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ABSTRACT

The Dynamic Method employed to collect Capsicumm spp. Volatiles using gas
chromatography with mass selective detector for their quantitation was validated.
The validation tests were conduced with seven previously described compounds in
Capsicum’s volatiles (3-hexanone, 1-bromohexane, 2-ethyl-1-hexanol, 6-methyl-
2-hepten-4-ol, p-xylene, D-limonene y 2-ethyl hexyl éster). The method exhibited
good selectivity and linearity remained within the 2-120 mg mL! range with corre-
lation coefficients greater than 0.99 for each evaluated compound. The relative
standard deviation of factor responses was less than 2%. The validation results
show that the method is efficient for extracting volatile compounds with recoveries
between 87-98% with R.S.D. less than 10% which is indicative of good accuracy.
The standard uncertainty associated with each measurement ranged from 1.17
to1.36 ug: the lowest related to 3-hexanone and the highest to 1-bromohexane.
wwuw.relaquim.com
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RESUMEN

Se valido el método de aireacion dinamica para la captura de volatiles de Capsicum
spp usando cromatografia de gases acoplada a un detector selectivo de masas para
su cuantificacion. Las pruebas de validaciéon se realizaron con siete compuestos
previamente descritos como volatiles de Capsicum. (3-hexanona, 1-bromohexano,
2-etil-1- hexanol, 6-metil-2-hepten-4-ol, p-xileno, D-limoneno y 2-etil hexil éster).
El método exhibié buena selectividad y la linealidad se mantuvo en el rango de
2-120 ug mL!, con coeficientes de correlacion mayores de 0.99 para cada com-
puesto evaluado. La desviacion estandar relativa de los factores de respuesta fue
menor de 2%. Los resultados de la validacion muestran que el método es capaz
de extraer compuestos volatiles con recuperacion de 87-98% y con DER menores
de 10% lo cual indica una buena exactitud. La incertidumbre estandar asociada
a cada medicién estuvo en un rango de 1.17 a 1.36 ug: la mas baja asociada a la
3-hexanona y la mas alta a la del 1-bromohexano. www.relaquim.com
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INTRODUCCION

La validacion de métodos es una de las
medidas universalmente reconocidas
como necesarias dentro de un sistema de
aseguramiento de la calidad (Thompson
et al.,, 2002). Por esta razon, los métodos
analiticos deben validarse para demostrar
que son adecuados para determinar anali-
tos, en forma cuantitativa o cualitativa, en
matrices de interés (Soboleva, 2004).

Los analitos de interés se pueden
encontrar en cantidades pequenas y en
mezcla con una gran cantidad de materia
organica que puede causar interferencias,
motivo por el cual el proceso de analisis
del compuesto de interés requiere de un
estricto control de calidad (Segura, 1999).
Para el aseguramiento del control de cali-
dad se incluyen algunos indices como pre-
cision, exactitud, linealidad, selectividad,
repetibilidad y reproducibilidad (US EPA,
1996; Coy, 1999; Lehotay y Mastovska,
2005). El método de aireacion dinamica
(AD) o “dynamic headspace” se emplea,
generalmente, en la extraccion o captura de
compuestos volatiles o semi-volatiles que
las plantas liberan. Este sistema permite
recolectar los compuestos liberados por la
planta entera o por algunas estructuras,
como yemas, flores o frutos (Smith, 1976;
Nojima et al., 2003; Calyecac-Cortero et al.,
2007). El uso de este método también ha
permitido la captura de feromonas sexua-
les, de agregacion u oviposicion en insectos
(Heath et al.,, 2006). En muchos trabajos
se demostro que los compuestos liberados
por plantas intervienen en la interaccion
insecto-plantas, funcionando como sefiales
quimicas que guian a los insectos fitofagos
hacia éstas (Bernays y Chapman, 1994;
Angioy et al.,, 2006). Sin embargo, hoy
en dia existen métodos modernos para la
caracterizacion de volatiles, pero el método
de AD se sigue usando debido a que nos
permite recolectar la muestra para analisis
quimico y pruebas de comportamiento con
el insecto.

Capsicum annuum L. (Solanacea) libera
cientos de compuestos en los diferentes
estados fisiolégicos pero, en especial, el
aroma de sus frutos se considera un im-
portante indice de calidad (Cremer y Eich-
ner, 2000). En 2006, Osorio determino la
presencia de 56 compuestos volatiles en
estructuras reproductivas, como yemas,
flores y frutos en desarrollo, de plantas de
chile (C. annuum) por AD y establecio la
hipotesis de que algunos de estos volatiles
median la interaccion entre la planta y su
principal insecto plaga, Anthonomus euge-
nii Cano (Coleoptera: Curculionidae). Sin
embargo, se carece de métodos validados
para determinar la concentracion de estos
compuestos volatiles, asi como evaluar
la eficiencia del método en la captura de
éstos. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue validar el método de aireacion
dinamica, con algunos de los estandares
identificados por Osorio (2006), para la
determinacion cuantitativa de los volatiles
emitidos por estructuras de plantas de
Capsicumm spp.

MATERIALES Y METODOS

Estandares

Se usaron los siguientes estandares, 3-
hexanona, 1-bromo hexano, 2-etil hexanol
(Fluka), 6-metil-2-hepten-4-ol, p-xileno,
D-limoneno y 2-etil hexil éster (Sigma-Al-
drich®, Toluca, estado de México). El 6-
metil-2-hepten-4-ol no se ha reportado en
volatiles de chile, su uso en la validacion
fue como estandar interno. Los estandares
se diluyeron en hexano, grado HPLC (Fer-
mont®), para preparar las disoluciones,
para lo cual se considero la pureza y la den-
sidad de cada estandar. La pureza de cada
estandar se determiné por cromatografia de
gases y en todos fue mayor de 95 %. En la
preparacion de disoluciones se uso6 material
calibrado y certificado, incluyendo frascos
volumeétricos de 1 mL clase A (Kimble Glass
INC) y jeringas microliticas (Hamilton®,
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Reno, Nevada, USA). Por ultimo, las diso-
luciones de cada estandar se aforaron a 1
mL, con hexano HPLC.

Aireacion dinamica (AD)

El método consistié en cuatro reactores
de vidrio con cuello esmerilado 29/42 de
21 cm de alto, 6 cm de diametro interno y
500 mL de capacidad. Cada frasco conto
con un tapon esmerilado (29/42), provisto
de dos tubos de cristal a los cuales se les
adapt6 una manguera de Nalgene Premium
(3/16" ID), libre de volatiles. La primera
manguera se conecté a un tanque de aire
comprimido extra seco, donde se colocé una
pipeta Pasteur empacada con 0.2 mg de
adsorbente (Tenax®, Bellefonte, PA, USA),
de malla 60/80, que actué como trampa
para limpiar el aire que entro al sistema. La
segunda manguera funcion6é como salida
de aire en donde se inserto otra pipeta Pas-
teur con Tenax® TA 60/80, que permitio
la captura de los volatiles. El Tenax, junto
con el carbon activado y la Silica gel, son
los adsorbentes mas utilizados en este tipo
de metodologias, ya que atrapan una gran
cantidad de compuestos volatiles (Lodge,
1996; Keith, 1996).

Captura de volatiles en muestras control

La captura de volatiles se realiz6 durante
6 h y consistié en colocar 500 pL con una
concentracion de 50 pg mL! de la mezcla
de todos los estandares mencionados an-
teriormente sobre una matriz sintética, la
matriz fue papel filtro circular No.1, de 70
mm de diametro (Advantec, Japan) sobre
el cual se aplico la mezcla de los siete es-
tandares.

Inmediatamente, se introdujo la matriz
dentro de cada frasco y éste se cerro. Se
hizo pasar un flujo de aire de 200 mL min™!,
con la ayuda de un flujometro (Gilmont®,
Barrington, IL, USA), modelo GF-8341-
1201. Los volatiles capturados en cada
cartucho de Tenax se eluyeron con 3 mL de
hexano, grado HPLC, en direccion al flujo
de aire. Luego se redujo el volumen con un
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flujo suave de nitrégeno, a un volumen final
de 1 mL, el cual se coloco en viales color
ambar de 2 mL y se sellaron debidamente.
Las muestras se almacenaron a 5 °C, hasta
su analisis, que no fue mayor a 15 dias. Se
realizé un total de 12 repeticiones en tres
fechas diferentes.

Captura de volatiles en flores de chile

Para evaluar la presencia y concentracion
de los siete estandares antes descritos,
se recolectaron flores de chile jalapeno
(Tampiqueno) y morron (H 778), manteni-
das en invernadero, se pesaron aproxi-
madamente 30 gr de cada una en una
balanza digital y se colocaron dentro de
los reactores, la recolecta de volatiles se
realizo de la misma forma que para matriz
sintética. Se realizaron tres repeticiones
para cada variedad y un blanco de método.
A cada repeticion se le adiciono 50 ug/ml
de 6-metil-2-hepten-4-ol para evaluar la
eficiencia del método y posibles interfe-
rencias de la matriz. Se uso una prueba
de t de student con a=0.05 y 4 gl para
muestras independientes para comparar
la concentracion de cada compuesto en
ambas muestras.

Analisis cromatografico

Las muestras obtenidas por AD se anali-
zaron con un cromatografo de gases (CG)
acoplado a un detector selectivo de masas
(CG/MSD 6890/5973; Agilent, Palo Alto,
CA, USA). Las condiciones de analisis
fueron las siguientes: la inyecciéon manual,
de 1 pL de muestra en modo Splittles; la
temperatura del puerto de inyeccion se
mantuvo en 250 °C, y la temperatura del
horno inici6 en 40 °C y se incrementé 15
°C min !, hasta llegar a 250 °C. Se us6 una
columna capilar HP-5ms (Agilent; Santa
Clara, CA, USA), recubierta con una fase
de fenil metil siloxano, de 0.250 um de es-
pesor, 0.25 mm de diametro interno y 30
m de longitud. Se utiliz6 helio como gas
acarreador, con un flujo en la columna de
1 mL min!. El tiempo de analisis fue de
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20 min. El MSD se oper6 en modo scan,
en un rango de 30-550 uma. La interface
se mantuvo a 280 °C, el detector y cuadru-
polo a 150 y 230 °C, respectivamente. La
adquisicion de datos fue en modo impacto
electronico, a 70 eV. Los iones de cuan-
tificacion y confirmacion generados para
cada compuesto se compararon con los de
la biblioteca NIST 2002, para corroborar la
identidad de cada uno.

Calibracion

La calibracion consistio en verificar que el
CG/MDS cumpliera con los criterios in-
ternos de calibracion especificados por el
fabricante (Agilent Technology), al realizar
la afinacion con el estandar interno PFTBA
(perfluorotributil amina). La calibracion
externa consistio en elaborar una curva de
calibracion con los estandares de referen-
cia, en un rango de 100, 80, 50, 20, 10, 5
y 2 pg mL'. En la preparacion de la curva
se consideré la pureza y la densidad de
cada estandar.

Linealidad

El estudio de linealidad consistié en la
inyeccion de las concentraciones utiliza-
das para la curva de calibracion por tri-
plicado. La regresion lineal se obtuvo de
la respuesta de cada compuesto versus la
concentracion. En la prueba de linealidad
se uso6 un nivel de significancia de 5% de
acuerdo con los criterios de aceptacion
usados por Méndez-Antolin et al. (2008) y
US EPA (1996); los cuales son: coeficiente
de correlaciéon (r°) 2 0.99 y desviacion es-
tandar relativa de los factores de respuesta
(DERf") < 5%. Los factores de respuesta se
definieron como (y/x), en donde (x) es la
concentracion y (y) la respuesta a dicha
concentracion; la desviacion estandar
relativa de la pendiente (DER,) < 2%, con
DER, (%) = (S.D._/b) x 100, donde b es el
promedio de las tres pendientes y SD, es
la desviacion estandar.

Repetibilidad

Se determiné la repetibilidad del método,
con una serie de mediciones realizadas
en un mismo dia y mismas condiciones,
utilizando como criterios de aceptacion la
desviacion estandar relativa DER < 15%
segun los métodos de la Agencia de Protec-
cion al Ambiente (US EPA, 1996).

Precision intermedia

La precision intermedia se evalué usando
el mismo criterio anterior, variando Uni-
camente el dia de analisis de 12 muestras
diferentes en tres fechas.

Exactitud

Esta se evalu6 a partir de muestras adi-
cionadas a 50 ug/mL, con la mezcla de
todos los estandares. Los resultados se
registraron considerando los recobros a
100% y la desviacion estandar. Se usé una
prueba de t para muestras pareadas de dos
colas, a 95%, para determinar si el recobro
medio era diferente del 100% fortificado. La
prueba de t se calculd usando la siguiente
ecuacion.

t,,=1100-ec|Vn/DER
(1)

Elvalor obtenido de texp se comparo contra
el valor de ttab, con 95 % de confianza y
n-1 grados de libertad (Méndez-Antolin et
al., 2008).

La incertidumbre estandar se calculé como
la desviacion estandar de la media

U(Rec) = SD n'/2,
(2)

RESULTADOS Y DISCUSION

Selectividad

Un método es selectivo si presenta la capa-
cidad de determinar analitos particulares
en mezclas o matrices, sin interferencia
de otros componentes de comportamiento
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Figura 1. Cromatograma obtenido del analisis de la mezcla de estandares con sus respectivos tiempos de

retenciéon por CG/MSD.

similar (IUPAC, 2001; Lancas, 2004). Esta
condicion indica que el método instru-
mental utilizado en el presente trabajo es
selectivo para los compuestos de interés,
ya que no se observo la presencia de picos
en la region de tiempos de retencion de los
compuestos analizados. En la Figura 1 se
observa un cromatograma de la muestra
analizada, en la cual se nota que no hubo
interferencia en la determinacion.

La cuantificacion de un compuesto por
CG/MSD se basa en la medicion de iones
derivados de una molécula en particular,
separando los nucleos atomicos en funcion
de su relacion masa/carga (m/z) (Hoffman
y Strooban, 1999), por lo que la abun-
dancia relativas de los iones generados es
crucial para una buena identificacion y
cuantificacion. Los iones de cada estandar,
incluyendo iones de cuantificacion y de
confirmacion se presentan en el Cuadrol.
Las abundancias relativas de cada ion se
determinaron de acuerdo con los patrones
generados por la biblioteca Nist v2002.

Cuadrol. Seleccion de iones para la cuantificacion
de cada estandar.

Estandar Ion de Iones de
cuantificacion confirmacion
(m/z)% (m/z)%
3-hexanona 57 71, 100
p-xileno 91 106, 77, 65
1-bromohexano 135 55, 86
6-metil-2-hepten-4-ol 71 57, 95
2-etil hexanol 57 70, 85
D-limoneno 68 93, 67, 136
2-etil hexil éster 43 70,57, 112

i = masa/carga generada para cada ion.

Estudio de linealidad

Los resultados obtenidos de la calibracion
se presentan en el Cuadro 2; en éste se
observa que los siete compuestos usados
mantuvieron una respuesta lineal en rangos
de 2-120 ug mL-1. Los coeficientes de cor-
relacion (7%) fueron mayores de 0.99, cifra
minima significativa utilizada para fines
de cuantificacion (US EPA, 1996; Mén-
dez-Antolin, 2008; Valente et al.,, 2008).
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La desviacion estandar relativa de la pen-
diente obtenida para cada compuesto
fue mayor de 2%; el valor mas alto fue
para la 3-hexanona (6.58), con lo cual no
se cumple con los criterios usados por
Mendez-Antolin et al. (2008). Estos valores
altos pueden ser causados por el modo de
inyeccion de la muestra, ya que en este
trabajo la inyeccion fue manual y en el
caso de Méndez-Antolin se hizo con un
sistema automatizado. Los métodos EPA
son menos rigurosos en estos criterios,
llegando a aceptar desviaciones de 15% con
inyecciones en modo automatico (US EPA,
1996). Otro factor que puede contribuir a
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tener una alta desviacion es la presion de
vapor (PV) de este compuesto, al respecto
Olsen y Nielsen (2001) mencionan que
compuestos organicos con PV > 10 Pa a
20 °C, se clasifican como volatiles y PV
menores de 10 Pa como semi-volatiles. Los
factores de respuesta obtenidos para cada
compuesto se encuentran dentro de los
criterios de aceptacion de 5% y muestran
una alta correlacion entre la concentracion
del estandar y la respuesta obtenida para
cada uno. De acuerdo con estos resultados,
el método fue capaz de obtener respuestas
proporcionales lineales a concentraciones
bajas de cada estandar evaluado.

Cuadro 2. Estudio de linealidad del método de AD por cromatografia de gases masas.

Compuesto r DER, DER, PM (g gmol?) tr (min) PV (mmHg)
3-hexanona 0.99 6.58 2.61 100 6.69 13.9
p-xileno 0.99 5.85 2.20 106 10.57 6.48
1-bromohexano 0.99 3.97 2.79 164 13.54 > 10
6-metil-2-hepten-4-ol 0.99 5.16 2.27 132 6.71 0.19
2-etil-1-hexanol 0.99 1.70 1.95 130 16.05 0.2
D-limoneno 1.0 5.75 1.96 136 15.99 1.52
2-etil hexil éster 0.99 0.25 2.01 172 18.5 0.4

r* = coeficiente de correlacion.
DER, = desviacion estandar relativa de la pendiente.

DER, = desviacion estandar relativa de los factores de respuesta.

PM = peso molecular.
Tr = tiempo de retencion de cada estandar.

La sensibilidad, evaluada como el cam-
bio en la respuesta analitica dividida por
el correspondiente cambio en la concen-
tracion de la curva estandar (FAO, 1998),
fue diferente para cada compuesto. El que
presentdé menor sensibilidad fue 1-bromo
hexano, en contraste con el p-xileno que
fue el que tuvo la mayor respuesta cro-
matografica.

En el Cuadro 3 se observan las concen-
traciones de cada estandar en cada punto
de la curva de calibracién, asi como sus
respectivos promedios de respuesta cro-
matografica. Se observo una relacion lineal

directa entre la respuesta analitica y el nivel
de concentracion, lo cual coincide con los
criterios descritos por la FAO (1998), en
su manual para validacion de métodos
analiticos para control de alimentos. Los
valores de la desviacion estandar relativa
(DER) de cada punto de la curva fueron
menores de 15% para cada estandar eva-
luado. El cambio de respuesta observado
entre los diferentes compuestos depende de
las propiedades quimicas de cada uno de
éstos y de su comportamiento dentro del
MSD (Hoffman y Strooban, 1999).
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Cuadro 3. Respuesta cromatografica vs concentracion de estandar.

3-hexanona p-xileno 1-bromohexano D-limoneno
Concentracion Promedio DERfY Promedio DERf{  Promedio DER{ Promedio DERfY
(ug mL™) (m/z) % (%0) (m/z) % (%) (m/z) % (%) (m/z) % (%0)
2 450 885.73 7.98 1193 591 4.16 176 759 3.6 593 213 2.7
5 1301 775.33 2.28 3 385579 1.68 472 002 2.0 1 593 448 2.8
10 2 802 578.63 1.11 6 478 622 1.91 987 301 0.6 3 324 004 3.8
20 6 018 364.6 4.04 13285157 2.75 2 122 834 2.3 6 853 777 2.7
50 17 613 686.9 2.86 43 956 800 1.95 6 489 632 3.4 18 869 162 0.5
80 23 955 473.6 5.11 60 767 208  4.27 9117 149 4.9 24 681 696 3.4
100 32 255 673.6 4.81 79 646 726  6.32 12917 674 7.6 30 083 575 3.8

t = desviacién estandar relativa, $ = maza/carga para cada compuesto generado por el impacto electréonico

a 70 eV.

Cuadro 3. Respuesta cromatografica vs concentracion de estandar (continuacién).

6-metil-2-hepten-4-ol

2-etil-1-hexanol

2-etil hexil éster

Concentracion Promedio DERT Promedio DERfY Promedio DERT
(ug mL™) (m/z)% (%) (m/z)% (%) (m/z)% (%)
2 1 051 658 3.3 764 429 1.9 682 898 2.1
S 2 846 393 6.0 2 227 932 4.5 1911 608 3.5
10 6 225 641 1.2 4 224 329 3.3 3 535831 1.6
20 13 139 599 2.9 8 526 848 2.4 6 826 660 2.7
50 39 754 594 2.6 26 144 578 0.6 13 786 550 3.9
80 51 581 329 5.4 34 889 768 3.5 23 953 055 3.3
100 71 598 900 7.5 41 350 674 4.6 27 918 103 5.4

t: Desviacion estandar relativa, f: maza/carga para cada compuesto generado por el impacto electronico a

70 eV.

En el Cuadro 4 se presenta la exactitud
del método evaluado a un nivel de adicion
de 50 pg mL! de todos los estandares, el
que se comparo6 con el 100% de recobro y
con los valores de t de student. Los reco-
bros fluctuaron entre 86.21 a 99.99%, el
valor mas bajo fue 2-etil-1-hexanol y el
mas alto la 3-hexanona. De acuerdo con
Hill (2000), los promedios de recuperacion
deben estar en el rango de 70 a 110% y la
DER debe ser < 20%. El porcentaje de re-
cuperacion puede variar, dependiendo del

numero de pasos usados en la extraccion y
el analisis. En métodos que incluyen pasos
como extraccion, aislamiento, purificacion
y concentracion, los recobros suelen ser
bajos (FAO, 1998). El porcentaje de recobro
en este trabajo para los siete estandares no
fue diferente de 100% fortificado, cuando se
compararon los valores de texp obtenidos
contralosvaloresdet, , (gl=2.2,n=12,a=
0.05). La incertidumbre estandar asociada
a cada medicion se mantuvo en un rango
de 1.17a 1.35 pgmL*.
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Cuadro 4. Exactitud del método para los estandares evaluados por AD.

Compuesto Adicion Recobro Promedio DERf texp:i: Incertidumbre
pg mL! (%) pg mL+ (%) (ng)
3-hexanona 48.0 99.9 44.15 9.21 0.25 1.17
p-xileno 50.0 88.48 44.24 9.91 0.34 1.27
1-bromohexano 46.0 91.50 42.09 11.35 0.22 1.36
6-metil-2-hepten-4-ol  47.3 92.51 43.76 0.10 0.21 1.28
2-etil-1-hexanol 50.0 86.27 43.13 10.75 0.37 1.34
D-limoneno 48.5 92.81 45.01 10.37 0.20 1.35
2-etil hexil, éster 49.0 91.32 44.75 10.47 0.24 1.35

t: Desviacion estandar relativa, = t experimental obtenida, T tablas =2.2 con n=12, a=0.05.

En el cuadro 5 se presentan los resulta-
dos obtenidos de la captura de volatiles de
flores de chile morron y jalapeno, observan-
dose que el 6-metil-2-hepten-4-ol se recu-
pero con un 87.6 y 97.4 % respectivamente
cuando se adiciono a 50 ug/mL. Esto nos
indica que no existio interferencia de matriz
ademas de una precision del método. La
concentracion de cada compuestos entre
ambas muestras no fue significativamente
diferente cuando se realizo la prueba de t
de student con a=0.05 y 4 gl, excepto para
el caso del 2-etil hexil, éster para el cual el
valor de t experimental obtenida fue mayor
que t de tablas.

CONCLUSIONES

Es posible colectar volatiles de Capsicum
spp. por el método de aireacion dinamica.
Este método demostré ser confiable en
cada criterio analitico evaluado. El proce-
dimiento usado en este estudio y el sistema
usado, permitieron capturar los volatiles
en un tiempo estimado de seis horas. Los
promedios de recuperacion obtenidos para
cada estandar no son diferentes de los
que se colocan inicialmente, lo cual da la
confianza de que el método tiene buena
precision y exactitud y puede recomendarse
para la colecta de volatiles en otras matri-
ces de interés. En el desarrollo del método
de recoleccion y analisis de volatiles, se

Cuadro 5. Volatiles en flores de chile morrén y jala-
pefo recolectados por AD.

Compuesto Morrén Jalapeno texp;t
pg mL! pg mL!

3-hexanona 5.28%1.7 2.2+0.96 1.59
p-xileno 4.18%£2.76 7.06+0.62 0.72
1-bromohexano 1.18+0.021 5.57+1.62 1.28
6-metil-2-hepten-4-ol 43.8+2.9 48.7+£3.9 0.45
2-etil-1-hexanol 3.6+0.6 1.8+0.6 0.78
D-limoneno 1.46+£0.41 3.6710.48 0.78
2-etil hexil, éster 0.71+0.17 33.67+6.17 4.01

= t experimental obtenida, T tablas =2.1318 con
n=6, a=0.05.

encontraron mas compuestos, sin embargo
su identificacion y concentracion escapan
a los objetivos iniciales de este trabajo.
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