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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié la Microextraccion en Fase Sdlida de los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs), empleando las técnicas de Espacio
confinado (EC-MEFS) e Inmersion Directa (ID-MEFS), empleando como sistema de
sorcion un bafio de glicerina, con una fibra de Polidimetilsiloxano-Divinilbenceno
(PDMS-DVB) de 65 pm de espesor y como sistema de desorcion y deteccion un
Cromatografo de Gases con un Detector de lonizacion a la llama (GC-FID). Entre las
variables optimizadas tenemos la fibra empleada en la cual se compararon las de
30 um (PDMS) y la de 65 um (PDMS-DVB), siendo ésta ultima la que arrojo mejores
resultados. Para el caso de la etapa de sorcion de la técnica de ID-MEFS se
optimizé la temperatura del bafio de glicerina y el tiempo de sorcion de la fibra,
siendo 65 °C y 40 min respectivamente los valores 6ptimos obtenidos. Se estudio
ademas el multipatron de referencia (CUS-9735, Ultra Scientific), el cual posee 25
HAPs de ellos los 16 seleccionados por la Agencia Federal para la Proteccion del
Medio Amiente (EPA) de los Estados Unidos, encontrdndose que las condiciones
empleadas son capaces de detectar hasta 11 de ellos: naftaleno, acenatftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, criseno,
benzo[b]fluoranteno y benzolk]fluoranteno, asimismo la técnica de EC-MEFS puede
detectar los 9 primeros si estos se encuentran en una cantidad adecuada para ser

sorbidos por la fibra.

Se evaluaron 4 tipos de muestras las cuales fueron 2 tipos de trigo: TSRW y
HRW asi como 2 tipos de maiz: Amarillo y blanco; encontrandose que para estas
tltimas se lograron identificar los siguientes HAPs: Naftaleno, Fluoreno, Antraceno y
Pireno, por ambas técnicas empleadas, en cambio para las primeras muestras solo

se logro detectar la presencia de estos hidrocarburos por la técnica de EC-MEFS.
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1. INTRODUCCION

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPS), constituyen un grupo de
compuestos quimicos que se les han demostrado sus propiedades cancerigenas.
Adicionalmente se ha comprobado en diferentes estudios a lo largo del tiempo, que
los seres humanos no sélo estan expuestos a estos agentes a través del aire o la
ingesta de agua potable, sino también por el consumo de alimentos contaminados
con los mismos, por lo que diversos organismos internacionales se han

concentrados en estudiarlos y minimizar su impacto en la salud. !

La nueva legislacion de la Union Europea (UE), presenté una solucion a
principios de 2005, a los problemas de contaminacién de alimentos sobre la base de
datos recogidos de los estados miembros y de la evaluacion realizada por el Comité
Cientifico de la Alimentacion (SCF) en 2002. Este Comité evalué 33 HAPs y de estos
identific6 15 que poseen propiedades genotdxicas y cancerigenas, ademas
indicaron que el benzo (a) pireno (BaP), podria utilizarse como un marcador de los
HAPs, a pesar de que éste, solo constituye del 1 al 20 % de la concentracion total
de HAPs cancerigenos. El estudio del benzo (a) pireno (BaP) data de la década de
los 70 en donde se publico su primer método oficial de andlisis en alimentos que se
basé en la absorcion de rayos ultravioleta de un extracto del alimento que

previamente es purificado por cromatografia en capa fina.

En base a lo anteriormente expuesto y a los estudios realizados por la
comunidad cientifica, en abril del 2005 se propuso un limite maximo residual (LMR)
de 1,0 ug/Kg de (BaP) en los alimentos para lactantes y niflos pequefios (incluidos
los alimentos a base de cereales) y quedd establecido en el Reglamento de la
Comision de las Comunidades Europeas el 19 de diciembre del 2006, bajo el n°®
1881/2006. %

Aunque actualmente se ha centrado el estudio, al benzo (a) pireno (BaP), se
ha continuado las evaluaciones del resto de HAPs en muestras de alimentos muy
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especialmente en los ultimos 5 afios y el método mas empleado para esto ha sido la
cromatografia de gases debido a su gran sensibilidad.

Una técnica que esta iniciando su aplicacion con gran fuerza en la
determinacion de HAPs en alimentos, pero que ya tiene gran desarrollo en otros
tipos de muestras, es la microextraccion en fase solida (MEFS), dado que elimina la
mayoria de los inconvenientes que puedan presentar otras técnicas, incluyendo altos
costos y tiempos de preparacion excesiva de muestra. La MEFS ha sido una técnica
tan versatil que ya desde sus inicios, mostraba su avances cuando fue galardonada
en 1994, con el premio R&D 100 a la Tecnologia Innovadora. !

En este trabajo se propone evaluar la microextraccion en fase sélida (MEFS),

para el estudio de HAPs en cereales.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS)

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) son compuestos que
contienen carbono e hidrogeno en estructuras aromaticas. So6lo algunos de ellos,
como el antraceno y el pireno, se producen industrialmente, pero estos como tal, se
encuentran de forma natural en numerosos materiales organicos fosiles y pueden
originarse, cuando se produce la combustién incompleta, a temperaturas elevadas. [
Estos compuestos son contaminantes que se encuentran practicamente en todas
partes. Su presencia en el medio ambiente generalmente, es producida de manera
natural ejemplo: Incendios forestales o de manera antropogénica ejemplo:

Combustiéon en automaoviles.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) estan formados por dos, tres
o mas anillos aromaticos condensados, estos pueden estar en linea recta,
angulados o ramificados. Ademads, el término hidrocarburo indica que la molécula
contiene sélo carbono e hidrogeno. La estructura condensada mas sencilla, formada

por solo dos anillos aromaticos, es el naftaleno.

Los HAPs, son solidos a temperatura ambiente. Dependiendo de su caracter
aromatico, los HAPs absorben luz ultravioleta y producen un espectro fluorescente
caracteristico. Son solubles en disolventes organicos como: Tolueno, acetona,
ciclohexano, metanol o tetrahidrofurano, pero muy poco solubles en agua y su

solubilidad en esta decrece al aumentar el peso molecular y tamafio de la molécula.

Desde el punto de vista quimico, los HAPs reaccionan por sustitucion del
hidrogeno o por adicion cuando se produce su saturacion. Generalmente se
conserva el sistema de anillos. La mayoria se fotooxidan, una reaccién importante

para eliminarlos de la atmdésfera.
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Los HAPs reaccionan rpidamente con éxidos de nitrogeno o HNOj. Por
ejemplo, el antraceno puede oxidarse a antraquinona por accion del HNO3z o dar un
derivado nitrogenado mediante una reaccion de sustitucion con NO,. Los HAPs

pueden reaccionar con SO,, SOz y H,SO, para formar acidos sulfinico y sulfénico. ™

Ademéas pueden incorporarse al organismo por ingestion, inhalacién o
absorcion dérmica, por lo que son considerados liposolubles. Como consecuencia
de su baja solubilidad en agua y elevada en sustancias de naturaleza lipidica, se
acumulan en los organismos, en la materia organica y sedimentos, pudiendo
permanecer asi largos periodos de tiempo garantizando su biodisponibilidad. La
lentitud con que son degradados estos compuestos provoca su acumulacion en
plantas, peces e invertebrados acuaticos y terrestres, incorporandose, por lo tanto, a

la cadena alimentaria. ©

Entre los HAPs se encuentran cientos de compuestos que han sido objeto de
gran atencion por ser muchos de ellos cancerigenos, especialmente los HAPs que
contienen entre cuatro y seis anillos aromaticos. El hecho de que los HAPs
cancerigenos reaccionen con otras sustancias no significa necesariamente que se
inactiven como tales; por el contrario, muchos HAPs que contienen sustituyentes son

carcinégenos mas potentes que el correspondiente compuesto progenitor.

Son compuestos cancerigenos cuyos efectos se activan por medio de una
enzima, el citocromo P450, presente en el higado. Esta enzima metaboliza el
tolueno y otras sustancias xenobioticas (moléculas extrafias al organismo). La
enzima incorpora oxigeno a la estructura del HAPs, originando aductos tipo
epoxidos, que reaccionan facilmente con las bases heterociclicas del ADN, alterando

los genes. "

La referencia histérica mas antigua sobre los HAPs, nos remonta de 1775,
cuando un médico inglés, Sir Percival Pott, describié por primera vez un cancer de
origen profesional. Asocié el cancer de escroto de los deshollinadores con su

prolongada exposicion a alquitran y hollin, en condiciones deficientes de higiene
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personal. Cien aflos mas tarde se describio el cancer de piel en los trabajadores
expuestos a alquitran o aceites bituminosos. En el decenio de 1930 se describid el
cancer de pulmon en los trabajadores de la industria del acero y en la del coque. A
finales del decenio de 1910 se definid el desarrollo experimental de cancer de
pulmon en animales de laboratorio tras la aplicacion repetida de alquitrdn de hulla.
En 1933 se demostré que un hidrocarburo aromatico ciclico aislado del alquitran de
hulla era cancerigeno. ElI compuesto aislado resultd ser benzo(a)pireno. Desde
entonces se han descrito cientos de HAPs cancerigenos. Los estudios
epidemioldgicos indican una mayor frecuencia de cancer de pulmoén en los
trabajadores de las industrias de coque, aluminio y acero. Aproximadamente un siglo

después se han regulado algunos de los HAPs como cancerigenos laborales. !

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) tienen una amplia distribucién
en el medio ambiente. Se ha estimado que la ingesta humana de los HAPs en los
alimentos es considerablemente mas elevada que la del aire en el ambiente o el
agua que bebemos. Los aceites y grasas comestibles son las fuentes que

contribuyen mas a causa de su naturaleza lipofilica. ©

Més de 100 HAPs se han encontrado en la naturaleza, sin embargo, sélo 16
han sido seleccionados como contaminantes prioritarios por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) (Tabla 1), sobre la base de su

ocurrencia y efecto cancerigeno.

La Unica manera de saber que los productos quimicos y la cantidad de ellos
estan en los alimentos es a través de analisis quimico. Solo entonces podemos
saber las necesidades nutricionales para los diferentes productos quimicos o de sus
efectos sobre la salud. A través de la capacidad de identificar y cuantificar los
componentes en los alimentos, la quimica analitica ha desempefiado un papel
importante en el desarrollo humano, y la cromatografia, en particular, ha sido
fundamental para la separacibn de muchos compuestos organicos en los

alimentos.
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La EPA ha sugerido el Método 8310, para la determinacién de los 16 HAPs

cancerigenos ™%,

Este método es empleado, para determinar la concentracion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs), en aguas subterraneas y residuos, mediante (HPLC),
ya que, proporciona un alto rendimiento en las condiciones para la deteccion de los

mismos, a nivel de los ppb.

Este método sugiere que una extraccion adecuada proviene de una alicuota
de entre (5 — 25) pL, la cual se debe inyectar en un HPLC, y ser detectados por

(UV) y/o por fluorescencia.

La sensibilidad de este método por lo general depende del nivel de

interferencias en lugar de las limitaciones instrumentales.
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Tabla N° 1. Los 16 HAPs seleccionados por la Agencia Federal para la Proteccion
del Medio Ambiente (EPA) de los Estados Unidos. ¥

HAPs Estructura  Presiin de vapor - Solubilidad en agua P Patencial cancerigeno
(Tom) (mgL") [ARC USTSERY

I, Nafelewo, N v M 3 B0

2 Acemafilenn, Act @ 1108 20°C i L2000

3 Avenaftens, Ace @ WA 4% 21000

4. Floorena, L G0 whartanc 19 15000

5. Fenautreno, Fe ﬁ§ GA1F200C  L0I3a25%C 29000 3

6. Anfraceao, A 600 Mra’C 005007a25°C 26000 3

7. Fluosantens, Ft @@ 103 107 a 20°C 026a23%C 0000 3

8. Pireno, P % 64107 2 20C 014ai'C ¥ 3

0 Benzo(alatraceno, Blald @@§ SN ManY 4 AR

10. Criseno, Cr @@ 131040 20°C ¥ B

1. Benzofb)fuarantenn, Bib|Ft @ﬁ@ 1" 10%a 20°C 41 BH

12. Benzof))fuarantenn, BkIFt w@ 0610720 DMIsa2SC T B

13. Beuzo{apirenn, B{a)P @ §10° 00005 25°C 106 AR

14. Dibenzolp hanteaceno, diB{a A @rﬁ% o (DUINERARS 106 AR

15. Benzo(ghu pecilens, BighilPer % QP 107 3

16. Tndeao{1, 2 3-odJpizeno, I(L. 2, )P Jqp 51 BB

24 probablensentz caneerigeno en umanos. 2B: postblemente cancerizeno en humanos. 3 10 calificable como cancerigens en himanos
- 00 xpestuneatadn e fumanos
"TARC: Apeacia Intarvaciona] en In Tvestigzeidn del Claer
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Tabla N° 2 Caracteristicas de los 16 HAPs seleccionados por la Agencia Federal

para la Proteccién del Medio Ambiente (EPA) de los Estados Unidos. 2¥ 13!

Peso molecular

Punto de ebullicidn

HAPs Estructura (g/mol) (°C) CAS No.
Naftaleno QO 128,1705 218 91-20-3
Acenaftileno 50 152,1919 280 208-96-8
Acenafteno f‘}i l 154,2078 279 83-32-9
Fluoreno QO 166,2185 298 86-73-7
Fenantreno ‘_7[_'1‘ 178,2292 340 85-01-8
Antraceno e 178,2292 340 120-12-7
Fluoranteno e 202,2506 384 206-44-0
Pireno 202,2506 404 129-00-0
Benzo(a)antraceno 228,2879 438 56-55-3
Criseno @ 228,2879 448 218-01-9
Benzo(b)fluoranteno Teas 252,3093 N.A 205-99-2
Benzo(k)fluoranteno ceng 252,3093 N.A 207-08-9
Benzo(a)pireno 252,3093 495 50-32-8
Dibenzo(a,h)antraceno 278,3466 524 53-70-3
Benzo(ghi)perileno 276,3307 > 500 191-24-2
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276,3307 N.A 193-39-5
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2.2. Microextraccién en fase sélida (MEFS).

La MEFS constituye una técnica de pre-tratamiento de muestras bastante
utilizada en la actualidad. Desarrollada en 1990 por Pawliszyn, para el analisis de
compuestos organicos volatiles, se ha convertido en una técnica rutinaria en muchos
laboratorios. Desde su aparicion, la MEFS ha jugado un papel importante en el

analisis medioambiental. ™

La MEFS (ver figura 1), se basa en la extraccién de los analitos de la matriz
de la muestra mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta de una fina
pelicula, de 10 a 100 pum, de un liquido no volatil, semejante a las fases
estacionarias empleadas en cromatografia de gases, seguida de la desorcién de los
analitos mediante temperatura o un disolvente organico. El pequefio tamafio de ésta
y su geometria cilindrica permiten incorporarla en una jeringa. De esta forma, se
facilita su manipulacion y al mismo tiempo se protege la misma cuando no se utiliza,
ya que ésta permanece dentro de la aguja de la jeringa. Posteriormente la fibra
puede emerger de la aguja y exponerse a la disolucién de la muestra (o al espacio
libre sobre un liquido) durante un tiempo, mientras se agita, y si conviene también
calentando. Lo mejor es determinar experimentalmente cuanto tiempo se necesita
para que ésta se sature con el analito, y prolongar la extraccion durante ese tiempo.
Si se acorta el tiempo de extraccion, probablemente la concentracién de analito en la
misma variara de muestra a muestra. Aun cuando se alcance el equilibrio, en la fibra
s6lo se extrae una fraccion del analito que hay en la muestra. Cuando se extrae del
espacio confinado la muestra liquida debe ocupar ~ 2/3 del vial. Demasiado volumen

del espacio confinado reduce la eficacia de la extraccion. 24 %)

Una vez tomada la muestra, se repliega la fibra y se introduce la aguja dentro
de un cromatégrafo de gases. Se saca la misma dentro de la guia caliente del
inyector, en cuyo interior el analito se desorbe térmicamente de la fibra, y se

introduce sin divisién de flujo durante un tiempo fijo. 4¥ !
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2.2.1. Ventajas de la MEFS

2.2.2.

Es simple.

Presenta un relativo bajo costo

Puede ser automatizada

Requiere pequefios volumenes de muestra

Generalmente no precisa del uso de disolventes organicos para llevar a cabo
la preconcentracion, a diferencia de la extraccion liquido-liquido y la extraccion

en fase solida

Debido a su disefio, es facilmente transportable por lo que la hace una técnica

muy adecuada para realizar analisis de campo

Se puede aplicar a la determinacion de compuestos de diferente volatilidad.

Desventaja de la MEFS

Debido a la limitada capacidad de las fibras (la cantidad de recubrimiento es

muy pequefia) en ocasiones no se obtienen bajos limites de deteccion, sobre todo si

la MEFS se utiliza combinada con la cromatografia de liquidos. *°!
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Embolo

Tambor de la jeringa
Tornillo de retencion
Ranura en forma de Z
Ventana del eje

/

Cuerpo central

\\\
"\ Muelle tensor Aguja
B Séptum
Tubo que sujeta la fibra

Fibra de silice

Figura N° 1. Esquema del dispositivo comercial de MEFS. 4!

2.2.3. Fundamentos tedricos de la MEFS

El principio en que se basa la MEFS, es la particion de los analitos entre la
matriz de la muestra y el recubrimiento de fibra. *°! Asi, el transporte de los analitos
desde la matriz hasta ésta, comienza cuando la fibra entra en contacto con la
muestra, por lo que la extraccion se considera completa cuando la concentracion de

analito ha alcanzado el equilibrio de distribucién entre ambas.

De lo dicho anteriormente, existen dos modos de extraccion posibles en
MEFS, introduciendo la fibra directamente en la muestra o bien en el espacio
confinado o headspace. Para explicar la dinamica del proceso de sorcion cuando
ésta se introduce directamente en la muestra, Louch y col ¥ desarrollaron un
modelo matematico que confirma la relacion lineal que existe entre la cantidad de
analito sorbida por la misma en el estado de equilibrio y la concentracidén de este en

la muestra. Esta afirmacion se muestra reflejada en la siguiente ecuacion:

Nt = (KisViCsVs)/( KrsVs + V) Ec (1)
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n¢: Moles de analito sorbidos por la fibra.

V:. Volumen de fibra.

Vs: Volumen de muestra.

Kts: Coeficiente de particion del analito entre la fibra y la muestra.
Cs: Concentracion inicial del analito en la muestra.

En la ecuaciéon (1) se asume que la matriz de la muestra es una Unica fase
homogénea y no se considera el efecto del espacio confinado. En las condiciones de
trabajo de la MEFS, generalmente se cumple que Vs>> KiVy ya que en la mayoria
de los casos Vi es mucho mas pequefio que Vs por lo que la ecuacion (1) se

transforma en la siguiente:
ni = KisViCs  EcC (2)
Conociendo que Kssy Vs, son constantes, KisVs = A, obtenemos lo siguiente:
ni=ACs Ec (3)

Es decir la cantidad de analito extraida, es directamente proporcional a la

concentracion del analito en la muestra e independiente del volumen de muestra.

El modelo matematico del proceso de MEFS cuando los analitos se extraen
del espacio confinado fue desarrollado posteriormente y las ecuaciones vy
conclusiones a las que se llega son similares a las de la extraccion por inmersion

pero teniendo en cuenta una tercera fase gaseosa.
nf = (KfszCsVs)/(Kfsz + KecVeC + Vs) EC (4)
Vec: Volumen del espacio confinado.

Kec: Coeficiente de particion del analito entre la muestra y el espacio

confinado.
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En MEFS también se debe tener en cuenta la cinética del proceso ya que los
analitos deben ser transportados desde la matriz de la muestra a la fibra en
inmersion o desde la matriz de la muestra al espacio confinado y de alli hacia la
fibra, en el caso de que la extraccion se realice mediante extraccion del espacio
confinado de la muestra (EC-MEFS). Para aumentar la velocidad de la extraccion es
necesario utilizar un sistema de agitacion de manera que se facilite la difusién de los
analitos hacia la superficie de la fibra. Esto no es necesario con muestras gaseosas
ya que la propia conveccion del aire es suficiente para llegar al equilibrio de forma

rapida. [*¢Y 18

2.2.4. Tipos de fibras en MEFS

Actualmente hay fibras con diferentes recubrimientos, la estructura de algunos
de estos pueden observarse en la (figura n° 2), de manera que la MEFS puede
usarse para determinar un amplio grupo de compuestos. Los primeros que fueron
comercializados son los de polidimetilsiloxano (PDMS) y poliacrilato (PA) pero estos
han ido aumentando progresivamente y actualmente cubren un amplio conjunto de

aplicaciones (ver tabla n° 2).

[ LA~ 1]
Ll IR

Figura N° 2. Estructura Quimica de algunos recubrimientos de fibras para MEFS.
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Ademas de las fibras comerciales, algunos autores han fabricado otros
recubrimientos para aplicaciones mas especificas, como por ejemplo los de carboén
Csg,C1s, polipirrol o incluso algunas recubiertas con polimeros de huella molecular
(MIPs), de manera que se consiguen con una gran variedad o muy selectivas para
un determinado compuesto. También se han desarrollado, recubrimientos que
permiten la extraccibn de compuestos organometalicos o compuestos inorganicos,
gue son dificilmente extraidos con las fibras comerciales. Generalmente, la
naturaleza del analito determina la que se empleard en cada caso. En general, se
utilizan las recubiertas por sustancias polares como: Poliacrilato (PA) o carbowax
(CW), para analitos polares como fenoles y las apolares como PDMS para
determinar, analitos apolares como PAHs o BTEX (benceno, tolueno, xileno y

etilbenceno).4Y ¢!

Las fibras de PDMS, constituidas por un polimero liquido, son las mas
utilizadas ya que fueron las primeras en ser introducidas para la MEFS. Estas son
las mas adecuadas para los analitos apolares aunque, en algunos casos, también
pueden ser usadas para la determinacion de analitos con cierta polaridad. La
afinidad de los analitos por el PDMS puede ser estimada a partir de los tiempos de
retencion de los compuestos en las columnas de PDMS ya que el polimero que
compone las fibras y las columnas capilares es basicamente el mismo. Las de
PDMS se comercializan en diferentes espesores (100 ym, 30 ym y 7 pm). En
general, se recomienda utilizar las de mayor espesor, como la de 100 ym, para
compuestos con coeficientes de particion bajos y de poco espesor para los que
presenten coeficientes de particion elevados. La reduccion del espesor de éstas de
100 ym a 7 um limita su aplicacion a un numero reducido de analitos pero permite
trabajar a mayores temperaturas, lo que extiende su aplicaciébn a compuestos con

temperaturas de ebullicion mas elevadas. *¥

En general, los compuestos volatiles requieren un polimero mas denso que
otros compuestos menos volatiles. Con estos polimeros mas densos, el proceso es
de adsorcion (ver figura n° 3), ya que los analitos quedan en la capa superficial del

polimero. Ademas, las fibras con rellenos mas densos requieren mas tiempo para
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alcanzar el equilibrio de sorcién pero tienen mayor sensibilidad. En el caso de que el
polimero sea menos denso, los analitos penetran también en los poros de éste,
produciendo un proceso de absorcion y adsorcidn simultaneamente. Por este
motivo, es habitual encontrar en la bibliografia ambos términos, razén por la cual se

usa el término “Sorcion” que los resume.

[ ] [ ]
e . [ ] s [ ]
[ ] * [ ] l-I . [ ]
L ] [ ]

[ ] » - 'l [ ] ®
L | ® [ I | [ ] ® a2 8 @
ABSORCION ADSORCION

PDMS PDMS/DVB

PA CW/DVB
CW/TPR
CAR/PDMS

absorcién o adsorcion. 4

Figura N° 3. Clasificacion de la fibra de MEFS segun si la extraccion se produce por




Tabla N° 3. Tipos de fibra comercializados para MEFS (usos y propiedades). **!
T.i
. . . ) Uso
Faze estacionaria / espesor maxima Polaridad
recomendada
de uso

Polidimetilsiloxano {PDRMS)

100um, fase no enlazada 280 °C Mo polar GC/HPLC

30 ym, fase no enlazada 280 =C Mo polar GC/HPLC

7 um, fase enlazada 340 *C Mo polar GC/HPLC
Palidimetilsiloxano/divinilbenceno (PLMS/DVE)

G5 um, fase parciaimente entrecruzada 270 *C Bipolar GC

60 urn, fase parcialmente entrecruzada = Bipolar HELC

G5 um, fase muy entrecruzada (stablefiex’) 270 *C Bipolar GC
Poliacrilata (PA)

EB um, faze parcialmente entrecruzada 320 *C Polar GC/HPLC
Carboxen/Polidimetilziloxano (CARPDMS)

76 pm, fasze parcialmente entrecruzada 320 *C Bipolar GC

85 wrn, fase muy entrecruzada [srablefiex’) 320 *C Bipolar GC
Carbowax/Divinilbenzene [CW/DVE)

G5 ym, faze parciaimente entrecruzada 265 *C Polar GC

70 wrm, fase muy entrecruzada (srabiefiex’) 265 *C Polar G
Carbowax/Templated Resin [CW/TPR)

50 ym, fase parciaimente entrecruzada - Polar HPLC
Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano
(DVBI/CARPDME)

BOV30 ym, fase muy entrecruzada {(srabiefiex”) 270 *C Eipolar G

E0/30 um, fase muy entrecruzada {stabfeffex’)® 270 °C Bipolar G

1 Fibras Sizblsfiex: el recubrimiento esti depositzdo sobre una fibra de sifice fundida flexible.

# Longitud especial d= 2 cm.

37
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Se debe tener en cuenta que las fibras son fragiles, se pueden romper con
facilidad o dafiarse con la insercidén y agitacion. La vida media de la misma es de
aproximadamente de 100 extracciones, dependiendo de la matriz y del tipo de
extraccion empleada, ya sea por espacio confinado o por inyeccion directa, para

esta ultima puede durar para un menor nimero de sorciones.

Considerando que las fibras estan compuestas de diversas sustancias
organicas, principalmente polimeros, es importante que antes de utilizarlas se

acondicionen para retirar todo tipo de contaminantes. &
2.2.5. Acondicionamiento de la fibra

Para el acondicionamiento de la fibra es necesario fijar la temperatura del
puerto de inyeccion del cromatografo de gases segun las indicaciones del fabricante
al igual que ajustar el flujo del gas portador al caudal deseado; luego se introduce la
misma al inyector el tiempo que determine el fabricante y a la temperatura sefialada
por éste, de forma tal de eliminar los residuos que puedan estar adheridos a ella. Si
se utiliza un puerto de inyeccion Split/splitless, se puede abrir el respiradero del
divisor y exponer la fibra por el tiempo recomendado por el fabricante. Ejemplo para
una de PDMS de 30 um se recomienda una temperatura de operacion entre 200-
280°C, a un tiempo de media hora. *®!

2.2.6. Blanco de fibra

Después de acondicionar la misma se fija el puerto de inyeccion a la
temperatura de operacion deseada y se enfria el horno del cromatografo de gases a
50 °C o por debajo de esta temperatura; luego se fija la atenuacion del detector en la
sensibilidad deseada para el analisis y se cierra la valvula de Split del puerto de
inyeccion y se inserta la fiora de MEFS, se comienza asi con el programa de
temperatura del cromatégrafo de gases para desorber la fibra por 5 minutos, una vez
pasado el tiempo se retrae ésta y se observa el cromatograma. Se puede resaltar

que este procedimiento se repite hasta que no aparece sefial en el cromatograma.*®!



39

2.2.7. Proceso de sorcion y desorcion en la MEFS

La fase estacionaria actlia como esponja, concentrando los analitos organicos
de la matriz en su superficie durante la sorcidn, los cuales posteriormente seran
desorbidos para su andlisis. La muestra es colocada en un vial (ver figura n°® 4), el
cual se sella con un septum. Cuando la jeringa de MEFS perfora la septa y la fibra
es expuesta en el vial, después de cierto tiempo se establece el equilibrio entre las
distintas fases (matriz, fase gaseosa y fibra); una vez adsorbidos los analitos en la
fibra, ésta se extrae y se inserta en el inyector del cromatégrafo, donde seran

desorbidos los analitos.

Figura N° 4. Proceso de sorcion y desorcion de la fibra para ID-MEFS y EC-
MEFS.!*!

La temperatura de desorcion es aproximadamente igual al punto de ebullicién
del compuesto menos volatil y el tiempo de desorcion depende de la temperatura del

inyector y de la proporcion de flujo del gas portador alrededor de la fibra.
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En el espacio confinado la fibra no entra en contacto con la disolucion, solo se
expone a la fase vapor o gaseosa de la muestra y en la inyeccion directa, la fibra se

introduce directamente en la disolucion.

La eficiencia de cada una de estas técnicas depende de las propiedades de
los analitos y de la matriz de la muestra. En general ID-MEFS es mas sensible que
EC-MEFS, pero para los analitos mas volatiles se utiliza EC-MEFS, ya que, de lo
contrario los compuestos no volatiles se concentran en la fibra y reducen su vida

media Util asi como la reproducibilidad de la sorcién. *®!

2.2.8. Variables que afectan al proceso de MEFS.

El proceso de MEFS se puede ver afectado por una serie de variables
experimentales que pueden ser modificadas para incrementar la eficacia del proceso
de extraccion. Entre estas variables se encuentra la agitaciéon de la muestra, que
incrementa la difusion de los analitos desde la matriz de la muestra a la fibra o al
espacio confinado por lo que se disminuye el tiempo requerido para llegar al
equilibrio. Otros parametros importantes son el tiempo y la temperatura de
extraccion, asi como la modificacion de las condiciones de la muestra, y los
parametros que afectan la etapa de desorcién. Estos ultimos dependen de la técnica

analitica que se utilice. ¥

A continuacion se comentara como influyen cada uno de estos parametros en

el proceso de MEFS.
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2.2.8.1. Etapa de absorcion/adsorcion.

Los parametros que pueden afectar de alguna u otra forma el proceso de
absorcidén/adsorcion son los siguientes: el tiempo y la temperatura de extraccion, la
agitacion de la muestra, el volumen de muestra asi como las condiciones de la

muestra (pH, adicién de sales o solventes organicos).

2.2.8.2. El tiempo de extraccién en MEFS.

Es un parametro muy importante a tener en cuenta. Al aplicar un método
analitico basado en MEFS se debe determinar el tiempo necesario para llegar al
estado de equilibrio que es caracteristico de cada analito-fibra e intentar trabajar en
esas condiciones. El tiempo de equilibrio es aquél a partir del cual la cantidad de
analito extraida se mantiene constante (ver figura n° 5). Sin embargo, para algunos
compuestos éste es muy elevado para llegar a esta situacion, por lo que
generalmente se opta por trabajar en condiciones de no equilibrio seleccionando
tiempos de extraccion inferiores para no alargar el andlisis. En estos casos, es muy
importante controlar estrictamente éste durante la extraccion, ya que a pequefias
oscilaciones en la medida del mismo pueden variar de forma considerable la

cantidad de analito extraida.

Pre-equilibrio Equilibrio

. _ ——

El control del tiempo de
extraccién NO es critico

+— Tiempo de equilibrio

Cantidad de analito retenido

Si es critico

Tiempo de extraccién

Figura N° 5 Variacion con el tiempo de la cantidad de analito retenida por la fibra en
MEFS. [ty 14
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2.2.8.3. Temperatura de extraccion.

Este pardmetro contribuye de dos formas completamente opuestas en el
proceso de MEFS. Por un lado, los coeficientes de difusion de los analitos en la
muestra aumentan al incrementar la temperatura, por lo que aumenta la cantidad de
analito extraida. En EC-MEFS, ademas, al aumentar la temperatura aumenta la
concentracion de los analitos en el espacio confinado, por lo que la extraccién es
también més rapida. Por otro lado, un aumento de la temperatura disminuye los
coeficientes de distribucion del analito entre la muestra y la fibra por lo que la

eficacia de la extraccion se ve afectada negativamente. °

2.2.8.4. La concentracion de sal en la muestra y la modificacion del pH.

La presencia de sales, generalmente NaCl (aunque en algunos casos se han
utilizado otras sales como Na,SO,), en la muestra aumenta el coeficiente de
distribucién de los analitos que estan presentes en forma no ionizada por lo que la
cantidad de analito extraida generalmente aumenta. Sin embargo, si los analitos
estan en forma ionizada, se observa una disminucion de la eficacia de la extraccion.
Esto se debe al aumento del coeficiente de actividad de las especies ionicas al
aumentar la fuerza iénica de la solucién. Por lo que, el pH de la muestra es otro
factor a tener en cuenta en la optimizacion del proceso de MEFS ya que los analitos
deben estar siempre presentes en la muestra en su forma neutra para su extraccion.
Por ejemplo, para que los analitos estén presentes en la forma neutra, es
recomendable trabajar a valores de pH al menos dos unidades por debajo del pKa si

los analitos son &cidos. ¥

2.2.8.5. El volumen de muestra.

Es otro parametro a tener en cuenta al desarrollar un método analitico basado

en MEFS. Asi, éste se debe seleccionar en funcion de los coeficientes de
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distribucion de los analitos, Ki. Estos pueden estimarse a partir de datos
bibliograficos o bien calcularse a partir de una serie de ecuaciones matematicas. 1*®

2.2.8.6. Agitacion de la muestra.

Como los analitos de la muestra deben ser transportados de la matriz a la
fibra, en caso de extraccion directa, y de la matriz al espacio confinado y de alli a la
fibra para el caso de EC-MEFS. Se utiliza la agitacion magnética o por ultrasonido
para facilitar la difusion de los analitos a la superficie de la fibra, disminuir el efecto
de reduccién de la velocidad de extraccion causada por la zona estética que se
forma alrededor de la fibra, y compensar los bajos coeficientes de difusion de las

matrices liquidas. *°

2.2.9 Etapa de desorcién

Los parametros que afectan a la etapa de desorcion dependen del tipo de
desorcion utilizado (térmica o por solvente organico). Si ésta se realiza térmicamente
en un cromatégrafo de gases, los parametros a optimizar son la temperatura y el
tiempo de desorcion. La temperatura se recomienda fijarla a la maxima temperatura
de uso de la fibra recomendada por el fabricante y el tiempo debe ser el adecuado
para que la desorcion de los analitos de la fibra sea completa y no haya efecto
memoria. Esto puede suceder si el tiempo o la temperatura de desorcion no son

suficientes para la desorcion completa de los analitos.

Cuando la desorcion se realiza mediante el uso de un solvente organico y
fuera de linea con el cromatégrafo de liquidos, los parametros a optimizar son el tipo
de solvente organico (que debe ser compatible con la fibra y con la técnica analitica
posterior) y el volumen de solvente. En general, debe utilizarse el menor volumen de
solvente organico posible sin que se produzca efecto memoria de forma tal que el

factor de preconcentracion sea mayor. [14,18y19]
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2.3. Cromatografia de gases

La cromatografia es la ciencia y el arte de separar entre si los componentes
de una sustancia con la ayuda de una fase estacionaria una moévil. *® Se ha
sefalado que quien la desarroll6 fue el botanico ruso Mikhail Tswett a principios del
siglo XX, cuando este empled la técnica para separar varios pigmentos vegetales,
tales como clorofilas y xantofilas, haciendo pasar disoluciones de estos compuestos
a través de una columna de vidrio rellena con carbonato de calcio finamente dividido.
Las especies separadas aparecian como bandas coloreadas en la columna, lo que
justifica el nombre que eligio para el método (del griego chroma que significa <color »,

y graphein que significa <escribir. !

El concepto de cromatografia gas-liquido fue enunciado por primera vez, en
1941, por Martin y Synge.

La cromatografia de gases es una técnica analitica de separacion que ha
experimentado un gran desarrollo desde sus inicios. Ademas, sus posibilidades han
ido amplidandose a medida que se ha mejorado la instrumentacién (columnas
capilares, integradores computarizados, sistemas de gradiente de temperatura,
nuevos detectores, etc). En este caso de las separaciones cromatogréaficas, la
muestra se desplaza con una fase mévil, que es un gas. Esta se hace pasar a través
de una fase estacionaria con la que es inmiscible y que se coloca en una columna.
Las dos son elegidas de manera que los componentes de la muestra se distribuyen

de modo diferente en ambas, produciéndose asf la separacion deseada. !

En la cromatografia de gases (CG), la muestra se volatiliza en el puerto de
inyeccion pasando inmediatamente a la columna cromatogréfica (inyeccion directa).
La elucidn se produce por el flujo de un gas inerte. A diferencia de los otros tipos de
cromatografia, la fase movil no interacciona con las moléculas del analito; su Unica
funcion es la de transportar el analito a través de la columna. Existen dos tipos de

cromatografia de gases (CG): La de gas-solido (CGS) y la de gas-liquido (CGL),
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siendo esta ultima la mas ampliamente utilizada, y que se puede llamar simplemente

cromatografia de gases.

La cromatografia gas-liquida se basa en la distribucion del analito entre una
fase movil gaseosa y una fase liquida soportada sobre una superficie de un sélido

inerte. 24

2.3.1. Ventajas de la cromatografia de gases:

e La rapidez de los andlisis, ya que, las corridas cromatogréaficas duran unos

pocos minutos.
¢ Eficiencia, debido a la alta resolucién y gran longitud de la columna.

e Sensible, ya que se pueden realizar detecciones en el orden de los ppm 6
ppb.

e Es una técnica no destructiva en algunos casos, haciendo posible un

acoplamiento en linea, como por ejemplo con un espectrometro de masas.
e Alta precision en el andlisis cuantitativo, con un RSD caracteristico entre 1-5%

¢ No requiere de grandes cantidades de muestra, ya que, se utilizan volimenes

en el orden de los pL.
e Es una técnica relativamente sencilla.

e Comparada con otras técnicas de analisis, presenta bajo costo.

2.3.2. Desventajas de la cromatografia de gases:
e Se limita el andlisis de muestras volatiles.

¢ No es recomendable para muestras térmicamente inestables.
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e En algunos casos requiere de métodos espectroscopicos, usualmente un

espectrémetro de masa, para confirmar la identidad de la muestra. #%

2.3.3. Cromatoégrafo de Gases

Un Cromatografo de gases (ver figura n° 6), consta de diversos componentes
como el gas portador, el sistema de inyeccion de muestra, la columna (generalmente

dentro de un horno), y el detector.

Microeringa
Diviser de flujo T :
’mrli—’i Electrometro
Septum o puents
Regulador ™.
de fluje =
Reguladar DAC
de presion {
N
(A Ordenador
~/ Rotametro
Columna
Gas portador
Horne termostatizado

Figura N° 6. Diagrama de un cromatdgrafo de gases '??

A continuacion se realizara una breve descripcion de cada uno de los

componentes principales que integran el cromatografo de gases:


http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Cromatografo_de_gases_diagrama.p
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2.3.3.1. Sistema de suministro del gas

El gas portador cumple béasicamente dos propésitos: Transportar los

componentes de la muestra, y crear una matriz adecuada para el detector. 2
El gas portador debe reunir ciertas condiciones:

e Debe ser inerte para evitar interacciones (tanto con la muestra como con la
fase estacionaria).

e Debe ser capaz de minimizar la difusién gaseosa.

e Fé&cilmente disponible y puro.

e Econdmico.

e Adecuado al detector a utilizar.

Generalmente se emplean gases como el helio, argén, nitrégeno, hidrégeno o
diéxido de carbono, y la eleccién de este gas en ocasiones depende del tipo de
detector empleado. El almacenaje del gas puede ser en bombonas normales o
empleando un generador, especialmente en el caso del nitrégeno y del hidrogeno.
Luego tenemos un sistema de manémetros y reguladores de flujo para garantizar un
flujo estable y un sistema de deshidratacién del gas, como puede ser un tamiz

molecular. #?
2.3.3.2. Sistema de inyeccion de muestra

La inyeccion de muestra es un apartado critico, ya que se debe inyectar una
cantidad adecuada, y debe introducirse de tal forma (como un "tapén de vapor") que
sea rapida para evitar el ensanchamiento de las bandas de salida; este efecto se da
con cantidades elevadas de analito. EI método mas utilizado emplea una
microjeringa (de capacidades en microlitros) para introducir el analito en una camara
de vaporizacion instantdnea. Esta camara estd a 50 °C por encima del punto de
ebulliciobn del componente menos volatil, y esta sellada por una junta de goma de

silicona, septa o septum.


http://es.wikipedia.org/wiki/Helio
http://es.wikipedia.org/wiki/Arg%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Deshidrataci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Silicona
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El mejor gas a usar en la columna cromatografica como portador de los
analitos es el hidrégeno, sin embargo dada su peligrosidad, es usado méas para

encender el detector FID, junto con el aire. ??

2.3.3.3. Puerto de inyeccién

Una vez inyectada la muestra en el puerto de inyeccion (ver figura 7), la
entrada de la misma puede ocurrir de diferentes formas (ver figura 8):

o “Split” o division de flujo, donde una vez volatilizada la muestra se
desprecia una fraccién del volumen inyectado, por lo que frente a otros tipos
de inyeccion requiere una concentracion superior del extracto. Se recomienda
cuando se utilizan columnas capilares, para no causar sobrecarga en la fase

estacionaria. ?%
= 0.1-1% de la muestra va a la columna.
.. [23]
» Resto a desperdicios

o “Splitless” o flujo sin dividir, donde una vez volatilizada, toda la muestra

pasa a la columna. Es recomendada cuando se va a realizar andlisis a niveles

de trazas. *2

= Toda la muestra va a la columna
= |deal para analisis cuantitativo
= Solo para andlisis de trazas o muestras de baja concentracién(®®

e On-column o en columna, donde la muestra no sufre un paso previo de

volatilizacion, sino que se inyecta directamente en la columna en forma
[22]

liquida.
= Para muestras que se descomponen por encima de su punto de ebullicién

= Puerto de inyeccién no calentado
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= La columna debe encontrarse a una temperatura baja para condensar la

muestra en una banda estrecha

= Al calentar la columna la cromatografia comienza. %!

Jeringa
guja de lajeringa

Septum

Purgadel septum

Gas portador
Camara de vaporizacion % g
3\ Corexiona columna

Columna

Figura N° 7. Inyector de muestra para un CG ?2

-

Septum Seplum
Dufgﬁ
102murmn 1 mLimin 2 mLimin 1mbLimin 1 mLmin

—

0 mLimin
- 35076 - 220°C |- Al initial
Column oven
U temperature
Spiit (e.g., 50°C)
venl
Column mn L Jemin 0 il fmiin 0 il friin
1 ermun 1 mLfmin 1 n'-uminl,
Spiit injection Splitless injection On-column injection

Figura N° 8. Sistema de Inyeccién para CG


http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Inyector_gc.p
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2.3.3.4. Columna y fase estacionaria

La columna es el lugar donde ocurre la separacion de los componentes de la

muestra a analizar. Se dice que es el corazon de un cromatégrafo.

En CG se emplean dos tipos de columnas: las empaquetadas o de relleno y
las tubulares abiertas o capilares. Estas Ultimas son mas comunes, debido a su

mayor rapidez y eficiencia.

Los materiales con los cuales generalmente se pueden elaborar las columnas
son: Silice fundida, acero inoxidable, vidrio 6 teflon. En ella se encuentra la fase
estacionaria (liquida 6 sélida), y presentan distintas medidas 6 tamafio segun el tipo
de aplicacion. @

Las columnas de relleno o empacadas (ver figura n° 9), consisten en unos
tubos de vidrio, teflébn, metal (inerte a ser posible como el acero inoxidable, niquel,
cobre o aluminio), de longitud de 2 a 3 metros y un diametro interno de unos pocos
milimetros, tipicamente de 2 a 4. El interior se rellena con un material sélido,
finamente dividido para tener una maxima superficie de interaccién y recubierto con
una capa de liquido de espesores entre 50 nm y 1 uym. Para que puedan

introducirse en el horno, se enrollan convenientemente.

El material de relleno ideal consiste en pequefias particulas, esféricas y
uniformes, con una buena resistencia mecanica, para tener una maxima superficie
donde interaccionar la fase estacionaria y el analito. La superficie especifica minima

debe ser de 1 m2/g. ?!]

Debe ser inerte a altas temperaturas y humectarse uniformemente con la fase
[21]

liquida estacionaria.
El material preferido es la tierra de diatomeas natural, debido a su tamafio de
poro natural. Estas especies, utilizaban un sistema de difusibn molecular para tomar

nutrientes del medio y expulsar sus residuos. Por tanto, debido a que el sistema de


http://es.wikipedia.org/wiki/Diatomea
http://es.wikipedia.org/wiki/Difusi%C3%B3n
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adsorcion superficial del analito y la fase estacionaria es parecido, son materiales

especialmente dtiles. *?

Figura N° 9. Columna de relleno 2

Las columnas capilares son de tres tipos basicos (ver figuras 10 y 11): Las de
pared recubierta conocida por sus siglas en ingles como “wall-coated open tubular’
(WCQOT), son simplemente tubos capilares donde la pared interna se ha recubierto
con una fina capa de fase estacionaria. Las de soporte recubierto o en ingles
“support-coated open tubular’ (SCOT) que tienen en su parte interna una fina capa
de material inerte como el empleado en las columnas de relleno (tierra de
diatomeas) donde se adherido la fase estacionaria. La ventaja de las SCOT frente a
las WCOT, es la mayor capacidad de carga de esta ultima, que en su fabricacion se
emplean mayores cantidades de fase estacionaria, al ser la superficie de intercambio
mayor. Otra columna capilar es en la que la fase movil se une quimicamente a sus
paredes y se fabrica a partir de silice fundida, conocidas como columnas tubulares
abiertas de silice fundida o FSOT (ver figura 12). Las columnas FSOT tienen
diametros internos variables, entre 250 y 320 ym (para columnas normales) y 150-
200 pm para columnas de alta resolucién. Estas ultimas requieren menor cantidad

de analito y un detector méas sensible, al eluir menor cantidad de gas. *?

Por orden de eficiencia, en primer lugar estan las FSOT luego WCOT, SCOT

y por ultimo las de relleno.
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Existen asimismo columnas macrocapilares con diametros de hasta 530 um,
gue admiten cantidades de analito comparables a las de relleno pero con mejores

resultados. 9

Figura N° 10. Columna capilar 2%

2.3.3.5. Factores que afectan la eficiencia de una columna

e Longitud de la columna.

e Diametro de la columna (1/4", 1/8", 1/16" de didmetro externo).
e Tamafio de las particulas del relleno.

¢ Naturaleza de las fases.

e Cantidad de fase estacionaria.

e Temperatura de la columna.

e Velocidad del gas portador.

e Cantidad de muestra inyectada.

e Material del cual esta elaborada la columna.

e Enrollado de la columna. 2



Column wall

Wall-coated Support-coated
open tubular open tubular
column column

(c) (WCOT) (SCOT)

Figura N° 11. Columnas tubulares abiertas WCOT y SCOT 23

poliimida

tub silice \

fase estaciondria _/

Figura N° 12. Columnas tubular abierta FSOT. 2l

53



54

2.3.3.6. La fase estacionaria

Las propiedades necesarias para una fase estacionaria liquida inmovilizada

son:

1. Caracteristicas de reparto (factor de capacidad k' y factor de selectividad a)
adecuados al analito.

2. Baja volatilidad, el punto de ebullicion de la fase estacionaria debe ser al
menos 100°C mayor que la maxima temperatura alcanzada en el horno.
Baja reactividad.

4. Estabilidad térmica, para evitar su descomposicion durante la elucion.

Existen como mucho una docena de disolventes con estas caracteristicas (ver

tabla n° 4). Para elegir uno, debe tenerse en cuenta la polaridad del analito, ya que a

mayor polaridad del analito, mayor polaridad debera tener la fase estacionaria. 2



Tabla N° 4. Fases estacionarias comunes y aplicaciones. %%

FASE ESTACIONARIA

APLICACIONES COMUNES

Polidimetilsiloxano

Fase no polar de uso general para
hidrocarburos, arométicos,
polinucleares, drogas, esteroides y
PCBs.

Poli(fenilmetildifenil)siloxano

(10% fenilo)

Para ésteres metilicos de acidos
grasos, alcaloides, drogas y
compuestos halogenados.

Poli(fenilmetil)siloxano (50%

fenilo)

Para drogas, esteroides, pesticidas y

glicoles.

Poli(trifluoropropildimetil)siloxano

Para aromaticos clorados,
nitroaromaticos, bencenos

alquilsustituidos

Polietilenglicol

Para compuestos polares, también
para compuestos como glicoles,

alcoholes, éteres, aceites esenciales

Poli(dicianoalildimetil)siloxano

Para acidos grasos poliinsaturados,

acidos libres y alcoholes.
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http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Polidimetilsiloxano&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidrocarburo
http://es.wikipedia.org/wiki/Droga
http://es.wikipedia.org/wiki/Esteroide
http://es.wikipedia.org/wiki/Bifenilos_policlorados
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Poli(fenilmetildifenil)siloxano&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcaloide
http://es.wikipedia.org/wiki/Droga
http://es.wikipedia.org/wiki/Hal%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Poli(fenilmetil)siloxano&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Droga
http://es.wikipedia.org/wiki/Esteroide
http://es.wikipedia.org/wiki/Pesticida
http://es.wikipedia.org/wiki/Glicol
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Poli(trifluoropropildimetil)siloxano&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Polietilenglicol
http://es.wikipedia.org/wiki/Glicol
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%89ter
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Poli(dicianoalildimetil)siloxano&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
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2.3.3.7. Horno del cromatégrafo de gases

La temperatura de la columna es una variable importante que para un trabajo
preciso ha de regularse a las décimas de grado, por ello la columna normalmente se
introduce dentro de un horno de temperatura controlada. La temperatura éptima de
la columna depende del punto de ebullicion de la muestra y del grado de separacién

requerido.

El horno posee un sistema de calefaccion eléctrico con un sistema de

ventilacién adecuado regido por un sistema electrénico. 22
2.3.3.8. Sistema de deteccion

El detector es la parte del cromatégrafo que se encarga de determinar cuando

ha salido el analito por el final de la columna.
Las caracteristicas de un detector ideal son:

e Sensibilidad: Es necesario que pueda determinar con precision cuando sale
analito y cuando sale sélo el gas portador. Tienen sensibilidades entre 10® y
10" g/s de analito.

e Respuestalineal al analito con un rango de varios érdenes de magnitud.

e Tiempo de respuesta corto, independiente del caudal de salida.

e Intervalo de temperatura de trabajo amplio, por ejemplo desde temperatura
ambiente hasta unos 350-400°C, temperaturas tipicas trabajo.

e No debe destruir la muestra.

e Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales de analito
debe dar salidas de sefal iguales.

e Altafiabilidad y manejo sencillo.

e Respuesta semejante paratodos los analitos, o

e Respuesta selectiva y altamente predecible para un reducido numero de

analitos. 1?2
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En Cromatografia de gases existen diversos detectores y su empleo depende

de la muestra que se vaya analizar, entre ellos tenemos:
% Detector de ionizacion de llama (FID, Flame lonization Detector).

Es uno de los detectores mas usados y versatiles. Basicamente es un
guemador de hidrégeno/oxigeno, donde se mezcla el efluente de la columna (gas
portador y analito) con hidrégeno. Inmediatamente, este gas mezclado se enciende

mediante una chispa eléctrica, produciéndose una llama de alta temperatura.

El proceso de ionizacién que se da en la llama es complejo, pero se puede
aproximar el numero de iones producidos al numero de &atomos de carbono
transformados en la llama. Esto produce que sea un detector sensible a la masa (al
namero de atomos de carbono que salen de la columna) mas que a la

concentracion, por lo tanto no le afectan demasiado los cambios en el flujo de salida.

Existen algunos grupos funcionales que no dan respuesta en este detector,
como el carbonilo, alcohol, halégeno o amina, y tampoco responden gases no
inflamables como el CO,, SO,, agua y 6xidos de nitrégeno. Este hecho, mas que
limitar el &mbito de aplicaciébn de este detector, permite el andlisis de muestras

contaminadas con alguno de los compuestos mencionados.
Ventajas:

e Alta sensibilidad, del orden de 10 g/s.
e Amplio intervalo lineal de respuesta, 10" unidades.
¢ Bajo ruido de fondo (elevada relacion sefal/ruido).

¢ Bajo mantenimiento, facil de fabricar.
Desventajas:

e Destruye la muestra (la piroliza).


http://es.wikipedia.org/wiki/Detector_de_ionizaci%C3%B3n_de_llama
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Analito
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbonilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
http://es.wikipedia.org/wiki/Hal%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Amina
http://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_azufre
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Figura N° 13. Detector de ionizacion de llama (FID, Flame lonization Detector). 122

*

% Detector de conductividad térmica (TCD, Thermical Conductivity
Detector).

Tiene una amplia aplicacibn y su uso se basa en la diferencia de
conductividad térmica del gas portador cuando circula también analito. Este tipo de
detector se denomina también catarometro. El sensor de un catarémetro consiste en
un elemento calentado eléctricamente (resistencia). Esta resistencia, para una
potencia eléctrica constante, tiene una temperatura que depende del gas

circundante.
Ventajas de este detector:

¢ Simplicidad.
e Amplio rango dinamico lineal, 10° unidades.
e Respuesta universal a compuestos organicos e inorganicos.

e Detector no destructivo.


http://es.wikipedia.org/wiki/Detector_de_ionizaci%C3%B3n_de_llama
http://es.wikipedia.org/wiki/Detector_de_conductividad_t%C3%A9rmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Analito
http://es.wikipedia.org/wiki/Sensor
http://es.wikipedia.org/wiki/Resistencia

59

Desventajas:

e Sensibilidad relativamente baja, 10® g de soluto/ml de gas portador.

e Imposibilidad de utilizarlo en columnas capilares (caudal de salida pequefio).

Electrical beads to
power supply and
external brdge
arcur

Figura N° 14. Detector de conductividad térmica (TCD, Thermical Conductivity

Detector). 2
% Detector termoidnico (TID, thermoionic detector).

Es un detector usado en cromatografia de gases. Es selectivo para
compuestos organicos fosforados y nitrogenados, aunque su respuesta no es igual
para ambos elementos, siendo para el fosforo 10 veces mayor que para el nitrégeno.
Es unas 500 veces mas sensible que el detector de ionizacion de llama para
compuestos fosforados y unas 50 veces mas sensible para compuestos
nitrogenados (tipicamente aminas, nitratos y otras especies). Debido a esta
sensibilidad obtenida con compuestos fosforados, su uso es amplio en la

determinacion de pesticidas fosforados. 2


http://es.wikipedia.org/wiki/Detector_de_conductividad_t%C3%A9rmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromatograf%C3%ADa_de_gases
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo_(elemento)
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Detector_de_ionizaci%C3%B3n_de_llama
http://es.wikipedia.org/wiki/Amina
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitrato
http://es.wikipedia.org/wiki/Pesticida

60

< Espectrémetro de masas

El espectrdmetro de masas es un instrumento que permite analizar con una
gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos e isotopos
atomicos, separando los nucleos atémicos en funcién de su relacion masa-carga
(m/z). Puede utilizarse para identificar los diferentes elementos quimicos que forman
un compuesto o determinar el contenido isotopico de diferentes elementos en un

mismo compuesto.

El espectrometro de masas mide razones carga/masa de iones, calentando
un haz de material del compuesto a analizar hasta vaporizarlo e ionizar los
diferentes atomos. El haz de iones produce un patrén especifico en el detector que

permite analizar el compuesto quimico. 24

«» Otros detectores

La cromatografia de gases con deteccion selectiva de masas (mas
comunmente conocida como cromatografia gases/espectrometria de masas),
abreviada como GC-MS o GC/MS. GC/MS es una herramienta de andlisis muy

poderosa y es el método a elegir para el andlisis de mezclas complejas organicas.

2.4. Trigo

Es el término que se designa al conjunto de cereales, tanto cultivados como
silvestres, que pertenecen al género (Triticum); que significa “quebrado”, “triturado” o
“trillado”, son plantas anuales de la familia de las gramineas, ampliamente cultivadas
en todo el mundo. La palabra trigo se designa tanto a la planta como a sus semillas

comestibles, tal y como ocurre con los nombres de otros cereales. >

El trigo (de color amarillo) es uno de los tres granos mas ampliamente
producidos globalmente, junto al maiz y el arroz, y el mas ampliamente consumido

por el hombre en la civilizacion occidental desde la antigiedad. El grano del trigo es


http://www.monografias.com/trabajos7/mafu/mafu.shtml
http://es.wikipedia.org/wiki/Cereal
http://es.wikipedia.org/wiki/Trilla
http://es.wikipedia.org/wiki/Gram%C3%ADnea
http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Semillas
http://es.wikipedia.org/wiki/Ma%C3%ADz
http://es.wikipedia.org/wiki/Arroz
http://es.wikipedia.org/wiki/Humano
http://es.wikipedia.org/wiki/Civilizaci%C3%B3n_occidental
http://es.wikipedia.org/wiki/Historia_antigua
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utilizado para hacer harina, harina integral, sémola, cerveza y una gran variedad de
25]

productos alimenticios. !

Clases de trigo estan basadas en la dureza, color, y temporada de cultivo de
las diferentes variedades de trigo. Los trigos duros (HRW) tienen un alto contenido
de proteinas comparadas contra los trigos suaves y son utilizados principalmente
para los productos leudados con levadura. Los trigos suaves (TSRW) son usados
principalmente para productos leudados quimicamente. Los trigos Durum son un tipo
de trigo duro que se utiliza principalmente en la elaboracién de pastas. *°

En Venezuela existe un excesivo consumo de trigo que nos hace dependiente
de importaciones, pues el que se produce en el pais es solo de caracter artesanal,
cultivandose en pequefias cantidades en algunas regiones como Mérida, Truijillo y
Tachira. ?°

De acuerdo a estudios del Sistema de Vigilancia Alimentaria y Nutricional
(SISVAN) referentes a la evolucién de la disponibilidad para el consumo humano
(DCH) 1990-2009, se evidencia que la harina de trigo es el cereal con mayor
disponibilidad en el pais. De hecho, para el 2009 las proyecciones de las
importaciones para ese rubro estan sobre las 8.000 toneladas métricas, seguido por
la harina de maiz precocida y el arroz pulido. “Eso se traduce en que el venezolano
depende de los productos derivados del trigo y nos hace vulnerables ante cualquier
crisis. Actualmente el INN (Instituto Nacional de Nutricién), promueve el rescate del
consumo de los cereales producidos en Venezuela como el maiz y el arroz. Este se
encuentra trabajando en la elaboracion de formulas de pastas hechas a base de

estos cereales. ?°

2.5. Maiz.

El maiz (Zea mais), es hoy por hoy el cereal mas importante y significativo

después del trigo en los intercambios mundiales, aunque lamentablemente, en su


http://es.wikipedia.org/wiki/Harina
http://es.wikipedia.org/wiki/Harina_de_trigo_integral
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9mola
http://es.wikipedia.org/wiki/Cerveza
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mayor proporciéon como alimento destinado al ganado o materia prima para la
27]

obtencién del almidén. |
El almidon del grano de maiz sirve como materia prima para la industria
alimentaria. A partir del €l se obtienen multiples productos de panaderia, maicena,

confiteria, goma de mascar, cerveceria, entre otros.

El gluten de la semilla de maiz tiene un gran valor como materia alimenticia.
Esta formado por una mezcla de sustancias nitrogenadas (proteinas) contenidas en
el grano. Se usa en la preparacién de alimentos ricos en proteinas para el ganado.
Los principales son los concentrados de gluten, con el 23% de sustancias proteicas,

y las tortas de gluten con el 41%. 7]

2.5.1 Maiz blanco (Vicia faba).

La norma venezolana COVENIN lo tipifica como todo aquel maiz de granos
blancos o blanco-amarillentos, que presenta un valor menor o igual a 3% de otros

colores. 27V 28l

2.5.2 Maiz amarillo (Raphanus sativus).

La norma venezolana COVENIN indica que es el maiz de granos amarillos o
amarillos con un trozo rojizo, y que tenga un valor menor o igual a 6% de maices de

otro color. 2728l

Considerado el “grano de oro” de América, el maiz es uno de los cereales de
mayor importancia en nuestro pais. Ademas de sus infinitos usos en la agroindustria,
la alimentacion humana y animal, constituye un recurso fundamental para la
nutricion de la poblacion, por ello no es gratuita su insercion en el icono de la

alimentacion en Venezuela. ?°
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En la actualidad no existe ningun pais en el continente americano que no
siembre maiz. En las tierras bajas del tropico se producen varias cosechas al afio;

en otras regiones se da una, por lo general. *°

La produccion nacional de maiz blanco y amarillo ha mantenido un
incremento sostenido desde el afio 1999 hasta 2009 de 132%, al pasar de 983 mil
121 toneladas a 2 millones 281 mil 931. ¥
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3. ANTECEDENTES

Recientemente se realizaron diversas investigaciones sobre el estudio de los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs), en muestras de alimentos los cuales
sirvieron de referencia para la realizacion del presente trabajo. A continuacion se

presentan algunos de ellos:

v' Perello y col (2009), realizaron un estudio de la concentracién de HAPs en
varios tipos de alimentos, entre las muestras analizadas se encuentran papay
arroz, el andlisis se realiz6 antes y después de la coccién de las mismas,
empleando una cocina de gas. Para el estudio se extrajeron los HAPs de las
muestras con una mezcla hexano/acetona, se purificaron por cromatografia
de exclusion y se analizaron en un GC-MS. Los limites de deteccion
reportados son 0,075-1,000 ug/Kg. Los autores observaron que el contenido
de HAPs aumenta en estos alimentos durante la coccién, para el caso del
arroz pasa de 2,19 a 5,22 ug/Kg del total de HAPs. Ademas apreciaron que se

registré un notable aumento del fenantreno y del pireno.

v' Tfouni y col (2009), estudiaron la presencia de 4 HAPs (benzo (a) antraceno,
benzo (b) fluoranteno, benzo (k) fluoranteno y benzo (a) pireno), en muestras
de jugo de cafia de azucar recolectadas en dos ciudades brasilefias. El
estudio de las muestras se realiz6 mediante una extraccion de los HAPs con
diferentes alicuotas de ciclohexano, posteriormente se purificaron mediante
cromatografia de absorcibn en columna y se analizaron por HPLC con
deteccién por fluorescencia. Los limites de deteccién reportados fueron:
0,009; 0,006; 0,004 y 0,005 ug/Kg, respectivamente. Se observé la presencia
de HAPs en 50 % de las muestras recolectadas, se encontrd que la mayor
incidencia ocurre en la recoleccion de la cosecha ya que arrojé niveles de
(0,008 a 0,290) pg/Kg, comparado con los niveles de (0,006 a 0,033) ug/Kg
producido entre la cosecha, por lo que se atribuyd al proceso de quema del

cultivo. 2
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v' Rey-Salgueiro y col (2009), estudiaron la presencia de 11 HAPs, en
muestras comerciales de leche y formulas infantiles a base de cereales. El
estudio se realiz6 mediante extraccion de las muestras con diferentes
proporciones de la una mezcla acetonitrilo/acetato de etilo y con terbutil-
hidroquinona. El extracto obtenido se centrifug6 por 5 min, el sobrenadante se
evaporo a sequedad y finalmente se disolvié en una solucion buffer de pH 5,5
de acetato de amonio/acido acético. El analisis se realizé por cromatografia
liquida con deteccion por fluorescencia y fueron comparadas con el sistema
LC-MS/MS. Concluyen que el método seleccionado es lo suficientemente
robusto para cuantificar los HAPs en las muestras mencionadas, por lo que
los limites de deteccion y de cuantificacion fueron evaluados sobre la base del
ruido obtenido. Se analizaron 19 muestras de leche para bebes y 17 muestras
de cereales infantiles. La mayor incidencia de los HAPs se encontré solo en
dos muestras, una de leche y una de cereales donde el Benzo (k) fluoranteno,
se encontro en niveles de 0,10 y 0,30 ug/Kg respectivamente. [33]

v' Marti-Cid y col (2008), realizaron un estudio de la concentracién de 16 HAPs,
en muestras de alimentos ampliamente consumidos en Cataluiia Espafa. El
andlisis se realiz6 mediante una extraccion en frio empleando una mezcla
acetona/hexano como disolvente, luego se purificaron empleando
cromatografia de permeacion en gel y se analizaron en un cromatégrafo de
gases acoplados a un detector de masas. Los limites de deteccion reportados
fueron de 0,2 pg/Kg, excepto para el acenaftiieno que presenté 2 ug/Kg.
Estos autores analizan una gran variedad de alimentos entre los que se
encuentran: lechuga, tomate, coliflor, papas, arroz y cereales, para este
ultimo reportan un valor total de HAPs de 20,44 ug/Kg, ademas indicaron que
el mayor consumo de este ultimo rubro alimenticio, se encuentra en
adolescentes (masculinos) con una posible ingesta diaria de 6,005 ug/Kg de
HAPs, B34



66

De la misma forma se ha utilizado la técnica de microextraccion en fase solida
(MEFS) como técnica de extraccion de HAPs en muestras de alimentos, entre los

trabajos encontrados se pueden mencionatr:

v' Plaza-Bolafios y col (2010), realizaron una revisién de la metodologias de
extraccion, técnicas de separacion y deteccion que se aplican actualmente en
la determinacion de HAPs en muestras de alimentos y bebidas como: Aceites
comestibles, alimentos ahumados, leche, infusiones de té entre otros. Entre
las técnicas evaluadas se encuentra la microextraccion en fase solida donde
los autores indican que el proceso por inmersion directa de la fibra en las
muestras se ve afectado por el efecto matriz lo que causa la disminucién de la
eficiencia de la misma y estos aconsejan enjuagar esta con n-hexano antes
de la inyeccién y de la desorcién, a fin de eliminar posibles residuos grasos
gue estén presentes en la superficie de la misma. Por otra parte el proceso de
EC-MEFS, de las evaluaciones realizadas en muestras de infusiones de té,
donde se emplearon fibras de PA (polar), PDMS (no polar) y PDMS-DVB
(polaridad media), se consiguen obtener los mejores resultados con esta
tltima detectandose HAPs de hasta 4 anillos. La ventaja que presenta esta
técnica es que se reduce la etapa de pre-tratamiento y entre sus
inconvenientes la falta de reproducibilidad y corta vida de las fibras. Por lo
gue la aplicacion de la misma aun es reducida en los analisis de rutina pero
debe ser considerado como nuevo enfoque el cual puede ser atil en un futuro

cercano al considerar el consumo de solventes o de muestra. [*

v Ischizaki, A y col (2010), realizaron la determinacién de 15 HAPs en
muestras de alimentos, empleando un método automatizado de MEFS por
HPLC con deteccién por fluorescencia. Estas fueron compradas en un
supermercado y almacenadas a temperatura ambiente. Para el estudio se
tomaron 50 mg de la muestra de té en polvo, se coloco esta en un tubo pyrex
de 10 mL, se le afiadié 1,0 mL de metanol y posteriormente los HAPs son

extraidos con ultrasonido por 15 min, posteriormente se centrifugan durante 5
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min y se toman alicuotas de 50 y 100 pL las cuales son colocadas en viales
de 2 mL para posteriormente ser desorbidos mediante un gradiente de
elucidén. Se obtienen rangos de concentracion de 0,05-2,0 ng/mL y limites de
detecciéon de 0,32-4,63 pg/mL. La mayor incidencia de los HAPs se presenta
en las muestras de té azul y té verde chino, para estos reportan un valor total
de HAPs de 628,8 y 321,3 ng/g respectivamente. ©°!

Viflas y col (2007), realizaron el analisis de 11 HAPs, en muestras de
infusiones de té, por el método de microextraccion en fase solida por HPLC
con deteccion por fluorimetria. Estos autores evaluaron 4 diferentes tipos de
fiboras de MEFS (PDMS 100 pm, PDMS-DVB 60 um, PA 85 pm y CW/TPR 50
pum). Para el analisis por HPLC, los HAPs se extrajeron de la fibra con una
mezcla de acetonitrilo-agua con la ayuda de una interfase. Para el estudio se
emplearon viales de 15 mL a los cuales se afiadi6 7 mL de muestra de la
preparada de la siguiente manera a 6 mL de la infusion de té se le agrega 1
mL de una solucion tampon 1 M de acetato/acido acético de pH 4,5. La fibra
fue expuesta al espacio confinado por 60 min a 90 °C bajo agitacion
magnética. Los HAPs fueron desorbidos mediante un programa de gradiente
de elucidn y la fibra que arrojé los mejores resultados fue la de 60 um PDMS-
DVB. Los limites de deteccidn se obtienen entre 4 y 145 ng/L dependiendo del
compuesto. La mayor incidencia de los HAPs determinados ocurrié en las
muestras de té verde y té rojo por ejemplo para el caso del naftaleno arrojo
valores de 66,4 + 4,0 ng/mL y 47,8 £ 2,6 ng/mL respectivamente. El método
en cuestion fue comparado empleando HS-SPME-GC-MS por lo que se
determind que el mismo, es una buena alternativa para determinar los HAPs

en dichas muestras. ¢

Aguinaga y col (2007), trabajaron en la determinacion de 16 HAPS, en
muestras de leche y productos relacionados de diferentes marcas

comerciales, usando el método de microextraccion en fase soélida por

inmersion directa. Estos autores evaluaron diferentes tipos de fibras de MEFS
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(PDMS 100 pm, PDMS-DVB 65 um y Poliacrilato 85 um). El andlisis de los
HAPs se realizé en un cromatografo de gases acoplado a un detector de
masas, equipado con fuente de iones inertes. Las muestras se disolvieron en
agua y se colocaron en un vial de 15 mL para la extraccion de los HAPs con
la fibra. La fibra se expuso directamente en el liquido por 60 min a 55 °C bajo
agitacion magnética. Los HAPs fueron desorbidos en el cromatégrafo de
gases a 270 °C en el puerto de inyeccién en modo splitless, la separacion fue
realizada en una columna capilar HP-5 MS (5 % difenil - 95 % dimetil
polisiloxano) y la fibra que generé los mejores resultados fue la de
PDMS/DVB. Los limites de deteccidn se reportaron en un rango de (0,003-
1,5) pg-L™. Entre las muestras analizadas se encuentran leche de soya,
formulas infantiles y yogurt. Indican que el método propuesto se aplicé con
éxito, confirmando la presencia de fluoranteno y pireno en dos muestras de

leche completa. B!

Por lo observado en los antecedentes el método de MEFS resulta muy
atractivo, pues la extraccion se realiza de manera rapida, ademas reduce la etapa de
pre-tratamiento de las muestras y posee una gran cantidad de aplicaciones en el
campo. Para las muestras soélidas no son muy numerosas las publicaciones
encontradas, en vista de esto se decidid estudiar dicho método para la extraccion de
los HAPs que puedan estar presentes en muestras de cereales como: trigo y maiz,
ya que estos son de gran consumo en nuestro pais y las referencias consultadas no
muestran algun estudio sobre las mismas, en vista de esto se propusieron los

siguientes objetivos que se muestran a continuacion:
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

e Estudiar la microextraccion en fase sélida de los HAPs en muestras de

cereales y su andlisis por cromatografia de gases.

4.2. Objetivos especificos.

e Evaluar las condiciones Optimas de sorcion y desorcién de los HAPs con

fibras de microextraccidon por el método de espacio confinado.
e Evaluar diferentes solventes para la extraccion de los HAPs por ID-MEFS.

e Evaluar las condiciones éptimas de sorcion y desorcion de los HAPs con

fibras de microextraccién por el método de inmersion directa.

e Evaluar las figuras de merito: Sensibilidad y reproducibilidad, para seleccionar

el método de microextracciéon en fase solida mas adecuado.

e Evaluar el contenido de HAPs en diferentes cereales utilizando el método

seleccionado.
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5.PARTE EXPERIMENTAL

5.1INSTRUMENTACION

5.1.1 Cromatégrafo de gases

Para la determinacion de los Hidrocarburos Arométicos Policiclicos se
empleara un equipo de cromatografia de gases con detector de ionizacion a la llama
(GC-FID), cuyas caracteristicas se presentan en la tabla (n° 5) y se ilustra en las
figuras 15.

ji””l‘l‘ﬂ"‘%

Figura N° 15. Equipo de cromatografia de gases y equipo computarizado con el
sistema de adquisicién de datos.
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Tabla N° 5. Caracteristicas del equipo cromatografico que se empled.

Equipo Cromatografo de gases
Marca THERMO QUEST
Modelo TRACE GC 2000
Columna Capilar HP-5MS (Croosslinked 5% PDMS) con las

siguientes dimensiones: (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)

Gas de arrastre

Nitrégeno

adquisiciéon de
datos

Inyector Modo Splitless
Detector lonizacion de la llama (FID)
Hidrégeno : 35 mL/min
Gases Aire: 350 mL/min
Make-up Nitrégeno: 20 mL/min
CHROM-CARD
El algoritmo del software se basa en el balance de masa
Sistema de de vapor de disolvente, la ecuacion es obtenida a partir

de una evaluacién de la cantidad de vapor generado en la
unidad de tiempo durante el proceso de desolvataciéon de

la muestray que se retira en el mismo periodo de tiempo.
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5.1.2 Preparacion de la muestra.

Para la preparacion tanto de las muestras sintéticas asi como de las muestras
de cereales se utilizaron:

1. Una balanza analitica.

2. Un mortero de vidrio marca Cole-Parmer (vernon Hills, Illinois, USA)

5.1.3. Sistema de sorcion.

Para lograr la optimizacién de la etapa de sorcion de los HAPs, se empleo:
1. Una Plancha de calentamiento (Dataplate modelo 730 series).
2. Agitacion por ultrasonido (Cole-parmer 8890).

3. Diferentes tipos de fibras para microextraccion en fase solida, con diferentes
recubrimientos y espesores entre los cuales mencionamos: 7 y 30 um PDMS
y de 65 um PDMS-DVB, con su respectivo contenedor para la fibra: Holder
MEFS para analisis por CG (SUPELCO).

- -
» -
- -
. ——" "

Figura N° 16. Fibras de 7 y 30 um PDMS vy fibra de 65 pm PDMS-DVB, con su
respectivo contenedor para la fibra: Holder MEFS para analisis por CG (SUPELCO).
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4. Viales &mbar de 10 mL, con septum de silicona-teflon, utilizados en MEFS de
la casa (SUPELCO).

5. Viales de 5 mL.

5.2. Reactivos
v Acetonitrilo, 99,9% grado HPLC Fisher Scientific.
v" Acetato de etilo 98%, Perkin Elmer.

v' Agua desionizada 17,4MQ, obtenida del sistema de desionizacién Barnstead

Nanopure.
v Acido nitrico 65 % MERCK.
v" Glicerina. Laboratorios FSICA.

v' Patrones sélidos de HAPs: Naftaleno, Fluoreno, Antraceno y Criseno de
Aldrich Chemical Company; Pireno de sigma y Benzo(a)pireno de Chem

service.
v' Silica Precipitated (SiO;) de BDH laboratory reagents.

v' Material estandar de referencia (CUS-9735, Ultra Scientific) suministrado por

el Instituto Oceanogréfico de la UDO.

5.3. Tipos de muestra

Se evaluaron muestras de cereales tales como: Trigo (TSRW) y (HRW) y
muestras de maiz amarillo y blanco, proporcionadas por la compafiia MONACA de
Puerto Cabello, Estado Carabobo.
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Cabe destacar que las muestras de trigo proporcionadas fueron tamizadas es
decir estas se hicieron pasar por un tamiz el cual permite separar una mezcla que

posee particulas de diferentes tamafios. 8

En cambio las muestras de maiz proporcionadas fueron liofilizadas
previamente, es decir este proceso consiste en congelar el producto y una vez
realizado esto, se introduce en una camara de vacio para separar el agua por

sublimacion. 3%

5.4. Procedimiento para la sorcion de los analitos.

5.4.1 Tratamiento de la muestra.

Se evaluaron solventes como: Acetonitrilo y acetato de etilo, para extraer lo

HAPs de los cereales de interés.

5.4.2 Sorcién de los analitos.

Se realiz6 la evaluacion de los métodos de microextraccion en fase solida
(MEFS), EC-MEFS e ID-MEFS.

5.4.2.1 Procedimiento experimental EC-MEFS-CG.

» Tomar 1,0000 g de muestra y agregarlo a un vial de 10 mL y posteriormente

sellar el mismo.

» Colocar vial en bafio de glicerina a 93 °C e introducir la fibra al espacio

confinado del vial por 60 min.
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Retraer la fibra e introducir ésta al puerto de inyeccién del cromatégrafo de
gases para la posterior desorcién de los compuestos.

5.4.2.2 Procedimiento experimental ID-MEFS-CG.

>

vV V Vv VY VY V

Tomar 0,3000 g de muestra y colocar estos en un tubo de ensayo.

Extraccion de los HAPs con (8 mL)” de acetonitrilo”

Agitar la mezcla por 20 min en ultrasonido.

Centrifugar muestra a 1300 rpm por 4 min

Tomar (5 mL) de la mezcla y colocarla en vial de 5 mL de MEFS

Se agita la solucién por 1 min a (55 °C)” mediante agitacién magnética.

Introducir la fibra por inmersion directa a la solucion por 60 min para la sorcion
de los HAPs.

Retraer la fibra e introducir ésta al puerto de inyeccién del cromatégrafo de

gases para la posterior desorcion de los compuestos.

Las variables marcadas (*), fueron optimizadas durante el desarrollo del

trabajo.

5.4.3 Desorciéon de los analitos.

Se procedera a la desorcién en el puerto de inyeccién a 260 °C durante 10

min en modo splitless.



76

5.5. Figuras de merito.

En la evaluacién de los métodos de MEFS por inmersién directa y por espacio
confinado se estudiaran figuras de merito como sensibilidad y reproducibilidad para

seleccionar el mas adecuado para nuestro estudio.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Este capitulo del presente trabajo fue dividido en seis (6) secciones, entre las
cuales se encuentran: 6.1. Seleccion de las condiciones del CG, 6.2. Estudio por
EC-MEFS-CG, 6.3. Estudio por ID-MEFS-CG, 6.4. Comparacion entre EC-MEFS-
CG e ID-MEFS-CG, 6.5. Andlisis de muestras y 6.6. Repetitividad del Método

empleado.

6.1. Seleccidon de las condiciones del CG

En esta seccion se describen las condiciones empleadas para el estudio de
los HAPs, donde se parti6 de las obtenidas por Mendoza, K. 8y luego de varias
experiencias se realizaron ciertas modificaciones, ya que, el objetivo del trabajo es
estudiar la mayor cantidad de HAPs posibles,a continuaciéon se aprecia la tabla n° 6
que muestra las modificaciones realizadas en las condiciones del cromatografo de
gases, asimismo se puede observar los cambios realizados en la programacién de

temperatura en la tabla n°® 7.

Tabla N° 6. Condiciones iniciales y finales empleadas en el cromatégrafo de gases.

Inicial Final
Temperatura del puerto de 210 260
inyeccién (°C)
Temperatura del detector (°C) 250 300
Fase movil Nitrégeno Nitrégeno




Tabla N° 7. Programacion de temperaturas inicial y final empleadas

(18]
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Programaciéon de temperatura inicial
Temperatura Velocidad de Tiempo Tiempo de
(°C) calentamiento (min) corrida
(°C/min) (min)
Inicial 45 0 1 1
Rampa 1 190 25 0 7,6
Rampa 2 220 5 1 6,8
Tiempo total de corrida (min) 13,80
Programacién de temperatura final
Temperatura Velocidad de Tiempo Tiempo de
(°C) calentamiento (min) corrida
(°C/min) (min)
Inicial 45 0 1 1
Rampa 1 190 30 0 6,34
Rampa 2 220 5 10 20,49
Tiempo total de corrida (min) 27,83

6.2 Estudio por EC-MEFS-CG

6.2.1 Optimizacion de las masas de naftaleno, fluoreno y antraceno empleadas

para la elaboracion de las mezclas (1) y (II).

El siguiente paso a optimizar fue la cantidad en masa de los patrones sélidos

puros de tres (3) HAPs conocidos (naftaleno, fluoreno y antraceno), esto con la
intencion de obtener las muestras que proporcionaran la mejor resolucion de picos
en el cromatégrama sin saturar la sefial; para ello se realizaron mezclas
homogeneizadas de los HAPs a diferentes porcentajes y variando la masa de cada
uno de ellos hasta obtener la mejor condicion. Para el estudio se utilizé entre
(0,01000 - 0,0200) g de las mezclas homogeneizadas y entre (0,9800 — 0,9900) g de
silica."™® El proceso de homogeneizacién consistié luego de pesar por separado cada
patron puro, en mezclar estos dentro de un mortero por un lapso de 5 min

obteniéndose asi la mezcla (I) que posee como caracteristicas las mostradas en la
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tabla n° 8, de ésta se tomé la cantidad establecida y se repiti6 el proceso de
mezclado con la silica, para obtener de esta forma la muestra sintética (A). Las
concentraciones correspondientes a los patrones que constituyen la muestra (A), se
pueden apreciar en la tabla n° 9. Para extraer los analitos en estudio de esta
muestra, las condiciones de sorcidon para espacio confinado empleadas fueron de,
60 min de exposicion de la fibra y 93°C de temperatura del bafio de glicerina y los
resultados de las areas obtenidas son presentados en la tabla (n° 10) con su

correspondiente tiempo de retencion.

Tabla N° 8. Proporciones de los patrones puros empleados para elaborar la mezcla

(1)

Patron (Masa £ 0,0001) g |% P/P £0,03| (Concentraciéon +S)
(ug/g)- 10°
Naftaleno 0,0156 0,98 10+1
Fluoreno 0,0761 4,78 48 +5
Antraceno 1,5018 94,24 942 + 94

Tabla N° 9 Concentracion de los HAPs contenidos en la muestra sintética A

(producto de homogeneizar 0,0200 g de la mezcla (1) con 0,9800 g de silica).

Patr6on | (Concentracion % S) (ug/g) * 10

Naftaleno 0,20+ 0,02
Fluoreno 1,0+£0,1
Antraceno 19+ 2
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Tabla N° 10. Resultados Obtenidos para la muestra sintética (A), empleando la fibra
de 30 um de PDMS.

Patron tg (Min) Area
Naftaleno 3,76 1.052.631
Fluoreno 5,86 3.106.518

Antraceno 6,78 7.601.591

A continuacion se muestra el cromatégrama obtenido para 0,0200 g de la
mezcla (I) homogeneizados con 0,9800 g de silica, empleando la fibra de 30 ym de
PDMS (ver figura 17).

Chrom-Card Strip-Chart
1354

1084 -

815}

(mVolt) -

6.777 Antraceno
545

5.855 [Fluoreno

3.763 Maftaleno

. _ | N | N
1

5 f I 1 1 1
~0.00 2.76 5.52 8.28

Time (min)
Filename C:\...\Exp 1.muestra 1 (30) (12-02-2010).DAT
Sample name :DfchA171 Analvsed :02/12/2010 10:59

1
11.04 13.80

Figura N° 17. Muestra sintética (A), obtenida por EC-MEFS-CG, con la fibra de
30um de PDMS.
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Se puede observar la aparicion de los tres (3) picos que corresponden a los
patrones de HAPs empleados. Con la intencion de estudiar la sorcion de una fibra de
PDMS-DVB, también reportada en la literatura por (Aguinaga. N y col) BY se
procedié a evaluar el comportamiento, en las mismas condiciones, de la fibra de 65
pm de PDMS-DVB respecto a estos hidrocarburos en estudio. Se pudo notar, con la
fibra compuesta, una sefal saturada tanto para el antraceno como para el fluoreno
(ver figura A.1-1 en el apéndice 1), por lo que fue necesario optimizar la cantidad en
masa a emplear de cada compuesto y asi formar la mezcla (ll), la cual posee como

proporciones las mostradas en la tabla n°® 11.

Tabla N° 11. Proporciones de los patrones puros empleados para elaborar la mezcla

(I

Patrén (Masa £+ 0,0001) g | % P/P + 0,01 | (Concentracion = S)
(ug/g)- 10°°
Naftaleno 0,0304 3,77 10+ 4
Fluoreno 0,0253 3,14 48 + 3
Antraceno 0,7502 93,09 942 + 93

Se aprecia que se emplea una cantidad menor en masa de fluoreno y de
antraceno no asi de naftaleno, esto se realiz6 con la finalidad de observar una senal

no saturada de los mismos.

Para el estudio en cuestidén se elabord la muestra sintética B, constituida por
la homogeneizacion de 0,0100 g de la mezcla (lII) con 0,9900 g de silica. La
concentracion a la cual se encuentran los patrones en dicha muestra, se pueden

apreciar en la tabla n° 12.
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Tabla N° 12 Concentraciéon de los HAPs contenidos en la muestra sintética B
(producto de homogeneizar 0,0100 g de la mezcla de patrones puros con 0,9900 g

de silica).

Patron (Concentracion  S) (ug/g) * 10°

Naftaleno 0,38+ 0,04
Fluoreno 0,31 +0,03
Antraceno 9,3 +0,9

Los resultados correspondientes a las areas obtenidas para cada compuesto
se pueden observar en la tabla n° 13, con su respectivo tiempo de retencion.

Tabla N° 13 Resultados Obtenidos para la muestra sintética (B), empleando la fibra
de 65 ym de PDMS-DVB.

HAPs tg (Min) Area
Naftaleno 3,79 5.033.161
Fluoreno 5,89 8.707.436

Antraceno 6,91 58.252.160

Seguidamente se muestra el cromatégrama obtenido (ver figura 18), para
0,0100 g de la mezcla (ll) homogeneizados con 0,9900 g de silica, empleando la
fibra de 65 ym de PDMS-DVB, asi como la condicion de 60 min de exposicion de la
fibra y el bafo de glicerina a una temperatura de 93 °C.
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Chrom-Card Strip-Chart
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Figura N° 18. Muestra sintética (B), obtenida por EC-MEFS-CG, con la fibra de
65um de PDMS-DVB.

Se puede apreciar que luego de optimizar la masa, se logra obtener una
mejor senal de los patrones soélidos empleando la fibora de 65 ym de PDMS-DVB,
por lo que ésta presenta una mayor sensibilidad respecto a la de 30 um de PDMS y
este hecho en si serd corroborado en (la pagina 65 cuando se presente la
normalizacion de areas realizada para las muestras sintéticas A y B). Por otra parte,
observamos la presencia de un pico (tg = 6,3 min), que fue recurrente su aparicion y
es el ubicado entre los picos de fluoreno y antraceno, para aclarar la duda respecto
a éste, se aspiro 10 uL de aire presente en el ambiente con una jeringa y se inyecto
directamente al cromatografo de gases, esto con la intencion de verificar si el pico

desconocido corresponde a algin compuesto que estuviese presente en el ambiente
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de trabajo y sea éste el que contamine la fibra, el resultado obtenido para esta
prueba puede apreciarse en la figura 19.

Chrom-Card Strip-Chart
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Filename C:\...\Prueba 1 con aire.DAT
Sample name :DfchAl173 Analvsed :02/24/2010 12:57

Figura N° 19. Inyeccion directa al cromatografo de gases de 10 pL de aire tomado
del ambiente con la jeringa.

Obtenemos que la fibra de 65 ym de PDMS-DVB, logra adsorber algun
compuesto y aparece reflejado en el pico que posee un (tg = 6,182 min), que es el
tiempo aproximado al pico ubicado entre el fluoreno y el antraceno. Esto debe ocurrir
en el momento en que se retira la fibra del vial de MEFS y es trasladada al puerto de
inyeccion del cromatégrafo de gases, donde ésta a pesar de estar retraida y
protegida dentro de la jeringa de MEFS, es capaz de sorber estos contaminantes y
por lo cual se demuestra que dicho pico no corresponde a los patrones sélidos
empleados sino al compuesto sorbido del ambiente.
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Retomando lo concerniente a la mayor sensibilidad mostrada por la fibra de
65 um de PDMS-DVB, contra los resultados obtenidos por la de 30 um de PDMS, se
realizé la normalizacion de las areas respecto a la concentracion de cada patron de
HAPs empleando las muestras sintéticas A y B y se graficé el area normalizada
versus cada hidrocarburo en cuestion; (la normalizacion consistié en dividir el area
de cada compuesto entre su respectiva concentracion) y a continuacién se muestran

los resultados obtenidos ver tabla n° 14.

Tabla N° 14. Resultados obtenidos para la normalizacion de areas empleando las

muestras sintéticas Ay B.

Muestra (A) | Muestra (B)
(area/concentracion) - 10

Naftaleno 53 12,6
Fluoreno 3,1 29,0
Antraceno 0,4 6,3

A continuacion se muestra la figura (20) obtenida de graficar la normalizacion

de areas versus los patrones individuales de HAPs.
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Figura N° 20. Normalizacion de areas vs patron de HAPs (muestras Ay B).

Se demuestra por tanto que la fibra de 65 ym de PDMS-DVB, presenta mayor
sensibilidad ya que se obtiene una relacibn de &rea/concentracién superior
empleando esta fibra que con la fibra de 30 ym de PDMS.

Esto planteado anteriormente es sustentado ademas por los resultados
obtenidos por autores que son referencia en el presente trabajo y de los cuales cito:
Aguinaga. N B, indica que la mayor sensibilidad que presenta dicha fibra es debido
a las interacciones m-1 entre el divinilbenceceno (DVB) y los anillos de los
hidrocarburos, por otra parte Pefialver. A M atribuye esto a que al disminuir el
espesor de la fibra, ésta limita su aplicacion a un numero mas reducido de
compuestos, es decir el polimero al ser mas denso ocurre el proceso de adsorcién,
los analitos quedan en la parte superficial de la fibra por lo que requieren un mayor
tiempo para alcanzar el equilibrio de sorcion atribuyéndole esto mayor sensibilidad a

la misma.
Por consiguiente se establece el siguiente orden de sensibilidad:

Fibra 65 ym de PDMS-DVB > Fibra 30 pym de PDMS
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6.2.2 Seleccién de las condiciones éptimas de sorcion y desorcion de los
HAPs por EC-MEFS-CG con la fibra de 65 pym de PDMS-DVB.

Para el inicio de los experimentos se debe indicar que se realizé la limpieza o
blanco de la fibra (tal como se mencioné en el apartado 2.2.6, pagina 17), esto fue
realizado entre cada experiencia, en donde la misma se expone en el puerto de
inyeccién alrededor de 2 6 3 veces a la programacion de temperatura dada, hasta
no observar sefal en el cromatégrama. En el apéndice 1 puede ser observada la
figura (A.1-2) correspondiente a este procedimiento donde se comprueba que no
existen impurezas presentes en la fibra, ya que, no se observa la aparicion de pico

alguno.

6.2.2.1 Etapa de sorcién.

Para el proceso de la sorcién de los HAPs presentes, se trabajo con las

condiciones obtenidas por Mendoza, K. [

, debido a que logré optimizar las
condiciones de sorcion, evaluando estos hidrocarburos mediante el empleo de EC-
MEFS-CG. El procedimiento desarrollado consistid en colocar el vial que contiene
los HAPs en estudio, en un bafio de glicerina a 93 °C y posteriormente exponer la
fibra en el espacio confinado del vial, durante 60 min. Estas condiciones son las que
se han venido empleando en los experimentos previos y las cuales no han ameritado
modificacion alguna ya que los HAPs estudiados hasta el momento se han podido

observar correctamente.
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6.2.2.2 Etapa de desorcion.

De igual forma para la etapa de desorcion se trabajo con la programacion de

[8 |a Gnica

temperatura (ver tabla n° 6, pagina 56), empleada por Mendoza, K.
variacion realizada fue en el tiempo de exposicion de la fibra en el puerto de
inyeccion del cromatografo de gases, se empled 10 min en lugar de 5 min, y esto es
realizado con la intencién de garantizar la completa desorcion de los HAPs en

estudio.

Seguidamente se procedidé a evaluar las condiciones obtenidas, en el
multipatron de referencia y asi evaluar la cantidad de HAPs que son posibles

detectar a las mismas.

6.2.3 Estandar de referencia.

En el siguiente estudio se evalué el estandar de referencia (CUS-9735, Ultra
Scientific) que contiene 25 HAPs de ellos los 16 seleccionados por la Agencia
Federal para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA) de los Estados Unidos. Estos
se evaluaron para identificar los tiempos de retencion de cada uno, ya que la tabla
(n°® 15), s6lo nos muestra la concentracion de los mismos y esta es la informacion
suministrada por el fabricante del patron. Este se encuentra disuelto en una mezcla
acetonitrilo-diclorometano y el pico de solvente eluye en los cromatdogramas que

veremos poste riormente.
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Tabla N° 15. Hidrocarburos arométicos policiclicos presentes en el multipatrén de
referencia (CUS-9735, Ultra Scientific)

Componente Concentracion (ug/mL)
Acenafteno 2006 £ 10
Acenaftileno 2008 + 10

Antraceno 2008 + 10
Benzo(a)antraceno 2006 £ 10
Benzo(a)pireno 2008 + 10
Benzo(b)fluoranteno 2006 £ 10
Benzo(e)pireno 2004 £ 10
Benzo(ghi)perileno 2006 + 10
Benzo(k)fluoranteno 2008 £ 10
Bifenilo 2002 £ 10
Criseno 2008 £ 10
Dibenzo(ah)antraceno 2008 £ 10

Dibenzotiofeno 2000 £ 10

Fluoranteno 2008 £ 10

Fluoreno 2008 £ 10
Indeno(123-cd)pireno 2006 £ 10
Naftaleno 2008 £ 10
1-metil-naftaleno 2006 + 10
2-metil-naftaleno 2010+ 10
2,6-dimetil naftaleno 2006 £ 10
2,3,5-triimetil naftaleno 2004 + 10
Perileno 2000 + 10
Fenantreno 2008 £ 10
1-metil fenantreno 2008 + 10
Pireno 2008 + 10
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6.2.3.1 Identificacidon de los HAPs presentes en el estandar de referencia:

Para verificar la cantidad de HAPs presentes en este multipatron y que
puedan ser detectados a estas condiciones, se realizd la inyeccién directa al
cromatografo de gases de 10 uL del patrén (concentrado) de 400 ppm empleando la
programacion de temperatura presenta en la pagina 58 (tabla n° 7), realizado esto se
obtuvo el siguiente cromatograma (ver figura 21).
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Figura N° 21. Inyeccién directa al cromatégrafo de gases de 10 uL del multipatrén
de 400 ppm.
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Como no es posible observar claramente los compuestos presentes, se
muestran a continuacion 3 ampliaciones de dicho cromatdgrama (ver figuras 21-A, B
y C), para asi apreciar como se logro identificar los HAPs que han sido estudiados
hasta el momento y otros que fueron reconocidos y ubicados al realizar la
comparacion de estos, con el orden de aparicién que presentan los mismos en el
cromatégrama obtenido por Moreira Vaz %, donde este autor empleé el método de

HS-SPME-GC-MS. El cromatdégrama obtenido por este autor puede visualizarse

posteriormente en la figura 22, pagina (74).

Chrom-Card Strip-Chart

80.0
3.823
: fl
[ 4768
[ o
& I
6.1} & | & &
w | & £ f )
N | | 4.012 v ¢§ l &
012 e oY _
= 387 =] 5.155 5.468
L 3.485 I| | |f/ 4,088 /4 574 407 /4: P 484 5 «j:j 5
| 5.23
3423 f | I f / I'| By \ / f
A/ ||| | || I| | I| || 4{#]:\ I| |I | I| | | I|I A II |
| | P [ \ i
21k | | | /| | i |
1 Iy “\J L | |I ,J"r \ \ I| | ,-'/\/\ .I |II I| | || '.,.'I || \J || I| III
\\ / S bl | _j;' L)~ | J | [
S | e et J Y, | 1 |
— e \,\/\_l_rf I"J’\_L.,_/ \,\ N
mVolt) [
8.2
-15.8
-30.7 I I I I I I I I I
T 3300 3.786 4.272 4.758 5.244 5.730
Time (min)

Filename C:\...\multipat 1 inyeccion directa 10 microlitros 22-04-2010.DAT
Sample name :DfchA023 Analvsed :04/22/2010 11:04

Figura N° 21-A. Inyeccion directa al cromatografo de gases de 10 uL del multipatrén

concentrado de 400 ppm (ampliacién), rango de tiempo (3,30 — 5,73) min.



92

Chrom-Card Strip-Chart
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Filename C:\...\multipat 1 inveccion directa 10 microlitros 22-04-2010.DAT
Sample name :DfchA023  Analvsed :04/22/2010 11:04

Figura N° 21-B. Inyeccion directa al cromatdgrafo de gases de 10 uL del multipatron

concentrado de 400 ppm (ampliacién), rango de tiempo (6,00 — 12,00) min.



93

Chrom-Card Strip-Chart
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Filename C:\...\multipat 1 inveccion directa 10 microlitros 22-04-2010.DAT
Sample name :DfchA023  Analvsed :04/22/2010 11:04

Figura N° 21-C. Inyeccion directa al cromatdgrafo de gases de 10 uL del multipatron

concentrado de 400 ppm (ampliacién), rango de tiempo (13,50 — 20,00) min.

Por los resultados obtenidos se aprecia que estas condiciones empleadas
permiten detectar 11 de los 16 HAPs seleccionados por la Agencia Federal para la
Proteccion del Medio Ambiente (EPA) de los Estados Unidos.

A continuacién se muestra el cromatégrama obtenido por Moreira Vaz “%

empleado para identificar otros HAPs presentes en el estandar ver figura 22.
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Fig. 1. Reconstructed SIM chromatogram for standard of PAHs obtained by HS-SPME (level 5 for reference curve). (1) Nap (24 pg);
(2) Acy (120 pg); (3) Ace (120 pg); (4) Flu (120 pg); (5) Phe (120 pg); (6) Ant (120 pg); (7) Fla (120 pg); (8) Pyr (120 pg); (9) BaA (240
pe); (10) Cry (240 pg); (11) BbF (960 pg); (12) BkF (960 pg); (13) BaP (960 pg); (14, 15) Ind+DaA (9.6 ng each); and (16) BghiP (9.6
ngj.

Figura N° 22. Cromatdgrama obtenido por Moreira Vaz, J. *°!

6.2.3.2. Evaluacién de la fibra de 65 um de PDMS-DVB, con el estandar de

referencia.

Para verificar cuantos de estos hidrocarburos son detectados por la fibra de
65 um de PDMS-DVB, se realiz6 una primera experiencia en donde se expuso
1,0000 g de silica contaminados con 100 pL del estandar de 20 ppm sin
homogeneizar (es decir se coloco la silica dentro del vial y se le adicion6 100 pL del
multipatrén, se cerr6 y luego se expuso la fibra al espacio confinado), a las
condiciones de sorcién y desorcién indicadas en las secciones (6.2.2.1 y 6.2.2.2,

paginas 66 y 67), el resultado obtenido se puede observar en la figura 23.
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Tabla N° 16 Cantidad inyectada de los HAPs en estudio en 100 pL del estandar de

20 ppm.
HAPs (C + 1) (ug/g) - 10*
Naftaleno 20
Fluoreno 20
Antraceno 20
Pireno 20
Criseno 20
Chrom-Card Strip-Chart
1354
3.483 HNaftaleno
) H <233 Fluoreno
1085 4.388 4.842 «/f-w 589982
| Y A ( S
817
(mVolt) -
sagf 022
2804 0.505
3.483
-
_L 4—-I 1 / 1 I S ) ) — —
1 0.00 557 11.13 16.70 22.27 27.83

Time (min}
Filename C:\...\m 3 (1)(65) exposicion 10min 07-04-2010.DAT
Sample name :DfchAl137 Amnalyvsed :04/07/2010 11:07

Figura N° 23. Silica + multipatron (sin homogeneizar) obtenida por EC-MEFS-CG,
con la fibra de 65 ym de PDMS-DVB.
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No se logré observar claramente todos los componentes presentes en dicho
multipatron, en la figura solo se identifican el naftaleno y el fluoreno. Por otra parte,
se puede decir que el efecto de homogeneizar la muestra cumple un papel influyente
en la deteccion de los compuestos en la misma, por lo que se procedio a realizar
una nueva experiencia que involucrara este proceso con la intencion de corroborar

este hecho.

En esta experiencia se expuso la homogeneizacién de 1,0000 g de silica con
100 pL del multipatron de 20 ppm (el proceso de homogeneizacion se explico en la
seccion 6.2.1 pagina 59) esto fue realizado empleando igualmente las condiciones
de sorcién y desorcion mencionadas en la pagina 67, de lo cual se obtuvo el

siguiente cromatograma (ver figura 24).
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Filename C:\...\Copia de M 1 (1){65) exposicion 10min cond final 15-04-2010.DAT

Sample name :DfchA002 Analvsed :04/15/2010 09:05

Figura N° 24. Silica + multipatrén (Homogeneizacién), obtenida por EC-MEFS-CG,
con la fibra de 65 ym de PDMS-DVB.
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Se aprecia que el efecto de homogeneizacion influye en la sorcidon de los
compuestos por la fibra, ya que al realizar esto, permite obtener una mayor cantidad
de picos entre ellos los 3 HAPs correspondientes a los patrones sélidos empleados y
observar los mismos con una mayor sefial, algo que no fue visto en la experiencia
realizada sin homogeneizar la muestra, donde sélo se lograron sorber sélo 2 de
estos compuestos. Este hecho se explica debido a que al encontrarse distribuido el
multipatrén de referencia en la silica aumenta la difusion de los analitos desde la
muestra hacia el espacio confinado y de éste a la fibra. A continuacion se presenta
la tabla n® 17, en la cual se realiza la comparacion de areas obtenidas para ambas

experiencias y se sustenta lo anteriormente explicado.

Tabla N° 17. Comparacion de areas (silica + multipatron), sin homogeneizar y con

homogeneizacion.

Areas
HAPs Sin Con
Homogeneizar | Homogeneizacién
Naftaleno 1.263.811 3.371.441
Fluoreno 145.798 4.290.764

Antraceno | @ —mmmeeeeee- 12.616.080
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6.2.3.3. Confirmacion de compuestos sorbidos por la fibra de 65 pum de PDMS-
DVB, empleando la mezcla de patrones puros (llI).

Con la intencion de confirmar que estos picos correspondan a los respectivos
patrones sélidos empleados, se elabord la mezcla de patrones puros (1), la cual

posee la siguiente composicion ver tabla n° 18:

Tabla N° 18. Proporciones de los patrones puros empleados para elaborar la mezcla

(I1).

Patron de | (Masa £ 0,0001) g | % P/P + 0,01 | (Concentracion = S)
HAPs (ug/g)- 1073
Naftaleno 0,0305 3,78 38+4
Fluoreno 0,0252 3,13 31+3
Antraceno 0,7504 93,09 931 + 93

Para el estudio en cuestion se elaboré la muestra sintética C constituida por la
homogeneizacion de 0,0100 g de la mezcla (lll) + 0,9900 g de silica + 100 uL del
multipatron de 20 ppm. La concentracion a la cual se encuentran los patrones en

dicha muestra, se puede apreciar en la tabla n° 19.

Tabla N° 19 Concentracion de los HAPs contenidos en la muestra sintética C.

Patron | (Concentracién % S) (ug/g) * 107

Naftaleno 0,38+ 0,04
Fluoreno 0,31 +£0,03
Antraceno 9,31 +0,94
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Esta experiencia para identificar los picos en cuestion, consisti6 en mezclar
0,0100 g de la mezcla (lll), con 100 pL del multipatron de 20 ppm y estos a su vez
homogeneizados con 0,9900 g de silica. EI cromatégrama obtenido para ésta prueba
puede ser observado en el apéndice 1 figura (A.1-3), donde se puede apreciar que la
sefal de los picos correspondientes al naftaleno y al fluoreno aumentan, algo que no
ocurre con el antraceno y es confirmado a continuacion en la tabla (n° 20) donde se
aprecia la comparacion de las areas obtenidas para cada compuesto en las 2

Gltimas experiencias realizadas.

Tabla N° 20. Comparacion de areas (silica + multipatrén) y (silica + multipatron +

mezcla (l11)).
Areas
Silica + Muestra sintética C
multipatrén - , )
HAPs (silica + multipatron + mezcla lll)

Naftaleno 3.371.441 6.357.910

Fluoreno 4.290.764 7.379.390
Antraceno 12.616.080 616.660

Como podemos observar el area correspondiente al antraceno disminuyé
cuando se esperaba que este aumentara asi como ocurri0 para los otros
hidrocarburos, para explicar este hecho nos basamos en 2 suposiciones, la primera
tiene que ver con las isotermas de Langmuir “Y, donde podria entenderse que la
fibra adsorbe las moléculas de antraceno, a medida que aumenta la concentracion
de éste, hasta alcanzar un valor limite que es cuando se ocupan todas las
posiciones de la superficie solida y ésta no es capaz de sorber mas analito y debido

a esto es que no apreciamos el aumento en el area de dicho compuesto, (para
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mayor informacion sobre la isoterma de Langmuir la cual corresponde a una

adsorcion en monocapa ver apéndice 2.

Por otra parte, la segunda suposicion tiene que ver con la homogeneizacion
de la muestra ya que al no realizar este proceso correctamente la distribucion del
patrén no seria la adecuada para aumentar la difusion de los analitos desde la matriz
de la muestra hacia el espacio confinado y de este a la fibra. Lo que provoca que
disminuya la concentracién de los compuestos en el espacio confinado y por ende la
disminucién de la cantidad de analito sorbida por la fibra. [16¥ 42

De las experiencias realizadas se pudo apreciar ademas que no se observan
picos correspondientes a los HAPs luego de un (tg = 6 min), por lo que se procedi6 a
aplicar la programacion de temperatura (ver tabla n° 21), utilizada por Moreira
vaz!*y, con la intencién de lograr observar los HAPs que posean mayor punto de
ebullicién, ya que el correspondiente al Gltimo compuesto detectado (antraceno) es
de 340 °C.

Tabla N° 21. Programacion de temperatura empleada por Moreira Vaz, J 1.

Temperatura Velocidad de Tiempo Tiempo de
°C calentamiento (min) corrida
(°C/min) (min)
Inicial 45 0 1 1
Rampa 1 190 30 0 4,13
Rampa 2 300 5 10 22,7
Tiempo total de corrida (min) 37,83

Este autor emplea una temperatura del puerto de inyeccion de 260 °C y de
300 °C en el detector, con la intencién de volatilizar los HAPs mas pesados y poder

detectarlos asi.

Para verificar estas nuevas condiciones, se procedi6 a realizar la

homogeneizacion de 1,0000 g de silica con 100 uL del multipatrén de 20 ppm a las
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condiciones de sorcion y desorcidn establecidas y a continuacion se muestra una

ampliacion del cromatégrama obtenido (ver figura 25).

Chrom-Card Strip-Chart
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0.00 7.57 1513 22,70 30.27 37.83
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Filename C:\._.\prueba 1(2)(65) espacio confinado 29-04-2010.DAT
Sample name :DfchA037 Analvsed :04/29/2010 11:33

Figura N° 25. Silica + multipatrén de referencia, condiciones de Moreira Vaz “%
(Escala ampliada), obtenido por EC-MEFS-CG, con la fibra de 65 ym de PDMS-
DVB.

Se observa que a pesar de aumentar la temperatura para que la desorcion de
la mayor cantidad de HAPs sea completa, de igual manera no aparecen picos (luego
de un tg = 6 min), sino que aparece un fendmeno a partir de un (tg = 22 min), en
donde se observan una serie de picos que son caracteristicos del fenomeno de
sangrado de la columna (es decir el proceso de vaporizacion y descomposicion de la
fase estacionaria que se produce al trabajar a altas temperaturas) > #*¥* asi como

de posibles contaminantes que puedan estar presentes en la misma, por lo que esto
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fue corroborado al realizar la inyeccion directa al cromatografo de gases de 2 uL de

acetonitrilo para estas condiciones, y es mostrado a continuacién en una ampliacion
del mismo (ver figura 26).
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Time (min})
Filename C:\...\Prueba con acetonitrilo 30-04-2010.DAT
Sample name :DfchA063 Analvsed :04/30/2010 09:46

Figura N° 26. Inyeccion directa de 2 uL de acetonitrilo (Escala ampliada)

Como se puede observar se suman ambos efectos indicados anteriormente y

esto lo explica Mc Nair ¥, quien nos muestra una interpretacion de este fenémeno
y puede ser visto a continuacioén en la (figura 27).



8. Rising baseline when lem-
perature programming.

Figura N° 27. Sangrado de la columna + posibles contaminantes presentes. **!
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De lo anteriormente visto y explicado se concluye que estas condiciones no

seran empleadas ya que afectan el grado de separacion de la columna y nos llevaria

a resultados erréneos, por lo que a continuacion se muestran las condiciones a

emplear para el métrodo de EC-MEFS-CG (ver tabla n° 7 pagina (57) y tabla n° 22).

Tabla N° 22. Condiciones de sorcién y desorcion por EC-MEFS-CG.

Tiempo (min)

Temperatura (°C)

inyeccién (°C)

Sorcion 60 93
Tiempo (min) Temperatura del | Temperatura del
., puerto de detector (°C)
Desorcion

10

260

300
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6.2.3.4. Estudio de otros compuestos.

Dado a que posteriormente se logro conseguir patrones correspondientes a
los siguientes HAPs: Benzo(a)pireno, Pireno y Criseno; se realizaron nuevas
experiencias donde estuviesen involucrados los mismos a fin de que estos nuevos
patrones se adaptaran a las condiciones ya establecidas. En principio se realizé la
inyeccion directa al cromatografo de gases de 2 pL de Benzo(a)pireno el cual se
encuentra disuelto en acetonitrilo; con la intencidbn de ubicar al compuesto
considerado marcador de los HAPs cancerigenos (como se mencioné en el capitulo
1, pagina 1), el resultado obtenido se muestra en el siguiente cromatégrama (ver
figura 28).

Chrom-Card Strip-Chart
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Filename C:\...\Prueba 3 con benzo a pireno.DAT
Sample name :DfchA099 Analvsed :05/05/2010 09:29

Figura N° 28. Inyecciéon directa al cromatégrafo de gases de 2 uL de Benzo(a)

pireno.
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Se aprecia que para estas condiciones no se observa el pico correspondiente
al Benzo(a)pireno (Peso molecular 252,3093 g/mol; punto de ebullicion 495 °C),
Gnicamente se observa el correspondiente al solvente donde esta disuelto el mismo,
lo que nos indica que éstas no nos permiten ubicar el pico correspondiente al

marcador de los HAPs cancerigenos.

Posteriormente se realizaron pruebas para ubicar el tiempo de retencién en
que aparecen tanto el criseno (Peso molecular 228,2879 g/mol; punto de ebullicién
448 °C) como el pireno (Peso molecular 202,2506 g/mol; punto de ebullicion 404 °C),
gue como se puede observar poseen peso molecular y punto de ebullicion inferior al
Benzo(a)pireno y asi verificar si estos compuestos se pueden detectar. Para ello se
intentaron disolver dichos compuesto en acetonitrilo pero la disolucion resulté ser
negativa, por lo que se emple6 una mezcla acetonitrilo/acetato de etilo, en la cual se
lograron disolver los mismos y a continuacibn se muestran los cromatégramas

obtenidos para ambos patrones por separado (ver figuras 29 y 30).
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Filename C:\...\2 microlitros mezcla acetonitrilo-acetato de etilo + criseno.DAT
Sample name :DfchAl133 Analvsed :05/13/2010 13:04

Figura N° 29. Criseno disuelto en mezcla acetonitrilo/acetato de etilo.
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Chrom-Card Strip-Chart
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Sample name :DfchA136 Analvsed :05/13/2010 15:34

Figura N° 30. Pireno disuelto en mezcla acetonitrilo/acetato de etilo.

Se observa que estos compuestos son detectados a las condiciones
empleadas, por lo que tomamos estos datos como referencia de ahora en adelante

en el presente trabajo.

Debido a que ya se posee informacion referente a otros patrones de HAPs, se
procedi6 a realizar una nueva experiencia que los involucrara a todos, para observar
el comportamiento de la fibra de 65 um de PDMS-DVB frente a estos, es por ello que
se preparo la mezcla de patrones puros (IV) la cual posee la composicion mostrada
en la tabla (n° 23), y a partir de esta se elabor6 la muestra sintética D, y el

cromatdgrama obtenido para este estudio se puede observar luego en la figura (31).
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6.2.3.4.1 Evaluacion de la mezcla de patrones puros (IV) y elaboracién de la

muestra sintética D

Esta mezcla de patrones puros (IV) fue elaborada con los patrones soélidos
gue ya se disponian y ademas se le agregd otros como: pireno y criseno, para
evaluar el comportamiento de los mismos con la fibra empleada, a continuaciéon se

muestran caracteristicas correspondientes a dicha mezcla ver tabla (n° 23).

Tabla N° 23. Proporciones de los patrones puros empleados para elaborar la mezcla
(V).

Patron de HAPs | (Masa = 0,0001) g | % P/P = 0,02 | (Concentracion + S)
(ug/g)- 10°°
Naftaleno 0,0305 3,63 36+4
Fluoreno 0,0251 2,98 30+3
Antraceno 0,7502 89,20 892 + 89
Pireno 0,0251 2,98 30+3
Criseno 0,0101 1,20 12+ 2

Para el estudio en cuestion se elabor6 la muestra sintética D constituida por la
homogeneizacion de 0,0100 g de la mezcla (IV) + 0,9900 g de silica. Los valores de
concentracion a la cual se encuentran los patrones en dicha muestra se pueden

apreciar en la tabla n° 24.
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Tabla N° 24. Concentracion de los HAPs contenidos en la muestra sintética D
(producto de homogeneizar 0,0100 g de la mezcla (1) con 0,9900 g de silica).

Patron (Concentracion £ S) (ug/g) * 10-3
Naftaleno 0,36 + 0,04
Fluoreno 0,30 + 0,03
Antraceno 89+0,9
Pireno 0,30 + 0,03
Criseno 0,12 + 0,02

Tabla N° 25. Resultados obtenidos para la muestra sintética (D), empleando la fibra
de 65 ym de PDMS-DVB.

HAPs tr(Min) Area
Naftaleno 3,47 10.396.780
Fluoreno 5,23 8.958.953

Antraceno 6,04 1.324.034

Pireno 7,79 4.320.451

A continuacion se muestra el cromatégrama obtenido (ver figura 31), para la

muestra sintética (D).
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Figura N° 31. Muestra sintética D, obtenido por EC-MEFS-CG, con la fibra de 65
pum de PDMS-DVB.

Como se logra observar el Unico pico que no aparece reflejado es el
correspondiente al criseno. El dltimo hidrocarburo detectado fue el pireno el cual
posee un punto de ebullicidon de 404 °C, lo que nos hace pensar que en el proceso
de EC-MEFS-CG, solo se pueden detectar los HAPs considerados mas volatiles, es
decir para nuestro caso los que posean un punto ebullicién igual o inferior a 404 °C,
esto fue obtenido de igual forma por Vifas y col % donde estos proponen como
regla general que la técnica de EC-MEFS sdlo puede detectar los HAPs mas livianos

[31]

o de menor punto de ebullicibn, asimismo Aguinaga y col , indican que

compuestos pesados o de alto punto ebullicibn no son detectados por dicha técnica
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en cuestion, ya que la misma sélo es capaz de detectar aquellos compuestos que
posean hasta 4 anillos. En cuanto al criseno que posee esta cantidad de anillos
mencionada se piensa que no pudo ser detectado debido a dos posibilidades la
primera es que éste compuesto debe encontrarse en una baja concentracion para no
ser sorbido por la fibra motivo por el cual no pudo ser detectado, ya que la cantidad
de moléculas extraidas por la fibra depende de la concentracion de la muestra y la
segunda posibilidad tiene que ver con la disposicion en que se encuentran los anillos
en su estructura ya que pudiese existir algun tipo de impedimento para que esta

pueda adherirse a la fibra.

Para corroborar que la fibra pueda sorber estos nuevos HAPs en el
multipatron, se realizé una experiencia empleando 20 uL del patrén (concentrado) de
400 ppm homogeneizado con 1,0000 g de silica, también con el fin de verificar hasta
gué punto es capaz de sorber la misma, el resultado obtenido se puede apreciar en

la figura 32.

Tabla N° 26. Cantidad inyectada de los HAPs en estudio en 20 pL del estandar de
400 ppm.

HAPs (C + 4) (ug/g) - 10*
Naftaleno 80
Fluoreno 80

Antraceno 80

Pireno 80

Criseno 80
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Figura N° 32. Hidrocarburos aromaticos policiclicos presentes en el mutipatron de

400 ppm, obtenido por EC-MEFS-CG con la fibra de 65 um de PDMS-DVB.

Para observar con mas detalle se presenta a continuacion una ampliacion del

cromatdégrama en un rango de tiempo de (2,00 — 8,50) min, (ver figura 32-A), en

donde se presenta la identificacion de los HAPs estudiados asi como de otros

hidrocarburos, realizado la comparacién con el orden de aparicion que presentan los

mismos en el cromatdgrama obtenido por Moreira Vaz, J.*Y el cual empleé HS-
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apreciar en la figura 22 mostrada en la pagina (73).
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Figura N° 32-A. Hidrocarburos aromaticos policiclicos presentes en el mutipatron de
400 ppm, sorbidas por la fibra de 65 um de PDMS-DVB (Rango de tiempo (2,00 —
8,50) min).

Se aprecia que a pesar de emplear el multipatréon concentrado no se logran
observar picos que posean un tiempo de retencién superior al minuto ocho (8), lo
gue efectivamente nos demuestra que el proceso de EC-MEFS-CG soélo puede
detectar los HAPs mas volatiles (es decir la fibra de 65 um de PDMS-DVB sélo pudo
ser capaz de sorber en nuestro caso hasta el pireno el cual posee un punto de
ebullicion de 404 °C, el criseno no pudo ser sorbido por la fibra en cuestion
empleando esta técnica). Ademas como se mencion6 anteriormente se realizé una

posible identificacion de otros hidrocarburos presentes en este rango de tiempo, por
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lo que se puede concluir que la técnica de EC-MEFS-CG es capaz de detectar hasta
9 de los 16 HAPs seleccionados por la Agencia Federal para la Proteccion del Medio
Ambiente (EPA) de los Estados Unidos ya que estos se ubican precisamente en este
rango de tiempo es decir de (0-11) min, y para ello los mismos deben encontrarse en

concentraciones adecuadas para ser sorbidas por la fibra en cuestion.

6.3 Estudio por ID-MEFS-CG.

La técnica de microextraccibn en fase solida por inmersion directa es
empleada con la intencion de determinar aquellos HAPs que poseen alto punto de
ebullicién (es decir valores por encima de 404 °C que es el valor reportado de punto
de ebullicién para el pireno y el cual fue el Gltimo compuesto sorbido por la fibra
empleada, en el caso de EC-MEFS-CG), para ello se tomé como referencia el
procedimiento empleado por Aguinaga, N BY, mostrado en la seccién (5.4.2.2 pagina
54).

6.3.1 Seleccién de las condiciones éptimas de sorcion y desorcion de los
HAPs por ID-MEFS-CG.

6.3.1.1. Seleccion de las condiciones de extraccion de los HAPs.

Considerando que la fibra de 65 um de PDMS-DVB fue la que brindd los
mejores resultados para el caso de EC-MEFS-CG, se continué empleando la misma

para la determinacién de los HAPs por la técnica de ID-MEFS-CG.

Para determinar cual solvente permite extraer la mayor cantidad de los HAPs
en estudio se evaluaron: acetonitrilo y una mezcla 1:1 de acetonitrilo/acetato de etilo,

y a continuacion se muestran los resultados obtenidos para ambos.
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6.3.1.2 Optimizacion del solvente a emplear.

El primer solvente estudiado fue el acetonitrilo del cual se empled 8 mL para
realizar la extraccion de los hidrocarburos, tal como se menciond en la seccion
(5.4.2.2 pagina 54). Considerando que se diluia demasiado la muestra, se procedi6
a disminuir tanto el volumen de extraccion del solvente, asi como la cantidad en
masa de silica empleada para la homogeneizacion, por lo que a continuacion se
muestra el cromatégrama obtenido (ver figura 33), para 0,3000 g de silica

homogeneizados con 100 pL del multipatron de 20 ppm y extraidas con 3 mL de
acetonitrilo:
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Figura N° 33. Silica + multipatrén 20 ppm obtenidos por ID-MEFS-CG con la fibra de
65 um de PDMS-DVB, programacion de temperatura empleada por Mendoza, K. 8,
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Lo observado indica que el acetonitrilo no permite extraer los HAPs y se
puede notar en la ampliacion realizada que Unicamente se obtiene la deformacion
que presenta el pico del solvente al aproximarse a la linea base, por lo que se
descarta realizar la extraccion de los hidrocarburos con este solvente, dado esto y
en cuestion de haber obtenido los patrones adicionales de HAPs (pireno y criseno) y
realizadas las pruebas de solubilidad de estos (en la mezcla acetonitrilo/acetato de
etilo) y mostrada en la seccion (6.2.3.4 paginas 84 y 85) correspondiente a EC-
MEFS-CG, se continué con la optimizacién del parametro en cuestion realizando una

extraccion con la mezcla de solventes mencionada.

A continuacion se muestra el cromatdgrama obtenido (ver figura 34), para
0,3000 g de silica homogeneizados con 50 pL del multipatron de 400 ppm, extraidas

con 3 mL de la mezcla acetonitrilo/acetato de etilo:
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Figura N° 34. Silica + multipatrén de 400 ppm, obtenido por ID-MEFS-CG con la
fibra de 65 uym de PDMS-DVB (Homogeneizacion).
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Tabla N° 27. Cantidad inyectada de los HAPs en estudio en 50 pL del estandar de
400 ppm.

HAPs (C +1) (ug/g) - 10°
Naftaleno 67
Fluoreno 67

Antraceno 67

Pireno 67

Criseno 67

Como se aprecid no se logro observar los picos correspondientes a los HAPs,
por lo que para verificar que dicha mezcla extrajera los compuestos en si, se realizd
la inyeccion directa al cromatografo de gases de 20 yL de la muestra remanente (es
decir la extraccion se realiz6 con 3 mL de la mezcla de solventes, de ésta se tomo 2
mL los cuales fueron trasvasados al vial de MEFS, y del resto de la muestra se
tomaron los 20 L, los cuales se inyectaron directamente al cromatografo de gases),

a continuacion se muestra el resultado obtenido (ver figura 35).
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Figura N° 35. Inyecciéon directa al cromatégrafo de gases de 20 pL de muestra

remanente.

Se aprecia que la mezcla de solventes permite extraer los HAPs, ya que en la
ampliacion logramos observar los picos correspondientes al naftaleno, fluoreno
antraceno y pireno, los cuales no son sorbidos por la fibra en esta técnica empleada,
lo que indica que estos compuestos deben encontrarse en una baja concentracion y
luego de realizada la extraccion, estos deben diluirse aun mas para que no sean
sorbidos por la misma y como se explicé anteriormente la cantidad de moléculas
extraidas por la fibra depende de la concentracion en que se encuentre los analitos
en la muestra °Y*? por lo que con la intencién de verificar este hecho se procedi6 a
homogeneizar 0,2900 g de silica con 20 pL de una disolucién de criseno y esto a su

vez contaminado con 0,0100 g de la mezcla de patrones puros (IV) conformada por
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los patrones sélidos que se poseen, la composicion de ésta Ultima se pudo apreciar

en la tabla (n° 24) pagina (87), esto fue extraido nuevamente con 3 mL de la mezcla

acetonitrilo/acetato de etilo, y a continuacion se observa el resultado obtenido (ver

figura 36).
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Figura N° 36. Homogeneizacion de silica + mezcla de patrones puros (IV) +
disolucion de criseno, obtenido por ID-MEFS-CG con la fibra de 65 ym de PDMS-

DVB.

Con este resultado se confirma que la fibra es capaz de sorber los

hidrocarburos en cuestiéon empleando la técnica de ID-MEFS-CG, pero estos deben

encontrarse en una concentracion tal para ser detectados, por lo que se comprueba

ademas que los HAPs presentes en el multipatron concentrado de 400 ppm y que se

intentaron sorber por medio de la fibra de 65 um de PDMS-DVB, se deben encontrar
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en una concentracion inferior la cual debe disminuir aun més, ya que se realiza una

dilucion al momento de extraer los mismos de dicho patron.

Por otra parte, no se observa con claridad el pico que debe corresponder al
criseno a pesar que se contamind la silica con una disolucion de éste, por lo que
para verificar que la extraccion con la mezcla de solventes fuese capaz de extraer
dicho compuesto se procedidé a realizar nuevamente la inyeccion directa al
cromatografo de gases de 20 pL de la solucion remanente obteniendose el siguiente

resultado (ver figura 37).
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Figura N° 37. Inyeccién directa al cromatografo de gases de 20 uL de la solucién

remanente.

Se comprueba por lo tanto que la mezcla acetonitrilo/acetato de etilo permite
extraer los HAPs incluido el criseno que antes no aparecia claramente en los

cromatégramas, por lo que se considerd que las condiciones empleadas para la ID-
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MEFS-CG no son las correctas, ante esto se procedio a realizar la optimizacion tanto
de la temperatura, como del tiempo empleado para la sorcién de los HAPSs.

6.3.1. 3 Etapa de sorcion

Para obtener las condiciones de sorcién que deben emplearse para estudiar
los HAPs por ID-MEFS-CG, se procedi6 a optimizar tanto la temperatura del bafio de
glicerina asi como el tiempo de sorcién de la fibra. A continuacién se presentan los

resultados obtenidos para cada caso.

6.3.1.3.1 Optimizacién de la temperatura de sorcion para el proceso de ID-
MEFS-CG.

Para determinar la temperatura 6ptima de sorcion de los HAPs, se realizd una
curva de areas del HAPs Vs temperaturas del bafio de glicerina, dejando fijo el
tiempo de sorcion de los hidrocarburos en 60 min, y variando la temperatura en
intervalos de 10 grados desde 35 °C hasta 75 °C. Para este estudio se elaboré la
muestra sintética (E) la cual esta constituida por la homogeneizacion de 0,2900 g de
silica con 0,0100 g de la mezcla de patrones puros (1V), la cual posee la composicion
mostrada en (la tabla n° 24 pagina 87) y ésta a su vez se contaminé con 20 uL de
una disolucién de criseno, la concentraciéon a la cual se encuentran los patrones
empleados en dicha muestra puede apreciarse en la tabla (28), posteriormente
pueden observarse los resultados obtenidos de las areas en funcion de la
temperatura en la tabla (n° 29) y por ultimo la evaluacion realizada de cada patron,

en los graficos de area de HAPs Vs temperatura, (ver figuras n° 38-A, B, C, Dy E).
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Tabla N° 28. Concentracion de los HAPs contenidos en la muestra sintética (E)
(producto de homogeneizar 0,0100 g de la mezcla (IV) + 0,2900 g de silica + 20 pL

de una disolucion de criseno).

Patron (Concentracion £ S) (ug/g) * 10-3
Naftaleno 0,36 + 0,04
Fluoreno 0,30 £ 0,03
Antraceno 8,9+0,9
Pireno 0,30 +0,03
Criseno 0,12 + 0,02

Tabla N° 29. Resultados de las areas vs temperatura del bafio de glicerina con

tiempo de sorcién de 60 min.

Experiencia Temperatura (°C) HAPs Area
Naftaleno 0
Fluoreno 1.043.571
1 35 Antraceno 23.016.530
Pireno 0
Criseno 0
Naftaleno 0
Fluoreno 1.003.944
2 45 Antraceno 26.523.340
Pireno 456.723
Criseno 0
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Figura N° 38-A. Area de naftaleno vs
Temperatura

Experiencia Temperatura (°C) HAPs Area
Naftaleno 0
Fluoreno 843.786
3 55 Antraceno 22.706.610
Pireno 251.920
Criseno 2.135.009
Naftaleno 119.280
4 65 Fluoreno 2.065.694
Antraceno 32.086.320
Pireno 331.436
Criseno 203.310
Naftaleno 0
Fluoreno 1.089.705
5 75 Antraceno 22.383.630
Pireno 0
Criseno 393.199
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Figura N° 38-B. Area de fluoreno vs
Temperatura
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Se logra apreciar que cada HAPs posee una condicion especifica para que

sea sorbido por la fibra y se ve reflejado en que existe un aumento de las areas para

ciertas temperaturas. Es decir no hay una condicion general para la sorcion de los

HAPs presentados en este trabajo, lo que existe es un compromiso para la

temperatura a trabajar, ya que, si lo que se busca es maximizar el area del pico

como todo proceso de optimizacion efectivamente la temperatura optima de trabajo

es 65 °C, ya que en esta se ven favorecidos el naftaleno, fluoreno y antraceno y

unicamente perjudicados el pireno y criseno, sin embargo si el objetivo del trabajo

fuese determinar los HAPs individualmente cada hidrocarburo presenta una
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condicién particular para ser sorbida por la fibra, debido a que la temperatura de
extraccion en el proceso de MEFS contribuye de dos formas totalmente opuestas, al
aumentar la temperatura aumenta la concentracion de los analitos, por lo que la
extraccion es rapida. Por otro lado, un aumento de la temperatura disminuye los
coeficientes de distribucion del analito entre la muestra y la fibra por lo que la
eficacia de la extraccion se ve afectada negativamente. *®. Por todo lo anteriormente
explicado podemos concluir que la temperatura Optima para la sorcion de los

hidrocarburos en estudio es 65 °C.

Los cromatdégramas obtenidos correspondientes a las experiencias realizadas

pueden observarse en el (Apéndice n° 3) (figuras A.3-1, 2, 3, 4, 5).

Para realizar la optimizacion del tiempo de sorcion se elabord previamente la
mezcla de patrones puros (V) en la cual se duplicé la cantidad de naftaleno que se
venia empleando con la intencion de apreciar este pico claramente ya que se realiza
una extraccién con solventes y esto diluye aun mas la mezcla preparada, la

composicién de dicha mezcla se puede ver en la tabla (n° 30).

Tabla N° 30. Proporciones de los patrones puros empleados para elaborar la mezcla

(V)

Patron de |(Masa = 0,0001)g| % P/P £ 0,02 |(Concentracion = S)
HAPs (ug/g)- 1073
Naftaleno 0,0608 7,05 71+7
Fluoreno 0,0253 2,94 29+3
Antraceno 0,7504 87,05 871 + 87
Pireno 0,0255 2,96 30+3

Para el estudio en cuestion de la optimizacion del tiempo de sorcion, se
elabor6 la muestra sintética (F), la cual esta constituida por la homogeneizacion de
0,0100 g de la mezcla (V) con 0,2900 g de silica. La concentracién a la cual se
encuentran los patrones que conforman la misma se puede apreciar en la tabla n°
31.
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Tabla N° 31. Concentraciéon de los HAPs contenidos en la muestra sintética (F)

(producto de homogeneizar 0,0100 g de la mezcla (V) con 0,2900 g de silica).

Patron (Concentracion £ S) (pug/g) * 10-3
Naftaleno 0,70 + 0,07
Fluoreno 0,29 £ 0,03
Antraceno 8,71+ 0,88
Pireno 0,30+ 0,03

6.3.1.3.2 Optimizacién del tiempo de sorcion para el proceso de ID-MEFS-CG.

Para obtener el tiempo éptimo de sorcion de los hidrocarburos se realizé una

curva de area del HAPs Vs tiempo de sorcién dejando fija la temperatura 6ptima de

sorcion de 65 °C, variando el tiempo en intervalos de 10 min desde 40 min hasta 70

min y para ello se utilizé la muestra sintética (F) que es el producto de homogeneizar

de 0,2900 g de silica con 0,0100 g de la mezcla de patrones (V) la cual posee la

composicién presentada en (la tabla n°® 30 pagina 103) y esto a su vez contaminados

con 20 yL de la disolucion de criseno, los resultados obtenidos para las areas se

pueden apreciar en la tabla (n° 32) y posteriormente se podra observar la

evaluacion de cada patron individualmente, expuesta en los graficos de area de

HAPs Vs tiempo de sorcion (ver figuras n° 39-A, B, Cy D).
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Tabla N° 32. Resultados de las areas vs tiempo de sorcion, para 65 °C del bafio de

glicerina
Experiencia Tiempo (min) HAPs Area
Naftaleno 4.770.226
Fluoreno 1.059.048
1 40 Antraceno 13.689.950
Pireno 269.355
Criseno | -
Naftaleno 3.201.759
Fluoreno 701.951
2 50 Antraceno 13.544.440
Pireno 180.779
Criseno | = -
Naftaleno 1.815.400
Fluoreno 477.197
3 60 Antraceno 11.210.780
Pireno 191.125
Criseno | e
Naftaleno 5.554.058
4 70 Fluoreno 16.807.490
Antraceno 16.807.490
Pireno 626.754

Criseno
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Se aprecia graficamente que los 4 hidrocarburos detectados presentan la
misma tendencia, el cual es que el area disminuya a medida que avanza el tiempo lo
cual se observa en el rango de (40-60) min. Los valores maximos se alcanzan a los
40 y 70 min, éste ultimo no se puede asegurar sea un maximo absoluto debido a que
no se realizaron pruebas a tiempos superiores. Asimismo cabe mencionar que cada
HAPs presenta un rango de tiempo caracteristico en donde el area obtenida puede
alcanzar un equilibrio y pequefias oscilaciones del mismo pueden variar de forma
considerable la cantidad de analito extraido, Por lo antes expuesto la condicion
Optima que se debiese emplear es 70 min como tiempo de sorcién de los HAPs, ya
que a éste, el area de los hidrocarburos aumenta significativamente, pero dado que
se altera la linea base del cromatégrama y puede ser apreciado en el apéndice 4
(figura A.4-4), se decidi6 emplear el tiempo de 40 min como condicion Optima,
debido a que a éste de igual forma se observa el aumento de las areas de los

compuestos presentes, sin alterar la misma.

Los cromatogramas obtenidos correspondientes a las experiencias realizadas
de optimizacion del tiempo de sorcion de la fibra, se pueden apreciar en el apéndice
n° 4 (figuras A.4-1, 2, 3, 4).

6.3.1.4 Etapa de desorcion.

Para esta seccion se continu6 empleando la condiciones obtenidas para la
técnica de EC-MEFS-CG, ya que esta nos permite detectar los HAPs sin producir
dafio a la fase estacionaria de la columna, lo cual si fue visto al aplicar las
condiciones obtenidas por Moreira Vaz “°!, en el que se presencié el sangrado de la

columna, por lo que fueron descartadas aplicar las mismas.

Dicho todo esto se puede decir que las condiciones Optimas que deben
emplearse para el proceso de ID-MEFS-CG son las siguientes (ver tabla n° 7 pagina
(57) y tabla n° 33).



129

Tabla N° 33. Solvente y volumen de extraccion, condiciones de sorcion y desorcion
para ID-MEFS-CG

Solvente

Volumen (mL)

Mezcla acetonitrilo/acetato de etilo

Tiempo (min)

Temperatura de (°C)

Sorcion 40 65
Tiempo (min) Temperatura del | Temperatura del
puerto de detector (°C)
inyeccién (°C)
Desorcion 10 260 300

6.4 Comparacién entre EC-MEFS-CG e ID-MEFS-CG

A continuacién se muestra la tabla (n°® 34) en la cual se realiza una

comparacion de ambas técnicas empleadas, esto es realizado con la intencion de

observar asi lo positivo y negativo de cada técnica descrita.



Tabla N° 34. Cuadro comparativo entre EC-MEFS-CG e ID-MEFS-CG.

130

EC-MEFS-CG ID-MEFS-CG
Cantidad de muestra 1,0000 0,3000
empleada (g)
Volumen de extraccion N.A 3
(mL)
Tiempo de agitacion en N.A 20
ultrasonido (min)
Tiempo de centrifugacion N.A 4
(min)
Temperatura del bafio de 93 65
glicerina (°C)
Tiempo de sorcion de los 60 40

HAPs (min)

Fibra empleada

65 pm PDMS-DVB

65 pm PDMS-DVB

Desorciéon de los HAPs

Idéntica

Idéntica

Tratamiento de muestra

Sencillo

Mas riguroso

Tiempo de vida de la fibra

Indicada por el fabricante de

Aproximadamente de 40 a 50

de microextraccion la misma inyecciones de la muestra
Tiempo en alcanzar el
equilibrio de extraccién + -
Numero de HAPs 4 4

detectados
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Como se observa el método EC-MEFS-CG, no se realizan una serie de pasos
gue si se emplean por ID-MEFS-CG, es a esto a los que nos referimos en que la
primera posee un tratamiento de muestra sencillo respecto a la otra. La ventaja que
posee la inmersion directa, es que se puede utilizar una cantidad menor de muestra
y la diferencia presentada en la cantidad tomada para ambos métodos tiene que ver
con el tamafio del vial empleado, es decir para EC-MEFS-CG se emple6 un vial de
10 mL en el cual podemos colocar plenamente 1,0000 g de muestra y realizar el
proceso de sorcion correspondiente, en cambio para ID-MEFS-CG, no se utilizo este
vial en cuestibn ya que esto hubiese ameritado emplear una cantidad mayor de
solvente para extraer los analitos y asi garantizar introducir completamente la fibra
en la muestra sin que esta sufriera algun dafio, es por esto que se empled para este
método un vial de 5 mL donde se garantiz0 que la fibra estuviera expuesta
directamente en la solucién. En cuanto a los compuestos detectados ambos
métodos detectaron 4 HAPs, pero nos resulto mas confiable el método de EC-
MEFS-CG, ya que el de ID-MEFS-CG, dependia mucho del tratamiento de la
muestra o0 la cantidad tomada de la misma por lo que en ocasiones podian

detectarse un numero menor de hidrocarburos.

En cuanto a la vida util inferior de la fibra para el caso de ID-MEFS respecto a
EC-MEFS, es debido a que la primera se expone directamente a la matriz de la

muestra a tratar, y esto se descarta en el caso de espacio confinado.

6.5 Analisis de las muestras.

Seguidamente se procedié a identificar los HAPs en las muestras de cereales
y poder asi verificar la metodologia desarrollada para determinar los mismos por
ambas técnicas de microextraccion en fase soélida empleando la fibra de 65 um de
PDMS-DVB.

Se emplearon muestras de trigo (TSRW), trigo (HRW), maiz amarillo y maiz

blanco, cabe destacar que las muestras de maiz se presumen estén contaminadas
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con naftaleno ya que el ambiente donde se encontraban estas, se podia sentir el olor
caracteristico del mismo, por lo que esto fue corroborado, realizadas las
experiencias que se muestran mas adelante con los cromatdgramas obtenidos tanto
para EC-MEFS-CG como para ID-MEFS-CG.

Para el andlisis de cada muestra se realizaron dos experimentos. El primero
fue colocar 1,0000 g de la muestra en el vial de 10 mL y aplicar los procesos de
sorcion y desorcion Optimos para el método de EC-MEFS-CG; el segundo fue
colocar 0,3000 g de la muestra en el vial de 5 mL y aplicar la condiciones de
extraccién, sorcién y desorcion oOptimos para el método de ID-MEFS-CG.
Seguidamente se compararon las areas obtenidas para los HAPs identificados por
ambos métodos, y por ultimo se graficaron estas versus los patrones de los
hidrocarburos respectivos.



6.5.1 Andlisis de las muestras de trigo.

6.5.1.1 Muestra de trigo (TSRW), analizada por EC-MEFS-CG.

Chrom-Card Strip-Chart
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Filename C:\..\EC-MEFS Muestra deTrigo TSRW.DAT
Sample name :DfchAl103 Analvsed :06/21/2010 14:19

Figura N° 40. EC-MEFS-CG / muestra de trigo TSRW

Se aprecia la presencia de los picos correspondientes a los HAPs estudiados

asi como de otros componentes, por lo que el método empleado permite con

facilidad y sin un riguroso tratamiento de la muestra determinar dichos compuestos.
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6.5.1.2 Muestra de trigo (TSRW), analizada por ID-MEFS-CG.

Chrom-Card Strip-Chart
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Filename C:\...\ID-MEFS (exp 1) Muestra de Trigo TSRW.DAT
Sample name :DfchAl120 Amnalysed :06/28/2010 09:01

Figura N° 41. ID-MEFS-CG / muestra de trigo TSRW

A diferencia de la muestra que fue analizada por EC-MEFS-CG, no se logra
apreciar la presencia de los HAPs Unicamente se observa el pico correspondiente al
solvente, esto se debe a que la fibra no logré sorber los compuestos y esto puede
corresponder a que los mismos se pueden encontrar en una baja concentracion y
por ello no fueron detectados, a continuacion se muestra los resultados obtenidos

para las areas de cada HAPs (ver tabla n° 35).
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Tabla N° 35. Comparacion de areas EC-MEFS-CG / ID-MEFS-CG muestra de trigo
TSRW

Area EC-MEFS-CG | Area ID-MEFS-CG
Naftaleno 3.272.420 0
Fluoreno 14.520.080 0
Antraceno 20.598.140 0
Pireno 4.901.045 0
Criseno | = e | e

Como se puede observar sblo se obtienen resultados para la muestra
analizada por EC-MEFS-CG, lo que nos indica que dicha técnica resulto ser més
eficiente para la obtencion de los picos correspondientes a los HAPs en estudio en la
muestra de trigo (TSRW) y esto puede observarse de igual forma en el siguiente

grafico de areas vs HAPs (ver figura 42).

B EC-MEFS-CG
m ID-MEFS-CG

25000000

20000000

15000000

10000000
5000000 - I
0 _J T T T T

Naftaleno Fluoreno Antraceno Pireno Criseno

Area{uv/s)

Patrones HAPs

Figura N° 42. Comparacion areas EC-MEFS-CG / ID-MEFS-CG muestra de trigo
TSRW

De lo anteriormente visto y explicado se puede decir que los HAPs en estudio
se pueden detectar en la muestra de trigo (TSRW) empleando el método de EC-
MEFS-CG.



6.5.1.3 Muestra de trigo (HRW), analizada por EC-MEFS-CG.
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Figura N° 43. EC-MEFS-CG / muestra de trigo HRW

1
27.83

Se observa que el proceso de EC-MEFS-CG permite claramente determinar

los HAPs considerados volatiles en dicha muestra y de otros componentes que

puedan estar en la misma.
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6.5.1.4 Muestra de trigo (HRW), analizada por ID-MEFS-CG.

Chrom-Card Strip-Chart
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Filename C:\...\ID-MEFS MNuestra deTrigo HRW (65 °C. 40 min).DAT
Sample name :DfchA095 Analvsed :06/21/2010 09:45

Figura N° 44. ID-MEFS-CG / muestra de trigo HRW

De igual forma se aprecia que para la determinacion de los HAPs empleando
el método de ID-MEFS-CG, no se logran observar los picos correspondientes a
estos compuestos y es debido de igual manera a que los mismos deben encontrarse
en una cantidad muy baja que no pueden ser detectados, y es por ello que se
presentan los resultados obtenidos para la areas de los HAPs en estudio ver tabla
(n° 36).
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Tabla N° 36. Comparacion de areas EC-MEFS-CG / ID-MEFS-CG muestra de trigo
HRW.

Area EC-MEFS-CG | Area ID-MEFS-CG
Naftaleno 3.536.687 0
Fluoreno 6.426.996 0
Antraceno 131.920.200 0
Pireno 3.314.721 0
Criseno | = s | e

Los resultados obtenidos nos indican nuevamente que la muestra analizada
por EC-MEFS-CG, resulto ser mas eficiente para la obtencion de los picos
correspondientes a los HAPs en estudio en la muestra de trigo (HRW) y esto se

puede apreciar en el siguiente gréfico de areas vs HAPs (ver figura 45).
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10000000 ~
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40000000 -
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0 | mmm | —

Naftaleno Fluoreno Antraceno Pireno

Patrones HAPs

Figura N° 45. Comparacion areas EC-MEFS-CG / ID-MEFS-CG muestra de trigo
HRW.
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Se comprueba por lo tanto que no son detectados los HAPs en estudio por el
método de ID-MEFS-CG, visto y explicado esto se puede decir que los mismos, se
pueden detectar en la muestra de trigo (HRW) empleando el método de EC-MEFS-
CG.

Para observar si este comportamiento se mantiene en todas la muestras de
cereales, se procedid a aplicar los mismos estudios en muestras de maiz y
determinar si en estas, la presencia de HAPs sigue el mismo patrén o existe alguna
diferencia y asi proceder a reportarlo ya que en la bibliografia consultada no hay
reporte alguno para esta cereal en particular, también aunado a que es considerado
uno de los cereales de mayor importancia en nuestro pais. Ademas de sus usos en
la agroindustria, la alimentacion humana y animal, constituye un recurso
fundamental para la nutricion de la poblacién, por lo que es considerado como el

icono de la alimentacion en Venezuela.

El maiz resulta fundamental en la mesa de las familias venezolanas. Se
consume como desayuno, almuerzo o cena y representa practicamente el 50% de la
energia que utilizamos para realizar nuestras actividades diarias, motivado a esto es
que se decidi6 implementarlo como una de nuestras muestras a estudiar en el

presente trabajo y a continuacion se muestran los resultados obtenidos.
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6.5.2 Anélisis de las muestras de maiz

6.5.2.1 Muestra de maiz amarillo, analizada por EC-MEFS-CG.

Chrom-Card Strip-Chart
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Figura N° 46. EC-MEFS-CG / muestra de maiz amarillo

Se aprecia la presencia de los picos correspondientes a los HAPs estudiados
asi como de otros componentes y como se puede corroborar la muestra de maiz
amarillo se encuentra contaminada con naftaleno ya que el pico correspondiente a
este compuesto, se observa en mayor tamafo respecto a los otros, pero de igual
forma podemos decir que la técnica empleada permite detectar claramente la

presencia de los otros HAPs considerados volatiles.



141

6.5.2.2 Muestra de maiz amarillo, analizada por ID-MEFS-CG.

Chrom-Card Strip-Chart
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Figura N° 47. ID-MEFS-CG/Muestra de maiz amarillo.

Se logré apreciar la presencia de sefial correspondiente a los HAPs en
estudio, algo que para esta técnica no fue observado en las muestras de trigo, por lo
gue estos compuestos deben encontrase en una mayor cantidad tal que pueden ser
detectadas, ademdas esto nos confirma que las condiciones optimizadas son
correctas so6lo que los compuestos en cuestion es decir los HAPs deben encontrarse
en la cantidad adecuada para poder ser sorbidos por la fibra y asi poder arrojar
sefal, ademas confirma lo indicado previamente en que la cantidad de moléculas

extraidas por la fibra es proporcional a su concentracién en la muestra.
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A continuacion se muestran los resultados obtenidos para las areas obtenidas

ver tabla (n° 37).

Tabla N° 37. Comparacion de &reas EC-MEFS-CG / ID-MEFS-CG muestra de maiz

amarillo
Area EC-MEFS-CG | Area ID-MEFS-CG
Naftaleno 159.921.100 0
Fluoreno 1.347.382 0
Antraceno 4.638.808 3.472.489
Pireno 4.551.396 1.627.268
Criseno | = s | e

Se aprecia que se obtienen los mejores resultados para el método de EC-

MEFS-CG, ya que el mismo permite identificar mas componentes, de igual forma se

puede observar esto en el siguiente grafico (ver figura 48), se debe acotar que se

redujo la escala correspondiente al area con la intenciéon de lograr apreciar la

diferencia existente para ambos métodos.
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Figura N° 48. Comparacion areas EC-MEFS-CG / ID-MEFS-CG muestra de maiz

amarillo
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De lo anteriormente visto y explicado se puede decir que los HAPs en estudio
se pueden detectar en la muestra de maiz amarillo empleando el método de EC-
MEFS-CG.

6.5.2.3 Muestra de maiz blanco, analizada por EC-MEFS-CG.
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Figura N° 49. EC-MEFS-CG / muestra de maiz blanco

Al igual que ocurridé para la muestra de maiz amarillo, se observa la presencia
de los picos correspondientes a los HAPs estudiados, asi como de otros
componentes y como se puede corroborar la muestra de maiz blanco de igual forma

se encuentra contaminada por naftaleno ya que el pico correspondiente a este
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compuesto se observa en mayor tamafo respecto a los otros, asimismo podemos
decir que la técnica empleada permite eficazmente determinar los HAPs

considerados volatiles.

6.5.2.4 Muestra de maiz blanco, analizada por ID-MEFS-CG.
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Figura N° 50. ID-MEFS-CG / muestra de maiz blanco

De igual forma que para el caso de las muestras de maiz amarillo, se aprecia
la presencia de sefial correspondiente a los HAPs en estudio pero a diferencia con
la técnica de EC-MEFS-CG la sefial es baja y esto se debe a que la cantidad de

moléculas extraidas por la fibra depende de la concentracion de la muestra.
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A continuacién se muestran los resultados obtenidos para las areas ver tabla
(n° 38).

Tabla N° 38. Comparacion de &reas EC-MEFS-CG / ID-MEFS-CG muestra de maiz
blanco

Area EC-MEFS-CG | Area ID-MEFS-CG
Naftaleno 187.091.300 0
Fluoreno 1.430.343 0
Antraceno 4.530.512 144.076
Pireno 3.899.421 508.226
Criseno | = e | s

Se aprecia que se obtienen los mejores resultados para el método de EC-
MEFS-CG, ya que la misma permite determinar una mayor cantidad de
componentes, de igual forma se puede observar esto en el siguiente grafico (ver
figura 51), nuevamente se redujo la escala correspondiente al &rea con la intencién
de lograr apreciar la diferencia existente para ambas técnicas, tal como se realizé

para el caso de la muestra de maiz amarillo.
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Figura N° 51. Comparacién de areas EC-MEFS-CG / ID-MEFS-CG muestra de maiz
blanco
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De lo anteriormente visto y explicado se puede decir que los HAPs en estudio
se pueden detectar en la muestra de maiz blanco empleando el método de EC-
MEFS-CG.

6.6 Repetitividad del método empleado.

Para realizar la determinacion de la repetitividad de la técnica optimizada se
realiz6 una experiencia en cuatro (4) oportunidades, empleando la muestra de maiz
blanco, debido a que de esta se poseia en mayor cantidad para los andlisis y brind6
valores altos de sefial; se utilizd el método de EC-MEFS del cual se obtuvo como
condicion de sorcion 93 °C de temperatura del bafio de glicerina y 60 min de
exposicion de la fibra, para la desorcién se empled 260 °C de temperatura del puerto
de inyeccién y 10 min para la desorcion de los hidrocarburos. Se calculd la
desviacion estandar relativa tanto para las areas y el tiempo de retencién (tg) de los
picos identificados en la muestra, y se obtiene un rango de (25,57 — 150,53) % para
las areas obtenidas y un rango de (0- 0,07) % para el tiempo de retencion; estos
valores obtenidos para la areas nos indican que el método es poco reproducible bien
sea por una mala homogeneizacion de la muestra durante la extraccion o por no
trabajar en la zona de equilibrio. Los resultados obtenidos para los HAPs

identificados se muestran a continuacion en las tablas (n° 39, 40 y 41).

Tabla N° 39. Repetitividad de la técnica para el naftaleno

Experiencia tr (Min) Areas
1 3,48 62.618.200
2 3,48 123.590.800
3 3,48 6.703.641
4 3,48 10.490.450
Promedio 3,48 50850772,75
Desviaciéon Estandar 0 54795099,55
%RSD 0 107,76
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Tabla N° 40. Repetitividad de la técnica para el antraceno

Experiencia tg (Min) Areas
1 6,78 2.347.628
2 6,78 1.458.612
3 6,78 23.983.410
4 6,77 113.702.500
Promedio 6,78 35373037,50
Desviacion Estandar 0,01 53248143,13
%RSD 0,07 150,53

Tabla N° 41. Repetitividad de la técnica para el pireno

Experiencia tr (Min) Areas
1 7,95 2.345.015
2 7,95 1.804.194
3 7,94 1.540.442
4 7,94 1.304.222
Promedio 7,95 1748468,25
Desviacion Estandar 0,006 447065,63
%RSD 0,073 25,57

Para lograr observar los resultados se presenta a continuacién una serie de
graficos de las areas de cada HAPs vs la experiencia en que se realizdé cada una,
(ver figuras 52-A, By C).
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Figura N° 52-C. Area de pireno vs
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Por lo antes visto se comprueba que él no lograr una buena homogeneizacién
de la muestra influye a la hora de cuantificar los HAPs en cuestion, ya que no nos
permite obtener buena reproducibilidad referente a las areas y esto fue observado
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en los graficos mostrados previamente en donde el naftaleno y antraceno posee un
comportamiento irregular en las 4 experiencias realizadas, en cambio el area del

pireno va decayendo a medida que se realicen mas experiencias.

Por lo que se puede decir que dicha técnica en cuestion, se puede emplear de
un modo mas cualitativo que cuantitativo motivado a que se obtienen resultados
como los mostrados, es decir se puede emplear para detectar la presencia de los

compuestos en cuestion.

Los cromatdégramas obtenidos para las pruebas de repetitividad se pueden

observar en el apéndice 5 figuras (A.5-1, 2, 3, 4).
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7. CONCLUSIONES

El proceso de la limpieza de la fibra es indispensable realizarlo entre cada

experiencia a fin de evitar el efecto memoria.

La fibra de 65 ym de PDMS-DVB es mas sensible, ya que se obtuvo una

mayor relacion area/concentracion con las muestras estudiadas.
El orden de sensibilidad de las fibras empleadas, fue el siguiente:
Fibra 65 ym de PDMS-DVB > Fibra 30 ym de PDMS

El proceso de homogeneizacién de la muestra por el método de EC-MEFS-
CG, tiene un papel importante ya que permite obtener mayor sefial de los
HAPSs.

Para las condiciones de trabajo se logro observar que es posible identificar 11
de los 16 HAPs seleccionados por la Agencia Federal para la Proteccion del
Medio Ambiente (US-EPA). El método de EC-MEFS-CG, es capaz de detectar
hasta 9, los considerados més volatiles.

Para las condiciones empleadas no se logr6 observar o determinar la

presencia de Benzo(a)pireno.

Se obtuvo sefial correspondiente a los HAPs estudiados al emplear el método
de ID-MEFS-CG, cuando se utiliz6 los patrones sélidos ya que al emplear el
multipatrén no se obtuvo la misma, lo que nos indica que la concentracion en
que se encuentren estos cumple un papel importante a la hora de ser

detectados.

Para las muestras de trigo sélo se obtuvo la presencia de los HAPs en estudio
empleando el método de EC-MEFS-CG, mientras no se observo la presencia
de HAPs alguno por el método de ID-MEFS-CG.

Las muestras de maiz arrojaron sefal para antraceno y pireno por el método

de ID-MEFS-CG, mientras que resulté ser mas eficaz el método de EC-
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MEFS-CG debido a que se observa sefal para naftaleno, fluoreno, antraceno
y pireno, por lo que se concluye que éste permite obtener los hidrocarburos
en una mejor sefal, logrando obtenerse un area mayor respecto a los

resultados obtenidos por el método de ID-MEFS-CG.

No se obtienen buenos resultados a la hora de realizar la repetitividad por lo
que se considera que la técnica de MEFS-EC-CG puede ser empleada para

detectar la presencia de los HAPs y no para cuantificarlos.
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8. RECOMENDACIONES

v' Emplear un cromatdgrafo de gases acoplado con un espectrometro de masas
(GC-MS), aplicando las condiciones obtenidas para confirmar la presencia o
no de los HAPs de forma més confiable.

v’ Estudiar si se observa el mismo comportamiento en otros tipos de cereales o

muestras de alimentos.

v' Evaluar otras técnicas de homogeneizacién para lograr mejorar la
reproducibilidad del método de EC-MEFS-CG.
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APENDICE 1
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Chrom-Card Strip-Chart

1352
Fluoreno | 5.883 ;] 6.85 Antraceno
1075+
798 -
(mVolt)
521
244+
Naftaleno 3,767 6.153
— ,[____'_.__. A ‘ Uh_J(.,_‘ I‘-"M-_- — e -
_q % 1 1 1 1 1 1 1 1 1
=T 0.00 2.76 5.52 8.28 11.04 13.80
Time (min)

Filename C:\...\Exp lmuestra 1 (65) (18-02-2010).DAT
Sample name :DfchAl68 Analysed :02/18/2010 09:08

Figura A.1-1. Muestra de patrones puros (I), obtenida por EC-MEFS-CG, con la fibra
de 65 um de PDMS-DVB.



1354

1084

814

(mVolt)

Chrom-Card Strip-Chart

Y S

0.00

557 11.13 16.70 2227 27.83
Time (min)
Filename C:\...\Activacion 2 (1)(65).DAT
Sample name :DfchAl130 Analvsed :05/13/2010 09:04

Figura A.1-2. Limpieza de la fibra de 65 um de PDMS-DVB.
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Chrom-Card Strip-Chart

1354
6.052 Antraceno
1081+
808
(mVolt) [
0.318
535+ Naftaleno 3.483 54 Fluoreno
263
0.513
r 5.503
8
LS ._l./Mk_.. |
_10 1 I_ — 1 1 1 1 1 1
0.00 5.57 11.13 16.70 22.27 27.83

Time (min)
Filename C:\...\Copia de Exp 3 (1)(65) exposicion 10min cond final 15-04-2010.DAT
Sample name :DfchA007 Analvsed :04/15/2010 12:30

Figura A.1-3. Silica + multipatrén de referencia + muestra sintética (C), obtenida por
EC-MEFS-CG, con la fibra de 65 um de PDMS-DVB.
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Isoterma Tipo I: Denominada isoterma de Langmuir y corresponde a una

adsorcion en monocapa.

Monocapa
Area |
I

|
|
|
|
r/ |
|
[
[
. |
Concentracion

Figura N° A.2-1. Isoterma de Langmuir. Tipo | (monocapa).

En 1918 I. Langmuir dedujo la isoterma Tipo |, empleando un modelo

simplificado de la superficie de un sélido:

e La superficie proporciona un cierto nimero de posiciones para la adsorciéon y

todas son equivalentes
e Soélo se adsorbe una molécula sobre cada posicion

e Su adsorcion es independiente de la ocupacion de las posiciones vecinas (las

moléculas adsorbidas no interaccionan entre si).

Las suposiciones usadas en la deduccién de Langmuir no son completamente
verdaderas ya que:

e Las posiciones de adsorcion no son totalmente equivalentes, en la superficie

aparecen bordes, esquinas y se ocuparan primero aquellas posiciones que

den lugar a la formacion de un enlace mas estable.
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APENDICE 3



Chrom-Card Strip-Chart

800.0
293 6.037 Antraceno
631.2
46251
(mVolt) -
203.7r
1250 #@
I33
| 66 5.932 Fluoreno
! 'MWLK
M A e
1 1 1 1

1 1 1 1
438550 557 13 16.70 1227

Time (min)
Filename C:\...\optimizacion de temp ID-MEFS (35°C).DAT
Sample name :DfchA035 Analvsed :06/07/2010 11:16

Figura A.3-1. Experiencia 1 temperatura 35 °C

27.83
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Chrom-Card Strip-Chart

500.0

RD&SQE 6.035 Antraceno
631.2 -
4625

(mVolt) -

203.7H

|

|
125.0H || L1902

S 5232 Fluoreno
Y/ nme
‘(ML j =.5ﬁ233/7.79? Pireno

&
[=-]

L 1 1
0,00 11.13 16.70 22.27

th
in
-1

Time (min)
Filename C:\...\optimizacion de temp ID-MEFS (45°C).DAT
Sample name :DfchA039 Analvsed :06/07/2010 14:07

Figura A.3-2. Experiencia 2 temperatura 45 °C
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Chrom-Card Strip-Chart

§00.0
0j087737 0.033 Antraceno
0312}
4625
(mVolt) -
20371
0.882
/ 1.007
1.503
1250} ,(
rjl 1 278 5232 Fluoreno
: 3.153 7.8 Pir
| W/ -2 FITENO 10§37 Criseno 14.593 20.333
Moo MM L o / ______ -
43.8 . . . . . . . . .
= 0.00 5.57 11.13 16.70 2227 27.83
Time (min)

Filename C:\...\optimizacion de temp ID-MEFS (55°C).DAT
Sample name :DfchA042 Analvsed :06/07/2010 16:37

Figura A.3-3. Experiencia 3 temperatura 55 °C
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Chrom-Card Strip-Chart

§500.0 1
-
0.303 6.035 Antraceno 6.035 Antraceno
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o
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. TaE
- S S _
. . . . . . . . .
348500 557 [IRE 16.70 727 27.83

Time (min)
Filename C:\...\optimizacion de temp ID-MEFS (65°C).DAT
Sample name :DfchA045 Analvsed :06/08/2010 09:24

Figura A.3-4. Experiencia 4 temperatura 65 °C
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Chrom-Card Strip-Chart

800.0
6.032 Antraceno
634.1
468.1F
(mVolt) -
302.2F
136.3
1.417 2232 Fluoreno
£.303 10.558 Criseno
i //ﬂﬂmmﬁ- e
e S ) ——
-19.0 L L 1 1 1 . \ .
0.00 557 11.13 16.70 2227 27.83
Time (min)

Filename C:\...\optimizacion de temp ID-MEFS (75°C).DAT
Sample name :DfchA049 Analvsed :06/08/2010 12:11

Figura A.3-5. Experiencia 5 temperatura 75 °C
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Chrom-Card Strip-Chart

800.0
0.362
0.025 Antraceno
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463.3F
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126.6
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| 033 7.8 Pireno
J LRGN Y L 4 e _
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*10.00 5.57 11.13 16.70 2227
Time (min})

Filename C:'...\optimizacion de tiempo a 65 °C (40 min).DAT
Sample name :DfchA053  Analvsed :06/10/2010 10:28

Figura A.4-1. Experiencia 1, Tiempo 40 min.

27.83
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Chrom-Card Strip-Chart

800.0
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Filename C:\...\optimizacion de tiempo a 65 °C (50 min).DAT
Sample name :DfchA056  Analvsed :06/10/2010 12:37

Figura A.4-2. Experiencia 2, Tiempo 50 min.

171



172

Chrom-Card Strip-Chart

800.0
0.468
632.5F
6.022 Antraceno
464.9
(mVolt) -
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3.475 Naftaleno
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AR .. 5503 7.805 Pireno

1 S W v/ A S
-37.6 1 L L L 1 1

T 0.00 5.57 11.13 16.70 22.27 27.83

Time (min)
Filename C:\...\optimizacion de tiempo a 65 °C (60 min).DAT
Sample name :DfchA059 Analvsed :06/10/2010 14:44

Figura A.4-3. Experiencia 3, Tiempo 60 min.
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Chrom-Card Strip-Chart

$00.0
0.383 6.033 Antraceno
631.6 -
4631
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M| | 093
( 1.083 b33 B
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|-;’ )MJ / % 33575 Pireno
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h"‘”ﬁ' Sl Wi I”»’%m { 1AL riseno
I ——— ) _
423 . | I | I L |
=T 0.00 5.57 11.13 16.70 22.27 27.83
Time (min)
Filename C:\...\optimizacion de tiempo a 65 °C (70 min).DAT

Sample name :DfchA062 Analvsed :06/10/2010 16:58

Figura A.4-4. Experiencia 4, Tiempo 70 min.
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Chrom-Card Strip-Chart
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i 19 w ‘
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0.00 557 11.13 16.70 22.27

Time (min)

Filename C:\...\Muestra 1 Maiz Blanco (EC-MEFS-CG).DAT
Sample name :DfchAl30 Amnalvsed :06/30/2010 11:23

27.83
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Figura A.5-1. Repetitividad muestra 1 de maiz blanco por EC-MEFS-CG, empleando
la fibra de 65 ym de PDMS-DVB.
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Chrom-Card Strip-Chart

300.0

24181

1836

(mVolt) -

3.478 Naftaleno
6.777 Antraceno

6711
7.945 Pireno

S e — L e —

s o - 1 _ 1 1 1 1 1 I 1
~0.00 5.57 1113 16.70 22.27 27.83

Time (min)
Filename C:\...\Muestra 2 Maiz Blanco (EC-MEFS-CG).DAT
Sample name :DfchAl132 Analvsed :06/30/2010 13:30

Figura A.5-2. Repetitividad muestra 2 de maiz blanco por EC-MEFS-CG, empleando
la fibra de 65 ym de PDMS-DVB.
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Chrom-Card Strip-Chart

300.0
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|
I \_n.__.||'x|_.a e S — —
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Time (min)
Filename C:\...\Muestra 3 Maiz Blanco (EC-MEFS-CG).DAT
Sample name :DfchAl34 Analvsed :06/30/2010 15:24

9.8

ra
[
i
4|

27.83

Figura A.5-3. Repetitividad muestra 3 de maiz blanco por EC-MEFS-CG, empleando
la fibra de 65 ym de PDMS-DVB.
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Figura A.5-4. Repetitividad muestra 4 de maiz blanco por EC-MEFS-CG, empleando

la fibra de 65 ym de PDMS-DVB.
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ACRONIMOS

Benzo(a)Pireno.
Benceno, tolueno, etilbenceno, xileno.
Cromatografia de gases.

Comision Venezolana de Normas Industriales

Carbowax.

Divinilbenceno.

Espacio confinado.

Agencia Federal para la Proteccion del Medio Ambiente.
columna tubular abierta de silice fundida
Detector de ionizacién a la llama.
Hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Hewlett Packard

Cromatografia liquida de alta eficacia.
Duro rojo de invierno

Inmersion directa.

Limite méaximo residual.

Microextraccion en fase solida.
Espectrometria de masas.

Poliacrilato.



PDMS

RSD

SCOT

SFC

TCD

TID

UE

uv

WCOT
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Polidimetilsiloxano.

Desviacion estandar relativa.
Support coated open tubular.

Comité Cientifico de la Alimentacion.
Detector de conductividad térmica.
Detector termoionico.

Union Europea.

Ultravioleta-Visible.

Wall coated open tubular.



