de los
aceites esenciales. No se realizd una optimizacion del
programa de temperaturas porque el objetivo final es la

& cuantificacion del aceite esencial y no la caracterizacion

del aceite esencial.

Tabla 1. Parametros cromatograficos de los analisis realizados

Cromatografo de gases (GC)

Inyeccion: Liquida
Modo de inyeccion: split (1:200)
Temperatura de inyeccién: 300° C
Temperatura de linea de transferencia: 315° C
Columna cromatografica: HP 5 (30 mx25 mmx0.25 pm)
Gas portador: Helio 1.2 mL min™
Rampa de temperaturas:
Tinicial: 50° C
de 50° Ca320°Ca10° Cmin”

T final: 300° C. durante 2 min

Detector de masas (MS)

Modo SCAN (33-350 m/z)

Modo SIM (71, 81, 95, 69)

Servicio Central de Andlisis (SCAB),
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2.3. Cuantificacion de los aceites esenciales en el
collar antiparasitario.

En primer lugar, para poner a punto el método de
cuantificacion de los dos aceites esenciales
seleccionados, se calculd las densidades de cada aceite.
Para ello se pesaron 10 mL en una balanza analitica.
Posteriormente, se realizaron extracciones sucesivas de
los aceites puros para poder observar si se podia
obtener una buena linealidad. Para ello, se tomo la
minima cantidad de aceite esencial de lavandina vy
geraniol (0.1 yL) con una jeringa de cromatografia.

El método cromatografico usado fue el descrito en la
tabla 1 pero utilizando inyeccién en espacio en cabeza
con un split (1:20) en modo SIM.

Una vez realizado el ensayo con los aceites esenciales
puros, se repite el proceso con las réplicas del collar
analizadas en el mismo dia y en varios dias. Se
observaron los coeficientes de regresion obtenidos y la
reproducibilidad del método. No se hallaron limites de
cuantificaciéon y deteccion (LOQ, LOD) va que las
concentraciones a determinar no estaban a niveles
traza. Por esa razébn se ajustaron las medidas de
inyeccion division split para no saturar el detector. No
analizan menor cantidad de collar ya que, debido al
propio proceso industrial, se sospecha una distribucion
no homogénea de los aceites esenciales. Menos de 1
mg provocaria una falta de representatividad de la
muestra analizada con respecto al collar.

3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion del aceite esencial de lavandina

En la figura 3 se puede observar el cromatograma de los
componentes principales del aceite esencial de
lavandina realizado en inyeccion liquida mediante
GC/MS. La libreria de espectros (NIST17) resalta:
Eucalyptol (tr: 7.61 min), 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-
dimethyl- (tz: 8.69 min) y 2- Bornanone (tg: 9.51 min)
(figura 3). Estos tres compuestos fueron elegidos como
representativos del aceite esencial por los siguientes
motivos:

e Un analisis semicuantitativo nos indica que
aunque no son los mayoritarios dentro de la
composicion del aceite esencial, su
concentracion supera en todos los casos 5% en
peso del total de concentracion del aceite
esencial por lo que son sencillos de detectar si
hay presencia de aceite de lavandina.

e Todos ellos comparten un ion m/z comun (71)
que facilita el analisis en modo SIM aunque

cada uno de ellos tuvo un ion

cuantificador distinto.

fragmento

Abundance

TIC: LAVANDINA.D\data.ms
1le+07

9000000 {L.6-Octadien-3-ol, 3,7-dimeth
8000000
7000000
6000000
5000000
(+)-2-Borpanone
4000000
3000000 Eucalvnto
2000000

d

L l 1

L
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

1000000

Time-->

Figura 3. Cromatograma en modo SCAN de un aceite esencial de
lavandina.

Para comprobar la posibilidad de cuantificar en modo

ss SIM, se analizd mediante MHE-GC/MS el patron del

aceite esencial. Como se puede observar en la Figura
4se puede observar el aumento del area de la seial
cromatogragica de wuno de los componentes
seleccionados, el 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- tg:

s 8.69 min, siguiendo Unicamente el fragmentom/z 71.

Abundance

lon 71.00(70.70 to 71.70): LAVANDINA 11.D\data.ms
lon 71.00 (70.70 to_71.70): LAVANDINA 22 D\data.ms
lon 71.0? (70.70 to 71.70): LAVANDINA 110.D\data.ms

150000
140000 h
130000 H
120000

110000 ‘
100000 H
90000
80000

70000 ‘
60000

50000 ‘
40000 \
30000 |
20000 |
10000 ‘

8.50 8.60 8.70 8.80 8.90 9.00 9.10 9.20 9.30 9.40 9.50 9.60
Time-->

Figura 4. Cromatogramas de extracciones sucesivas en modo SIM de un
aceite esencial de lavandina.

e 3.2. Caracterizacion del aceite esencial de geraniol

El aceite esencial de geraniol es menos complejo
teniendo como componente principal el geraniol (60%
en peso del total de componentes). El fragmento
caracteristico m/z de este compuesto fue el 69. El

2 tiempo de retencion en el programa de temperaturas

seleccionado fue tg: 11.00 min.

4 | Servicio Central de Andlisis (SCAB),
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3.3. Optimizacion de la técnica MHE_GC/MES

3.3.1. Selectividad

Se comprobd que los compuestos seleccionados para la
s cuantificacion de cada uno de los aceites esenciales no
interferian entre ellos. Para ello, se analizé una mezcla
mixta de los dos aceites esenciales. Tal y como se puede
apreciar en la figura 5, no hubo interferencia entre los
componentes de cada uno de los aceites esenciales)
10 seleccionados para la cuantificacion, ni en tiempo de
retencion ni en fragmentos m/z seleccionados.

Abundance
TIC: MUESTRA G.D\data.ms
750000
700000 {.6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- ~ Geraniol
650000
600000
550000
500000
450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000

100000
50000 || VKJ ‘ [ T -
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

Eucalyptol

(+)-2-Bornanone

Time-->

Figura 5. Cromatograma en modo SCAN de un aceite esencial de
lavandina y geraniol a concentraciéon 1000 ppm.

15
3.3.2. Linealidad

En primer lugar se calcula la regresion obtenida de las
20 extracciones sucesivas de los compuestos elegidos para
la cuantificacion de los aceites esenciales de los
patrones vy  posteriormente, se estudia el
comportamiento de la extraccion de los compuestos en
el collar antiparasitario.
25
En las figuras 6 y 7 se pueden observar las rectas de
regresion obtenidas de 7 extracciones sucesivas del
patron de aceite esencial.
De las regresiones se obtuvieron los valores necesarios
3 de pendiente q y A, necesarios para poder obtener la
cantidad de compuesto en el collar analizado.
Hay que recordar que para la cuantificacion no se
utilizaron los compuestos puros seleccionados en el
apartado 3.1 sino el propio aceite esencial utilizado para
s el dopaje de los collares antiparasitos calibrando
Unicamente los compuestos seleccionados.
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133

13.2%

13.15 +

15.9

15.8

157

15.6

Lavandina m/z &1

o 00550+ 13.531

\ R - 0.9983

Lavandinam/z 71

¥ =-0.0791x + 15.907

- 7= 0.9001
e
.
=Y
\"'\-..,
-
2 3 1 5 ] 7
Lavandina m/z 95
y=-0.0758x+ 14893
R*=0.9967
-
—
>y
- s
g
2 3 | L b T

(c)

Figura 6. Regresion obtenida en las extracciones sucesivas (MHE) del

aceite de lavandina para (a) 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl (m/z: 81) (b)

Eucaliptol (m/z: 71) y (c) Bornanone (m/z:95 ) . Se representa log (A) vs

(n-1) extracciones.

17.5

17

16.9

16.3

Geranial mfz 69

y=-0.0862x+ 17.432
RI=0.9923

2 3 1 5 b 7

Figura 7. Regresion obtenida en las extracciones sucesivas (MHE) del

aceite de geraniol (m/z: 69). Se representa log (A) vs (n-1) extracciones.
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Como se puede observar, los coeficientes de regresion
obtenidos aseguran una correcta caibracion en las
rectas de calibracién (»0.99) en todos los casos.

Collar. Lavandina m/z 81

116
T
11.5 .
~e_
114 .
~ + Serlesl
13 - —— lineal {Series1)
112 = 009754 11.629 *‘“\.\
RY=0.992
1.1 LaN -
e
1
0 1 2 3 1 5 [ 7
(@)
134
k. Collar . Lavandina m/z 71
*
132 + e
-
13 N
128 ** + Seriesl
A -8 —— Lineal (Series1)
126 y=-01577x+ 13302 .
2= .9 et
B = 09886 oy
124 <
+
122
0 1 2 3 | 5 6 7
128
555 Collar Lavandina m/z 95
o =~ .
126 e
125 ey
12.4 o
* * Seriesl
3
123 —— 9 —— Lineal (Series1}
y=-0. o2 B .,
| .
22 RY=0.9902 ‘m,i
121 =
~—
12 *

119

Collar Geraniel m/z 69

~.A A Seriesl
e ——Lineal {Serfes1)

y= 01808 + 14,613 e
R = 09880 a8

Figura 8. Regresion obtenida en las extracciones sucesivas (MHE) en la
muestra de collar para (a) 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl del aceite de
lavandina (m/z: 81) (b) Eucaliptol del aceite de lavandina (m/z: 71), (c)
Bornanone aceite de lavandina (m/z:95 ) y (d) Geraniol (m/z:69) del
aceite de geraniol.. Se representa log (A) vs (n-1) extracciones.
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En la figura 8 se muestran las extracciones sucesivas
realizadas en una muestra de collar de 1 mg
aproximadamente. Como se puede observar, existe una
leve desviacion de la linealidad de las rectas (r’=0.98)
debida a la primera y ultima extraccion. Segun la
bibliografia consultada, estas desviaciones son debidas
a efectos de adsorcién/absorcion del material vy
desviaciones del equilibrio gas/sélido, ya que la técncia
depende del soporte solido [8,9]. Esto puede deberse a
los cambios en la morfologia del soporte, ya que se
pudo comprobar visualmente como, debido a la
exposicion al calor del material, este pasaba de un
aspecto soélido rigido a un sélido blando.

Debido a este hecho, aunque muchas estudios utilizan
Unicamente 4 extracciones, en nuestro caso se amplio
hasta 7 mejorando la linealidad. En algunos casos la
primera extraccion fue omitida hallandose a partir de la
extrapolaciony corte con el eje del resto de puntos.

3.3.3. Reproducibilidad y repetitividad

. Se toma aproximadamente 10 mg de diferentes partes
de un collar antiparasitario. Se realizan 2 réplicas (Tabla
2). La concentracién se halla mediante las ecuaciones 1
y2.:

Wsample — MWstandard
zdsmple E‘ starndard. (EC 3)
ZAmple
Weampte = Eﬂim X Wstandara
storderd (EC 4)

Donde Wsample €s la cantidad en ng del aceite esencial
en la muestra, Wstandard €S la cantidad en ng de aceite
esencial puro v Asample Y Astandard €l sumatorio de las
areas cromatograficas de las distintas extracciones
(n=T7) realizadas y obtenidas a partir de las Ecuaciones 1
vy 2.

Tabla 2. Resultados de concentracion para aceite de
lavandina y geraniol en un collar antiparasitario.

Muestra Lavandina (% peso) Geraniol (% peso)
(replica 1) (1.1+£02) % 0.24%
(replica 2) (1.5+0.5) % 0.37%

8
Como se puede observar, para el caso de la

85

cuantificacion del aceite de lavandina, los resultados de
las réplicas son comparables (1.1 y 1.5) si se toman los
errores de cada una de las medidas. Teniendo en cuenta
estos datos tenemos una media para el collar de 1.3%

6 | Servicio Central de Andlisis (SCAB),
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con una desviacion asociada del 15% (0.2%). En el caso

del geraniol la concentracion es de 0.31% con una

desviacion asociada del 20% (0.06%). En cualquiera de

los dos casos, los errores asociados son aceptables en la
s medida de este tipo de compuestos.

A continuacion, se realizan los ensayos siguientes:

Ademas, los resultados de los ensayos de trataron de

diferente forma para la lavandina, en el primer caso

como suma de los compuestos elegidos como
10 representativos y en el segundo eligiendo uno soélo.

1- Estudiar la reproducibilidad del método entre dias,
almacenando las muestras a 4°C hasta su analisis.
(Tabla 3)

En este caso, se puede observar como la repetitividad

15 en este caso para la lavandina es de un 8% mientras que
la reproducibilidad es de un 20%. En el caso del geraniol
tanto la reproducibilidad como la repetitividad es de un
2%. Existe una diferencia bastante grande entre este
resultado y el obtenido anteriormente para el caso del

2 geraniol. Probablemente sera debido a que en este caso
la concentracion era superior y la incertidumbre
asociada de la medida fue menor.

Tabla 3. Resultados de concentracion para aceite de
lavandina y geraniol en una muestra de una parte de un
» collar antiparasitario. Repetitividad y reproducibilidad
del método como suma de los compuestos de cada
aceite

Muestra Lavandina (% peso) Geraniol (% peso)

M1. Dia 1 2.04% + 0.3% 1.22 %
M2. Dia 2 1.39% + 0.8% 1.17 %
M3. Dia 3 1.57% + 0.3% 1.21 %

2- Tomar una Unica muestra de una parte del collar en
» vez de diferentes partes (Tabla 4)

Observando los resultados de la Tabla 4, con un sencillo
test estadistico se puede ver como la ultima replica era
un resultado anémalo (p<0.05). Este hecho denoto que
el propio proceso de produccion del collar puede
s conllevar un reparto no homogeneo de los aceites
esenciales a lo largo del collar. Como se puede observar,
en la Tabla 3 se obtuvieron medidas de repetitividad y
reproducibilidad mas altas (15-20%). Por otra parte, en
este ensayo ha aparecido una muestra outlier aunque,
« eliminandola, los resultados de repetitividad vy

45

reproducibildad han sido mejores (3-5%).

Tabla 4. Resultados de concentracion para lavandinay
geraniol en una muestra de collar antiparasitario,
tomada como suma de diferentes partes de éste.

Repetitividad y reproducibilidad del método tomando

un sélo compuesto de cada aceite.

Muestra Lavandina (% peso) Geraniol (% peso)
M1 0.39% 0.23%
M2 0.38% 0.22%
M3 0.64% 0.15%
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Estos resultados lo demuestran que fue mas
representativo tomar muestra de distintas partes del
collar y juntarlas hasta obtener 10-15 mg. El resultado
obtenido haciendo esto tiene una reproducibilidad
asociada mas alta debida a la heterogeneidad de la
muestra pero el resultado de aceite esencial obtenido
es mas representativo de todo el collar. Por esa razon,
para el analisis de las muestras reales se tomd 10-15 mg
de muestra de collar tomando al menos 10 pequeiias
porciones de distintos sitios del collar.

3.4 Cuantificacion de muestras de collares
antiparasitarios

Se adjuntan los resultados de dos muestras de collar
medidas  directamente  mediante  extracciones
sucesivas: MHE-GC/MS. Cada una de las muestras
corresponde a varios trozos de un mismo collar que han
sumado 10 mg. Los trozos se tomaron de distintas
partes del collar. La cuantificacion de lavandina se ha
realizado mediante el promedio de los tres
componentes seleccionados (Tabla 5) usados en las
anteriores cuantificaciones y que ha respondido
correctamente. Para el caso del geraniol, como se ha
indicado anteriormente se ha utilizado el 0dnico
componente caracterizado.

Tabla 5. Resultados de concentracion para lavandina y
geraniol en la muestra de collar

Muestra Lavandina (% peso) Geraniol (% peso)

Collar 1 1.64 % 1.25%

Collar 2 2.04% 1.22%
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CONCLUSIONES

El método puesto a punto permitié la medida de dos
aceites esenciales directamente de un sélido (collar
antiparasito) mediante la aplicacion de la técnica de
extracciones sucesivas (MHEGC/MS). Aunque se pudo
observar algunas desviaciones de la idealidad en las
extracciones ejecutadas sobre los collares debido
principalmente a la fusion parcial del componente
plastico, el error asociado a los resultados obtenidos
esta dentro del margen permitido para este tipo de
compuestos mediante metodologias clasicas. A
diferencia de éstas, este proceso de cuantificacion esta
completamente automatizado, tiene un tiempo de
respuesta mucho mas corto, se gastan menos reactivos
y es mas respetuoso con el medio ambiente ya que no
se utiliza ningun tipo de disolvente organico en el
proceso de extraccion.

Con respecto a las resultados obtenidos en el analisis de
las muestras reales, se pudo observar que el propio
proceso industrial en el que se introducen los aceites
esenciales conlleva una gran pérdida de éstos debido a
los procesos térmicos que tienen lugar. Ademas, se
observaron grandes diferencias entre las distintas
réplicas analizadas de las mismas muestras, lo que
sugire un proceso poco homogéneo de distribucion de
estos aceites esenciales en el producto final. Por lo
tanto, se ha recomendado a la empresa la mejora de los
procesos industriales para poder llevar a cabo analiticas
bajo calidad en la produccion de los collares
antiparasitarios.
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