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Performance)
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x: Fraccion molar
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[OMim][PFs]: Hexafluorfosfato de Ioctil-3-metilimidazolio
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R2: Coeficiente de determinacién
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INTRODUCCION

La mayoria de los compuestos cancerigenos son ademas mutagenos, es decir,
capaces de provocar alteraciones del material genético [1] En 1975, Bruce N. Ames
describié un sencillo test que permitia cuantificar la actividad mutagénica de
sustancias mediante el uso de bacterias (Salmonella typhimuriumnt). Se observé que la
potencia mutagénica indicada por el test de Ames podia correlacionarse con
propiedades carcinogénicas, por lo que el test de mutagenicidad se devel6 como
una manera rapida y econdémica de identificar compuestos posiblemente
cancerigenos para el ser humano. Poco después, diversos cientificos investigaban
la mutagenicidad del humo de tabaco, el cual se sabia que era una de las
principales causas de cancer en seres humanos. El estudio estructural de las
moléculas organicas derivadas de la pirdlisis del tabaco revel6 la presencia de
varios tipos de agentes cancerigenos, incluyendo algunos hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHs). Este hecho hizo pensar que quiza el humo
originado durante el cocinado de alimentos también podia presentar actividad
mutagénica. Esto se confirmé cuando en 1977 Nagao y colaboradores, analizaron
las particulas retenidas en un filtro de fibra de vidrio a través del cual se habia
hecho pasar el humo desprendido durante el asado de sardinas [2]. También se
observé una elevada mutagenicidad en las partes mas cocidas de carne de ternera
y pescado asado, y se correlacioné con la presencia de proteinas y aminoacidos. El
siguiente paso fue el aislamiento de las sustancias mutagénicas de pirolizados de
aminoacidos y proteinas, principalmente mediante el uso de la cromatografia de
liquidos a escala preparativa combinada con el test de Ames. Los compuestos
aislados resultaron tener propiedades basicas y una estructura aromatica con
heteroatomos, por lo que fueron denominados aminas aromdticas heterociclicas
(HAAs de las siglas en inglés). Argentina es un pais con consumo elevado de carne
vacuna. Como estos compuestos se generan a nivel de trazas, resulta muy

importante poder aislarlos y cuantificarlos correctamente en carnes cocidas, para
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poder correlacionar las cantidades ingeridas de HAAs con su actividad

cancerigena o mutagénica.

En el presente trabajo de Tesis, se ha desarrollado y optimizado una nueva
metodologia analitica para la determinaciéon de aminas aromaticas heterociclicas
(AAHSs) en hamburguesas comerciales. Los objetivos principales fueron desarrollar
una técnica de preparacion de la muestra y de analisis sensible, selectiva, rapida,
sencilla, econémica y benigna con el ambiente. Pare ello, se empleé extraccion
asistida por microondas (MASE, de las siglas en inglés) para la extraccion de las
AAHs desde la matriz sélida y microextraccion dispersiva liquido-liquido iénico
(MEDLLI) in situ para la extraccion/preconcentracion desde la solucion liquida
resultante. En el analisis cuantitativo se empleé cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion de fluorescencia (HPLC-FLD) y, con propositos de

identificacion, deteccion de arreglo de diodos (DAD)
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OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar un método analitico para el analisis de AAHs en hamburguesas
cocidas obtenidas en el mercado local, que involucre la extracciéon con
microondas y pre-concentracion con liquidos iénicos como método de
preparacion de muestra y cromatografia liquida con deteccion de
fluorescencia y arreglo de diodos como método de separacion y

cuantificacion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Desarrollar un método analitico confiable y reproducible para determinar
AAHs a nivel de trazas, en hamburguesas cocidas empleando extraccion
acelerada con microondas (MASE) para extraer los componentes lipidicos y

remover los analitos de la matriz sélida.

2. Optimizar los parametros de extraccion MASE (potencia de radiacion,
tiempo de exposicion, temperatura) mediante el empleo de n-heptano en la

celda de extraccion.

3. Emplear la técnica MELLID, mediante el empleo de un liquido iénico
soluble en la muestra acuosa con base en el cation metilimidazolio para
generar in situ, mediante el agregado de una sal conteniendo el anion PF,
un liquido iénico insoluble capaz de aislar y pre-concentrar las aminas
desde el “extracto MASE”. Optimizar la técnica mediante un procedimiento

en etapas.

4. Realizar el analisis mediante HPLC de fase inversa empleando deteccién
simultanea de fluorescencia (FLD) y diodos en serie (DAD) para aumentar

la sensibilidad y selectividad del método.

5. Optimizar la técnica MELLID in situ mediante disefio central compuesto

(CCD) y comparar con la optimizacién por etapas.

6. Determinar las cifras de mérito mas importantes de los dos procedimientos
analiticos optimizados (por etapas y mediante CCD), tales como rango
lineal, limites de deteccién y cuantificacion y reproducibilidad, recuperacion

y factor de enriquecimiento.
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CAPITULO 1: “AMINAS AROMATICAS HETEROCICLICAS”

Entre los precursores del cancer se encuentran algunas sustancias toxicas

que, mediante procesos quimicos o enzimaticos, se forman en los alimentos

durante las etapas de procesado, preparacion y almacenamiento [3]. Estas

sustancias se pueden originar en tratamientos a temperaturas elevadas. Entre ellas

se destacan las aminas aromaticas heterociclicas (AAHs), por ser sustancias

cancerigenas reconocidas o potenciales. Su presencia en los alimentos se debe a

procesos en los que se produce el calentamiento de aminoacidos, proteinas,

creatinina y azucares. Su formacion depende de la temperatura, tiempo de

calentamiento, pH, tipo y concentracién de los precursores y la presencia de ciertos

iones divalentes[4]. Las primeras referencias sobre la actividad mutagénica de

estos compuestos datan de hace unos 30 afios

AAHs de interés y sus respectivos precursores.

Tabla 1: Ejemplos de AAHSs y sus precursores.

. En la Tabla 1 se detallan algunas

Nombre Abreviatura Grupo Precursor
2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol AaC Piroliticas Proteinas (globulina)
2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol MeAaC Piroliticas Proteinas (globulina)
3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-blindol Trp-P-1 Piroliticas Triptofano
3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-2 Piroliticas Triptofano
2-amino-1,6-dimetilimidazol[4,5-b]piridina DMIP Térmicas Creatina, glucosa
2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-f]piridina PhIP Térmicas Creatina, fenilalanina, glucosa
2-amino-3-metilimidazol[4,5-f]quinolina 10 Térmicas Prolina, fructosa, glucosa
2-amino-3,4-dimetilimidazol[4,5-f]quinolina MelQ Térmicas Creatina, alanina y fructosa
2-amino-3,4,8-trimetilimidazol[4,5- 4,8 DiMelQx Termicas Creatina, alanina, treonina,

flquinoxalina

lisina.
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El estudio de mutagenos provenientes de procesos de coccion fue iniciado en 1939
en la Universidad de Lund, (Suecia) donde E. Widmark informé que los extractos
de disolventes organicos procedentes de la carne de caballo asado a la parrilla
causaban tumores en las glandulas mamarias de ratones cuando eran aplicadas
repetidamente en la piel [5]. Ademas, en la corteza de dicha carne también se
detecté la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) [6]. Se
encontr6 que las AAHs se forman a partir de la pirdlisis de grasas a altas
temperaturas [7]. Poco tiempo después, fue desarrollado por Ames vy
colaboradores, un ensayo revolucionario para cuantificar la actividad mutagénica
sobre la base de las cepas de Salmonella typhimurium [8]. Esto ayudé al grupo de
Sugimura a dilucidar la causa de la alta actividad mutagénica de las particulas del
humo producido por la cocciéon de los alimentos proteicos y en las partes
carbonizadas de pescado y carne a la parrilla [2]. Actualmente se han identificado
alrededor de 30 AAHSs. En vista de que su formaciéon depende en gran medida de

la temperatura, las AAHs se clasifican en dos grupos:

1. Aminas térmicas, tipo IQ o aminoimidazoazaarenos (AIAs): se generan a
partir de la reaccion de aminoacidos libres, creatina, creatinina y hexosas, a
temperaturas de coccion ordinarias, entre 100 y 300°C [9]. Estas aminas
contienen en su estructura un grupo metilaminoimidazélico. Los mutagenos
incluidos en este grupo (piridinas, quinolinas y quinoxalinas) son los mas
frecuentemente encontrados en la carne y el pescado cocido, por lo tanto
son los que contribuyen mayormente a la mutagenicidad de este tipo de
alimentos. A temperaturas superiores a 225-250°C estas aminas se degradan
o reaccionan con otros compuestos [10,11] En la Tabla 2 se muestran las
estructuras de las aminas térmicas, su nomenclatura y la abreviatura por la

cual son conocidas.
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2. Aminas piroliticas o tipo no-IQ: su formacion tiene lugar a través de
reacciones piroliticas entre aminoacidos y proteinas. La pirdlisis ocurre a
temperaturas superiores a 300°C y produce muchos fragmentos reactivos a
través de reacciones radicalarias. Estos fragmentos se cree que se condensan
para formar nuevas estructuras heterociclicas, y los mutagenos piroliticos se
deben formar a partir de reacciones con radicales libres. Algunos de estos
mutagenos, conocidos como carbolinas, contienen una mitad de
aminopiridina como estructura comin.[12,13]. En la Tabla 3 se muestran las

estructuras, su nomenclatura y la abreviatura por la cual son conocidas.

Por lo tanto, las AAHSs se empiezan a formar a 100°C y la cantidad formada y por
consiguiente, la actividad mutagénica, aumenta con la temperatura hasta los 170°C
0 200°C. Asi en general, los tipos de cocciéon que implican temperaturas alrededor
de los 100°C como hervir en agua, cocinar al vapor o estofar generan pocos agentes
mutagénicos. Sin embargo, los tratamientos térmicos que implican un
calentamiento mediante procesos conductivos de calor, como freir o asar,

conducen a un aumento de la actividad mutagénica [14].

1.1 Formacion de las AAHs

La coccion de la carne, pollo, pescado, y alimentos ricos en proteinas mejora
sus cualidades organolépticas, ya que durante este proceso los alimentos se
oscurecen y se generan sustancias de olor y sabor agradables. En 1916 Louis-
Camille Maillard describié por primera vez las reacciones de oscurecimiento o
browning mediante la apariciéon de pigmentos y polimeros oscuros producidos por
la reaccién entre los grupos amino de los aminoéacidos y el grupo carbonilo de los
azucares [3,15]. La reaccion de Maillard (glucosilacion no enzimatica de proteinas)
se trata de un conjunto complejo de reacciones quimicas que se dan al calentar los

alimentos. En Figura 1 se muestra el esquema de dicha reaccion. Se trata
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basicamente de una especie de “caramelizacion” que ocurre en la superficie de los
alimentos, como por ejemplo, en carnes asadas. Los productos mayoritarios de
estas reacciones son moléculas ciclicas y policiclicas, que aportan sabor y aroma a
los alimentos, aunque también pueden ser cancerigenas; en algunos pasos de la
reaccion se forman pirazinas, quinoxalinas y pirido[3,4-d]imidazoles, que estan
involucrados en la formaciéon de las AAHs. Esta reaccion se acelera con la
temperatura de cocciéon y esta influenciada por varios factores, tales como el pH, el
tiempo de coccién, la concentracion de sales, el uso de condimentos, etc; ademas,
puede catalizarse con la presencia de algunos metales. Por lo tanto, la variacion de
cualquiera de estos factores altera la velocidad y los productos finales de la

reaccion.

La formacion de las AAHs puede estudiarse en sistemas modelo donde se
combinan los precursores mencionados anteriormente: aminoacidos, creatina y
azucares [3,10,16]. En la Figura 2 se muestra el esquema de formacion de aminas
de tipo quinolinas y quinoxalinas; la ventaja de estos sistemas modelo es la
reduccion de las reacciones secundarias de otros componentes de la carne, que no
estén involucradas en la formacion de las aminas. De hecho, al simplificar las
matrices, algunas aminas fueron identificadas primero en dichos sistemas y
posteriormente encontradas en las muestras de carnes cocida. En cambio, en los
sistemas alimentarios reales, las variables de reaccion aumentan y tanto su estudio
como la determinacién de los productos adquieren mayor dificultad. El primer
sistema modelo donde fueron identificados los compuestos mutagénicos, consistia
en una reacciéon de aminoacidos y proteinas. Las sustancias identificadas eran las
mismas que las encontradas en las partes carbonizadas de las carnes y pescados

asados [3,10,17].
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1.2 Factores principales que afectan la formacion de AAHs en alimentos

Se han estudiado extensivamente los factores que favorecen la generacion de
aminas mutagénicas durante el procesado térmico de la carne y el pescado. Las
variables fisicas como la temperatura, tiempo y método de coccion afectan
significativamente a la actividad mutagénica de las muestras cocidas. Los
contenidos de AAHSs especificas varian con el tipo de carne, método y grado de

coccion.

L Temperatura y tiempo de coccion

La formacion de las AAHs depende en gran medida del tiempo y
temperatura de coccion [14]. En alimentos cocidos a temperaturas inferiores a
150°C los niveles encontrados de AAHs son bajos o no detectables, pero a
temperaturas superiores la cantidad de aminas aumenta progresivamente a
medida que aumenta la temperatura [18], siendo este incremento no lineal para
aminas como PhIP, AaC y las [-carbolinas [13,19]. Las aminas NH y 4,8-DiMelQx
son mas sensibles a los cambios de temperatura, al contrario que MelQx y AaC
[20]. Las AAHSs piroliticas no se encuentran en carnes cocidas a temperaturas
inferiores a 200°C. Sin embargo, en muestras horneadas a 225°C y con soélo 30
segundos de calentamiento se pueden llegar a formar cantidades detectables de
AaC, MeAoC, Trp-P-1, Trp-P-2, Glu-P-1 o Glu-P-2 [21]. Para tiempos un poco
mayores, y dependiendo de la temperatura de coccién, se alcanza un nivel maximo
en las cantidades formadas, después del cual la concentracion se mantiene mas o

menos constante [18].
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Tabla 2: Estructura y nomenclatura de las AAHs térmicas

Amina Abreviatura Estructura
Piridinas
I
2-amino-1,6-dimetilimidazo[4,5-b]-piridina DMIP e | = N>—NH
e / 2
N
. * g . ;H]
2-amino-1.5.6-trimetilimidazo[4,5-5]- H,C SN
o 1.5,6-TMIP | — NH,
piridina He” SNE N
H,C N
2-amino-3,5,6-trimetilimidazo[4,5-b]- I\/E\ NH,
o 3,5.6-TMIP P
piridina ’ |
CH,
CH,
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]- ‘é
o PhIP =
piridina | ’:}—NH
N
HO CH,
2-amino- | -metil-6-(4'-hidroxifenil )- <
o o 4'-OH-PhIP =
imidazo[4,5-b]-piridina | N/>‘ NH,
CH,
2-amino-1,6-dimetil-furo[3,2- _— ~ ‘::
elimidazo[4,5-b]-piridina HC | P%_NHJ
Quinolinas
HC
<
2-amino-1-metil-imidazo[4,5-f]-quinolina is0-1Q x
l —
N.H]
2-amino-3-metil-imidazo[4.5-f]-quinolina 1Q = —i\‘cu
I ’
N
2-amino-3,4-dimetil-imidazo[4,5-f]- J")
- MelQ EN ~H
quinolina | P 2
N CH,
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Tabla 2: (continuacion)

Amina Abreviatura Estructura
CH,
/
2-amino- 1-metil-imidazo[4,5-b]-quinoli 1Q[4.5-b =
amino- | -metil-imidazo[4,5-b]-quinolina Q[4.5-b] g;[:}_w‘
N
Quinoxalinas
<
2-amino-3-metil-imidazo[4,5-f]-quinoxalina 1Qx N, e
Ly
N
NH]
2-amino-3.4-dimetil-imidazo[4,5-f]- AMel N=<N
-WIEIUX
quinoxalina Q [ = o,
N/ CH,
ml
2-amino-3,8-dimetil-imidazo[4,5-/)- N
. " 8-MelQx n;\ENﬁN\m
quinoxalina | )
N.}
NH,
2-amino-3,78-trimetil-imidazo[4,5-]- _ b=
‘ ‘ 7,8-DiMelQx HEe N N\cu
quinoxalina IN/ 3
HC
NHJ
2-amino-3.4,8-trimetil-imidazo[4,5-/]- _ N=(
_ _ 4,8-DiMelQx e N N
quinoxalina \E P o
N s
NH,
2-amino-4-hidroximetil-3.8-dimetil- 4-CH,OH-8- e N =<N\
imidazo[4.5-f]-quinoxalina MelQx \[N\ CH,
Z CH.OH
2-amino-3,4,7,8-tetrametil-imidazo[4,5-]- . " JH.
. ) TriMelQx H,C = S
quinoxalina :[/ '
HC N CH,
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Tabla 2: (Continuacién)

Amina Abreviatura Estructura

H,

2-amino-1-metil-imidazo[4,5-g]- kO < 4
. . 2Qx
quinoxalina f;@: :?_NHZ
N

mﬂ
2-amino-1,7-dimetil-imidazo[4.5-g]- He N /
, ‘ 7-MelgQx S ”>_
quinoxalina P /N,
N N
CH,

2-amino-1,6,7-dimetil-imidazo[4.5-¢]- ) H,C N/
' _ 6,7-DiMelgQx | = >_NH
quinoxalina P &

CH

3 H,
2-amino-1,7,9-trimetil-imidazo[4.5-g]- ) HL
) ) 7.9-DiMelgQx | = >‘NH
quinoxalina _ Y 2

Tabla 3: Estructura y nomenclatura de las AAHs piroliticas.

Amina Abreviatura Estructura
Fenilpiridina
2-amino-5-fenilpyridina Phe-P-1 N Ny
N
Piroindoles
a-carbolinas
; P sis 2o rey - ) \ 7 H,
2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol AaC -
M
— HJ
2-amino-3-metil-9H-pirido[2.3-h]indol MeAaC \ N/ NH,
N
H
B-carbolinas
; & 2 N N
1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol H w
H CH,
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Tabla 4: (Continuacién)

Amina Abreviatura Estructura
N NH,
2-amino-6-metildipirido-[1,2-c:3'.2"- I N h
. Glu-P-1 Y,
dlimidazol
HC
Tetraazafluoranteno

4-amino-6-metil-1H-2,5,10,10b-

Orn-P-1
tetraazafluoranteno
Benzimidazol
4-amino-1,6-dimetil-2-metilamino-1H,6H-
. o ) Cre-P-1
pirrolo-[3,4-f]lbenzimidazol-5,7-diona
9H-pirido[3.4-b]indol NH
H
y-carbolinas
HC
=N
3-amino- I-metil-5H-pindo[4,3-h]indol Trp-P-2 \ —NH,
N
H
HC
3-amino- 1 4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]-indol Trp-P-1 Y NH.
y 2
H  CH,
Piridoimidazoles
& — carbolinas
R\ N "
2-aminodipirido-[1,2-c:3",2"-d]imidazol Glu-P-2 / \
N

24



Reestructuracion de Amadon

|
| \
. Proteina NHI
Grupo amino i
smari T +] CH
primario NH NH T
’ ! o "o
+ © (F" € (cvom), o .
CHOH ompues
% ‘//o I . ron \ FHI dicarbonilicos
Grupo c CH,OH
i ' : Producto de Amadori H-f-oH
carbonilo 1|cuoa), Base de Schiff H—(]:'—OH
CH,OH l CH,OH
Glucosa -
b
& - NH
- - - 1 o == -
! - 1 Sea
+ &= v ~3  Otros productos:
</ ' —_ furanos, piridinas, etc.
o N
N
| HDCH:—U CH-O
Derivados con estructura ]
imidarilica Derivados con
estructura pirrolica
Figura 1: Esquema general de la reaccion de Maillard.
L Método de coccion

El método de coccidn tiene una influencia considerable en la formacion de las

AAHs, ya que la temperatura utilizada y el mecanismo de transmisioén de calor son
muy disimiles en los diferentes métodos; los tipos de cocinado que implican
temperaturas alrededor de 100°C (hervir, cocinar al vapor, etc) no generan agentes
mutagénicos o la cantidad es tan pequena que no es cuantificable [19]. Métodos
que involucran conveccion indirecta, como es el caso del horno convencional,
producen niveles bajos de aminas. La cocina con microondas se ha definido como
una forma “suave” de tratamiento de los alimentos y la cantidad de AAHs

formadas es casi nula probablemente debido a que el calor se genera en el interior
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del alimento y la superficie no alcanza temperaturas superiores a la de otras partes.
Sin embargo, se ha encontrado que provoca la formacion de AAHs de la familia de

las carbolinas [22].

/NHZ
CH.0, + RCHT_ Aminodcido NH, NN
T A COOH "=< =<
H N—CH, H N—CH,
Reaccién de Maillard l | |

v N N\ Q MelQ

ZI;\(“J N=<""= N(

Pirazina N—CH, ny N —on,
/CI-]O '
| N + r A
| N H

& “cn, 1Qx MelQx

\_Fin J -

* R 64
_— H.C N N—CH, HC =—CH,
3 | = | -
GEC\S’;:“! Creatinina I H =

H, H N on,
) 7,8-DiMeiQx 4,8-DiMcIQx
Calor H,0 N
H,C N—CH,

Figura 2: Esquema del mecanismo de formacion de las aminas de tipo quinolinas y
quinoxalinas a partir de la reaccion de Maillard.

Los métodos de coccion en los cuales la temperatura aplicada es elevada, como
freir, asar, grillar y hornear, se consideran los mayores productores de AAHs
debido al contacto directo del alimento con la fuente de calor. Ademas, cuando se
aplican estos métodos de coccion, hay una disminucién en el contenido de agua
desde el interior hacia la parte exterior del alimento, y se produce la formacién de
una superficie relativamente seca, donde se concentran los precursores de las
aminas; asar produce menores cantidades de aminas que freir y cocinar en un

horno de carbén. Cuando se emplean hornos de conveccion a altas temperaturas y
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altas velocidades de aire, se produce mayor cantidad de mutagenos[19,23-25]. La
temperatura del aire es el parametro que mas influye en la produccion de AAHs al
cocinar en horno. En todos los casos, para el mismo grado de coccion, se obtienen
niveles diferentes de aminas para cada tipo de carne, incluso con el mismo tipo de
carne y grado de coccion, el lugar (restaurantes, restaurantes de comida rapida y
casas particulares) o el método de coccion, pueden jugar un papel importante en el
contenido de aminas. [25-27]. También se ha estudiado la frecuencia y namero de
veces que se da vuelta al alimento durante la coccion [28], encontrandose menores
cantidades de AAHs totales en muestras que eran dadas vuelta cada minuto,

comparada con las que sélo se las daba vuelta una vez.

El rebozado de los alimentos antes de freirlos es una practica de coccion que a
menudo se aplica a carnes y pescados. Se ha observado en muestras de algunos
alimentos rebozados, que la actividad mutagénica es menor que cuando no se
rebozan, probablemente debido a que el rebozado actia como una capa aislante,
disminuyendo la formacion de AAHs. El adobar o marinar los alimentos con
determinadas especias, como romero, mostaza, o jugo de limén, antes de
cocinarlos, reduce la formaciéon de AAHs. El efecto del adobado o marinado es
atribuible a la presencia de compuestos antioxidantes, los cuales inhiben los

procesos radicalarios [29-31]

IL. Aceites y antioxidantes

Se ha descrito que la adicion de aceites y antioxidantes puede favorecer o
inhibir la formaciéon de AAHs. Estos efectos opuestos dependen de distintos
factores, como método y condiciones de coccidn, factores tecnolégicos y variedad y
concentracion de antioxidantes. Los compuestos fendlicos, particularmente
aquellos procedentes del té y del aceite de oliva, parecen ser inhibidores de la

formacion de las AAHs, al menos en sistemas modelo. Los datos muestran que la
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proteccion frente a la formacion de AAHs depende no sélo de la calidad y
concentracion de los antioxidantes, sino también de sus niveles relativos y de la
influencia de otros constituyentes menores de los alimentos [10,29,32]. También
han sido evaluados los efectos del ajo y algunos compuestos organosulfurados en

la formacion y mutagenicidad global de AAHs [33,34]

1.3 Niveles de aminas heterociclicas en alimentos

Se han publicado una gran cantidad de trabajos respecto al analisis cuali-
cuantitativo de AAHs a fin de conocer el tipo y cantidades a la que los seres
humanos estan expuestos [14,35]. Aunque los niveles de concentracién son muy
variados, oscilan entre los 0,1 y los 40 ng/g, [9,14]. Se ha detectado la presencia de
AAHs en algunas bebidas alcohodlicas como el vino o la cerveza, aunque lo mas
frecuente es encontrarlas en alimentos proteicos que han sido sometidos a
tratamientos térmicos a elevadas temperaturas. Los primeros datos cuantitativos
de la presencia de AAHs en alimentos fueron publicados a principios de las
década de los 80. Desde entonces, se han realizado numerosos estudios
encaminados a la determinacion de las concentraciones de estos mutagenos. Todas
las AAHs conocidas, excepto TriMelQx, LYs-P-1, Orn-P-1 y Cre-P-1, han sido
detectadas a diferentes niveles en varios tipos de alimentos, dada la gran
variabilidad tanto de las técnicas culinarias como de las diferentes matrices [36-39].
En general, las aminas encontradas mas frecuentemente y en mayor cantidad
dependen del tipo de alimento. Asi, en la carne de ternera, las AAHs que se
encuentran en mayor concentracion son PhIP > AaC > MelQx > IQ, mientras que
en el caso del cerdo, se destaca la presencia de PhIP y MelQx, aunque también se
detect6 4,8-DiMelQx y el comutageno H (Harmano). En el pollo, PhIP se forma en
niveles considerables, seguido de cantidades importantes de DMIP, MelQx y AaC.

En pescados se encuentran sobretodo H > AaC > IQ > PhIP. La mayor abundancia
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de PhIP y DMIP en el pollo puede ser debida a la mayor cantidad de algunos
aminoacidos libres tales como fenilalanina, mientras que el menor contenido
identificado en otros tipos de carne puede ser debido al menor contenido de

azucares o de creatina/creatinina [40,41].

1.4 Métodos de determinacion de AAHs

Para evaluar el riesgo que supone la presencia de AAHs en los alimentos es
imprescindible disponer de metodologias analiticas capaces de identificar y
determinar estos compuestos en niveles de concentracién muy bajos, del orden de
las ppb. Ademas, la complejidad de las muestras requiere frecuentemente la
utilizacion de etapas de pre-concentracion y purificacion laboriosas que aumentan
el tiempo de analisis y disminuyen la reproducibilidad de los resultados. Por ello
es necesario establecer métodos de analisis que, ademas de ser selectivos y
sensibles, sean rapidos, robustos e independientes de la matriz de la muestra. Las
estrategias para conseguir una buena pre-concentraciéon y una adecuada limpieza
de la muestra han sido ampliamente estudiadas en los ultimos afios y el resultado
ha sido el establecimiento de complejas metodologias analiticas que incluyen

varias etapas, como se describe a continuacion [7,42].

1.4.1 Pre-tratamiento de la muestra

El origen de la muestra condiciona el grado de limpieza requerido, y por lo
tanto, la complejidad del tratamiento de muestra a aplicar. El pre-tratamiento de la

muestra para el analisis de AAHSs implica en general cuatro etapas, las cuales a su

vez pueden comprender varios procesos: 1) homogeneizacion para poder realizar
una toma de muestra representativa. Este primer paso en general no se realiza en

el caso de muestras liquidas (bebidas, orina, agua); 2)extraccion de los analitos
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presentes, lo que supone una ruptura de las interacciones de las AAHSs con los
macro componentes de la matriz seguido de una separacion fisica de ambos. Se
consigue obtener un extracto crudo que contiene los contaminantes de interés; 3)
purificacion: en la cual se intenta eliminar el mayor nimero de interferencias
posibles sin sacrificar la cantidad de analito; y finalmente 4) concentracion:
mediante la cual el extracto limpio obtenido se adapta a la técnica analitica
instrumental seleccionada (concentracion minima detectable y/o compatibilidad

del solvente en el cual se encuentra con la fase mévil).

En la etapa de homogeinizacion se adiciona un solvente a la muestra sélida y se
mezcla preferentemente mediante un mezclador mecanico. Se han empleado
diferentes disolventes, tanto organicos (acetona, acetato de etilo, metanol, mezclas
agua-alcohol, entre otros) como acuosos (agua, acido hidroclérico, o mas
frecuentemente, hidroxido sodico, etc.). Luego se debe eliminar el material
proteico, por ejemplo mediante precipitacion utilizando procedimientos
convencionales (empleo de acido trifluoracético, etc.) para separarlo por
centrifugacion, filtracion o adsorcion. En la etapa de extraccion, se emplean
disolventes organicos para aislar las AAHs del homogeneizado acuoso obtenido.
En la etapa de purificacion el extracto organico se somete a una etapa de limpieza
mas exhaustiva en la cual se intenta eliminar el mayor numero posible de
interferencias. Estos procedimientos consisten en una o mas etapas de particion
acido-base o bien el empleo de sorbentes suficientemente especificos capaces de
retener a las AAHs, como por ejemplo adsorbentes poliméricos, resinas de
intercambio ionico, fases de octadecilsilano (ODS o C18), inmunoadsorbentes y
mas recientemente polimeros de huella molecular (imprinted polymers).
Finalmente, la ultima etapa es la de concentracion, mediante la cual se debe
eliminar la mayor parte del solvente empleado a fin de conseguir un nivel de
concentraciéon adecuado (o cambiar la naturaleza de dicho solvente) para poder ser

determinados mediante la técnica instrumental disponible o elegida [12,37,43].
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1.4.2. Extraccion de AAHs mediante técnicas tradicionales

La extraccion liquido-liquido (ELL) es la técnica mas empleada para la
extraccion de analitos en muestras acuosas. El fundamento de esta técnica se basa
en la distribucion o reparto de la muestra entre dos fases inmiscibles en las cuales
el analito y la matriz tienen solubilidades diferentes. Cuando se utiliza la ELL,
como método para extraer las AAHs desde la matriz de la muestra, se debe tener
en cuenta el disolvente utilizado para homogeneizar las muestras. Cuando se
emplearon solventes organicos insolubles en agua en la homogeinizacion
(diclorometano, acetato de etilo o dietil éter), los analitos han sido extraidos con
solucion acuosa de HCl ya que la forma protonada de la amina sera soluble en el
medio acuoso. En cambio, cuando se utilizaron solventes acuosos (insolubles en
agua), los analitos se extrajeron directamente con el solvente organico [1,12,44,45],
aunque la extraccion en medio basico produce mejores resultados ya que favorece
el pasaje al solvente extractante debido a que las AAHs estaran neutras [27,44-47].
Frecuentemente, es necesario realizar mas de un paso de extraccién con solvente

organico para mejorar la separacion [48,49].

Hasta la fecha, el método mas popular para la extraccion de AAHSs polares es el
propuesto por Gross y Griiter [12] en 1990. Este método se inicia con una
dispersion en medio alcalino de la muestra. A continuacion, se lleva a cabo una
ELL con diclorometano, utilizando tierra de diatomeas que actia como un soporte
solido para la ELL. Luego, el extracto organico obtenido se somete a dos o tres
etapas de extraccion en fase sélida (SPE). En la primer etapa se emplea un cartucho
de PRS (acido propilsulfénico), que es un intercambiador catiénico en el cual las
aminas protonadas quedan retenidas selectivamente. Luego, se lleva a cabo un
lavado del intercambiador iénico haciendo pasar una mezcla de acido
clorhidrico/metanol/agua y, finalmente, el analito retenido se eluye mediante el

paso de acetato amoénico a pH 8, directamente a un cartucho de C18, menos
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selectivo, acoplado en linea. Finalmente, las AAHs se eluyen con
metanol:amoniaco, el solvente se evapora a sequedad y se reconstituye con un
pequeiio volumen de metanol. Una de las principales ventajas de esta técnica es
que permite la elucion de todos los compuestos en la misma fracciéon. Sin
embargo, aunque el método funciona bien para muchos extractos de carne, no es
adecuado para analisis de muestras mas complejas. Numerosos autores han
dirigido sus esfuerzos con el objetivo de aumentar tanto la selectividad como la
recuperacion de los analitos. Para ello, se han llevado a cabo modificaciones en las
disoluciones de lavado y de elucién, asi como la introduccion de etapas adicionales
de purificacion con diferentes adsorbentes. En 1992 Gross y Griiter , realizaron una
modificacion al procedimiento anterior [12,50]. La diferencia esencial radica en la
recoleccion de los disolventes de lavado del cartucho de intercambio catiénico, los

cuales contienen los analitos menos polares.

Entre los distintos procedimientos descritos en la bibliografia para la
determinacién de AAHs en extractos de carne mediante ELL y SPE en tandem, se
pueden destacar cuatro, todos ellos con modificaciones al procedimiento de Gross.
En la Figura 3 se muestran los cuatro procedimientos [7,37,51,52]. Los métodos A,
B y D dan lugar a recuperaciones similares (en torno al 60-90%) [47]. Sin embargo,
el método modificado A requiere menor cantidad de material y proporciona
valores ligeramente mas altos en las recuperaciones. Por otro lado, el método C da
lugar a mayores eficiencias en los pasos de limpieza para algunas AAHs polares,
aunque se obtienen recuperaciones mas bajas y altas desviaciones estandar.
Ademas, no se recuperan algunas de las AAHs no polares y coeluyen algunas
sustancias interferentes. Por otra parte, el método B parece ser el mas consistente
para muestras que contienen fanto AAHs polares cono no polares y el método D es el
mas rapido y adecuado para procedimientos de screening de materiales

desconocidos [47,53,54]
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1.4.3 Extraccion de AAHs mediante técnicas de microextraccion

Las técnicas de extraccion tradicionales (ELL, SPE) estan caracterizadas por
algunas desventajas intrinsecas como es el uso de disolventes toxicos en cantidades
importantes y la reproducibilidad del empaquetamiento de los cartuchos. Estos
inconvenientes pueden superarse mediante la microextraccion en fase solida
("solid phase micro extraction", SPME). Esta técnica permite una extraccion y pre-
concentracion simultanea de los analitos desde matrices gaseosas, acuosas y
solidas. El principio de la SPME es el equilibrio de los analitos entre la matriz de la
muestra y la fase polimérica que normalmente recubre una fibra de silice fundida
ligada con grupos de diferente polaridad. Al ser el volumen de la fase solida
despreciable respecto del volumen de muestra analizado, la cantidad de analito
adsorbido por la fibra es directamente proporcional a la concentracién inicial en la
matriz [55]. Para aplicarlo a compuestos no volatiles o térmicamente inestables, la
SPME debe realizarse en combinaciéon con HPLC [56], o electroforesis capilar.
Ademas de la simplificacion del paso de limpieza, este método elimina las
diferentes etapas de extraccion en fase solida requeridas en el analisis de AAHs,
reduciendo el tiempo y las cantidades de disolventes organicos necesarios [57]. Sin
embargo, el tiempo necesario para que el analito alcance el equilibrio de adsorcion
a la fibra, y posterior desorcion para su analisis puede ser bastante considerable.
Kataoka y colaboradores desarrollaron un método para la determinaciéon de AAHs
en alimentos mediante esta técnica. La muestra se trata con HCl y se centrifuga.
Posteriormente, el sobrenadante se neutraliza con NaOH y las AAHs son extraidas
empleando fibras de “Blue rayon” (“rayon” o celulosa cuyos grupos -OH fueron
sustituidos con ftalocianina de cobre sulfonada), altamente selectivas para
compuestos aromaticos policiclicos. El extracto se pasa a través de una jeringa con
un microfiltro y se utiliza como un dispositivo SPME una columna capilar [45] que

se coloca entre el loop y la aguja de inyeccion del muestreador automatico. El
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método es simple, rapido, automatico, y presenta sensibilidades entre 3 y 20 veces

superior en comparacion con el método de inyeccion directa.

Método A

2-3 g de muestra + 12 ml NaOH 1M

Método B

2-3 g de muestra + 12 ml NaOH 1M

Extrelut-20
(tierra de diatomeas) Extrelut-20
75 mL CH,Cl, 75mL CH,Cl,
Cartucho PRS Lg
1°EL : .
E Lavado: HCl, MeOH/ HC, HOL Ma OH‘;“;;EI Ho iﬂE{l)u;:In;
\l( HO Neutralizacion: NH3 ¢ 4
Cartucho Cyg Cartucho Cyg Cartucho Cyg
Lavado: H,O Lavado: H,0 I_a\-'ahc‘lo: H,0
1 Elucion: MeOH/ NH; Elucién: MeOH/ NH, i T Elucién: MeOH/ NH;
Extracto A Extracto Bl: Extracto B2:
AHs no polares AHs polares
Meétodo C Método D

2-3 g de muestra + 12 ml NaOH 1M
] [ Extrelut-20 + 12 mL NaOH 1M
Equilibrio 15 min

—410

Cartucho PRS
Lavado: HCl, MeOH/ HC],
H,0

Cartucho Cyy
Lavado: H,O
Elucion: MeOH/ NH;

Cartucho SCX
Lavado: MeOH/ K,HPO,, H,0

<« g < {1 _ <41

Extractos
C1(AHs no polares) y C2 (AHs polares)

2-3 g de muestra + 12 ml NaOH 1M

Extrelut-20
75 mL CH,Cl,

Cartucho PRS
Acondicionamiento: HCI,
MeOH, H,0

Lavado: MeOH/ H,O, H,0O

Cartucho Cyg
Lavado: H,O
Elucion: MeOH/ NH,

<41 <4 <—f <

Extracto D

Figura 3: Métodos tradicionales de preparacién de muestra para la determinacion

de AAHs.
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1.4.4 Técnicas de separacion y analisis de las distintas AAHs

Todas las aminas aromaticas heterociclicas contienen de dos a cinco anillos
aromaticos conjugados, generalmente tres, algunos de los cuales tienen uno o mas
atomos de nitrégeno y un grupo amino primario unido a uno de los anillos (Tablas
1y 2). Debido a este tipo de estructuras de moderada polaridad e hidrofobicidad,
la determinacion de estos analitos puede llevarse a cabo utilizando cromatografia
liquida de fase inversa como técnica de separacion. Ademas, todas las AAHSs
tienen un espectro UV-vis caracteristico con elevados coeficientes de extincion
molar, pueden ser oxidadas electroquimicamente y algunas son fluorescentes, lo
que hace posible la deteccion de todas con diferentes sensibilidades seleccionando
el detector apropiado [58,59] Otra alternativa es acoplar un detector de masas (MS)
con ionizacién a presion atmosférica a la salida de la columna, ya que las AAHs se
protonan con facilidad proporcionando picos intensos adecuados para la
cuantificacion [60-62]. También se ha empleado electroforesis capilar (CE) y
cromatografia de gases (GC) con deteccion de captura de electrones, selectiva de
nitrégeno [37,58,63]. Sin embargo, en este tltimo caso, debido a que la mayoria de
estas aminas son relativamente polares y no volatiles, puede ser necesaria una
derivatizacion previa. En la bibliografia también se encuentran trabajos que
determinan AAHs mediante técnicas de inmunoensayo (ELISA), muy sensibles

pero a la vez complejas y con el peligro de reacciones cruzadas [64,63].

Analisis mediante cromatografia liquida (HPLC)

Como se dijo anteriormente, debido al tipo de estructuras que presentan las
AAHs, la cromatografia liquida con deteccion UV-vis, fluorescente vy
electroquimica se presenta como una de las técnicas que mas se utilizan en la
determinaciéon de estos compuestos. La cromatografia liquida con deteccion
fluorescente o electroquimica presenta una alta selectividad y sensibilidad pero no

permiten determinar la identidad de los picos cromatograficos. La deteccion UV-
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vis con diodos en serie (DAD) permite la identificacion on line si los picos estan
obviamente bien resueltos y los espectros son lo suficientemente diferentes.
Cuando es posible, la deteccion fluorescente (FLD) se utiliza como un
complemento a la deteccion de diodos en serie para eliminar las interferencias de
compuestos no fluorescentes o en caso que se requiera alta sensibilidad. Sin
embargo, la deteccion de masas (MS) obviamente es la mas util ya que permite la
deteccion de todos los compuestos y la elucidacion de todas las estructuras. Sin

embargo, estos detectores son mucho mas caros y requieren de personal entrenado.

La absorcion UV-vis es la técnica de deteccion mas empleada, ya que
permite detectar simultaneamente la mayoria de las AAHs a longitudes de onda
de aproximadamente 260 nm. En estos casos, los limites de detecciéon (LOD) para
disoluciones patrén se encuentran generalmente entre 0,05 y 1 ng inyectados. En el
caso de muestras reales, dependiendo de la complejidad de la matriz y de la
eficiencia del método de tratamiento de muestra, los valores oscilan en general
entre 0,1 y 1 ng/g para el caso de alimentos cocidos y entre 3 y 20 ng/g para
extractos de carne. Por otra parte, el detector FLD, por las razones comentadas
anteriormente, proporciona LODs mucho menores, del orden de 0,001 a 15 ng
inyectados para disoluciones estandar y de 0,015 a 0,81ng/g para muestras reales.
Desafortunadamente, con esta técnica se restringe el analisis a la determinacién de
carbolinas y/o PhIP, que son las tnicas AAHSs fluorescentes. Es por ello que
muchos autores utilizan el detector de fluorescencia conjuntamente con otro tipo

de deteccion, como UV-vis o electroquimica.
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CAPITULO 2: “METODOS DE PREPARACION DE MUESTRAS LIQUIDAS”

A pesar de los considerables avances tecnologicos en el campo analitico, la
mayoria de los instrumentos no pueden procesar matrices complejas directamente.
En la mayoria de los casos se requiere una etapa previa de preparacion de muestra,
mediante la cual se debe obtener un extracto limpio, compatible con el sistema de
analisis y, si es necesario, mas concentrado. Asi, generalmente las metodologias se
componen de tres partes claramente diferenciadas: preparacion de muestra,

purificaciéon de extractos y determinacion.

2.1.Métodos para la preparacion de muestras acuosas

2.1.1 Extraccién liquido-liquido (ELL)

La ELL es una de las técnicas mas antiguas y mas utilizadas para la
preparacion de muestras [66] debido a la simplicidad del equipamiento necesario y
a su rapidez. Estos factores han posibilitado su amplia utilizacion en métodos
oficiales tales como los métodos de la Environmental Protection Agency (EPA). La
técnica permite la separacion de un analito, total o parcialmente, de las posibles
interferencias presentes en la matriz y/o la pre-concentracion previa a la medida,
aumentando asi la sensibilidad del método.

El fundamento de la extraccion liquido-liquido se basa en la diferente distribucion
o reparto de los constituyentes de la muestra entre dos fases inmiscibles, a una

temperatura dada, de acuerdo a la ley de Nernst (ecuacion 1).

[C] Org
[C]aq

(Kpla = 1)
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donde Kbp es el coeficiente de particion o distribucion del analito, Corg ¥ Caq es la
concentracion del analito en la fase organica y acuosa, respectivamente. En la
mayoria de los casos, la fase que contiene la muestra es acuosa y la otra un
disolvente organico inmiscible. La muestra liquida se pone en contacto intimo con
el solvente de extraccion y, después de un periodo de agitacion adecuado, se deja
reposar produciéndose la separacion de ambas fases. La fase organica
“extractante” puede ser un volumen pequeno, o se puede evaporar para pre-

concentrar el analito previo a su analisis.

El valor de Kp depende de la naturaleza quimica de ambas fases y de la
temperatura. Por ejemplo, si un analito presenta baja solubilidad en agua y/o alta
solubilidad en el solvente organico, tendra un alto coeficiente de distribucién y asi
la extraccion se ve favorecida. Por tanto, para aumentar el Kp se deben elegir
solventes de polaridad similar al analito. Un indice de polaridad que nos
permitiria la eleccién del solvente apropiado es el coeficiente de particiéon octanol-

agua, Po/w, ya que esta tabulado para numerosos compuestos organicos [67].

Para analitos ionizables el pH también afecta a Kp, por ello es que se emplea
preferentemente la relacion de distribucion, D, para determinar la cantidad de
analito total en cada fase (ionizado y neutro). Para la extraccion de cationes
(metalicos u organicos) la adecuada eleccion del agente complejante aumenta la
relacion de distribucion, D. También el agregado de sales a la fase acuosa (efecto
salino desplazante o “salting-out”), disminuye la solubilidad de cualquier analito

aumentando, por consiguiente, la concentracién del mismo en la fase organica.

Una expresion mas ttil para estimar el rendimiento de la extraccion de un analito
no ionizable, es la fraccion de analito extraida en la fase organica, E, la cual
depende no solo de la constante de distribucion, sino también de la “relacion de

fases”, @ (ecuacion 2).

38



TG (1+Kpd) @

Donde ¢ = V,/ Vaq, siendo Vo y Vaq los volumenes de fase organica y acuosa,

respec tivamente.

Regularmente los procesos de extraccion se llevan a cabo en ampollas de
decantacion y tipicamente requieren varios mililitros para cada fase. Para
extracciones de una sola etapa, la Kp debe ser grande ( >10) para una recuperacion
cuantitativa del analito, ya que la relacion de fases (¢) debe ser mantenida en un
rango practico de valores (0,1<@< 10). Con frecuencia, el valor de Kp no es lo
suficientemente grande, por lo cual para alcanzar una extraccion lo mas completa
posible (recuperaciones >99%) se necesitan varias extracciones con porciones
frescas de disolvente organico [66,68,69]. Para n extracciones (extracciones muiltiples),

la fraccion de analito extraida E, es calculada mediante la ecuacion 3.

E=1- (ﬁ)n 3)

Las desventajas de la ELL convencional o en ampolla son: la posible
formacion de emulsiones (aunque existen algunos procedimientos para evitarlas),
el manejo de volimenes grandes de muestra y disolventes y el empleo de
disolventes toxicos e inflamables, lo que hace que esta técnica pueda ser cara,
tediosa, toxica y no compatible con la preservacion del ambiente. Es por esto que
en los ultimos afios esta técnica esta siendo reemplazada, al menos en
determinaciones analiticas, por técnicas de extraccion miniaturizadas evitando de

este modo, todos o al menos la mayor parte de estos inconvenientes.

Un aspecto importante que se debe considerar en cualquier proceso de
transferencia de fases es la cinética del proceso. Algunos procesos de extraccion

presentan una cinética lenta, lo que provoca que los tiempos necesarios para
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alcanzar el equilibrio sean extremadamente largos. Una forma de acelerar este
proceso, es aumentar la superficie de contacto agua/solvente organico. Esto puede
realizarse tradicionalmente por agitacion rapida para generar micro gotas del
solvente extractante en la fase acuosa conteniendo el analito. La otra forma, mucho
mas moderna, es generar una dispersion del solvente organico como ocurre en la
microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD) o en la MELLID in- situ. Estas

técnicas seran descritas a continuacion.

2.2 Técnicas de microextraccion

La etapa de preparacion de muestra es la causa mas frecuente de pérdida de
analitos y de contaminaciones y generalmente origina un elevado consumo de
tiempo, muestra y reactivos, en algunos casos caros y/o toxicos. Por ello, la
tendencia actual es eliminar o minimizar todos o parte de estos problemas. Una
manera es la miniaturizacion, lo que se ha convertido en una tendencia dominante
en la Quimica Analitica durante los altimos afos debido a que se minimiza la
cantidad de muestra, el consumo de reactivos y de disolventes caros y/o téxicos,

resultando un sistema mas compatible con el ambiente [70].

2.3 Microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD)

Como se ha comentado anteriormente algunos de los objetivos de la
Quimica Analitica moderna es la miniaturizacion, simplificaciéon y automatizacion
del procedimiento analitico completo, especialmente para acelerar la etapa de
tratamiento de muestra, la cual es normalmente el cuello de botella del analisis. La
introduccion de la microextraccion liquido-liquido dispersiva (MELLD) en 2006
por Assadi y col. [71] ha contribuido notablemente a la consecucién de este
objetivo, debido a su simplicidad, rapidez de operaciéon y bajo consumo de

disolventes y reactivos. Ademas este tipo de tratamiento de muestra permite
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obtener altos valores de factor de recuperacion (R%) y elevados FE (factor de
enriquecimiento, en ingles enrichment factor EF). Debido a ello, la MELLD ha
suscitado gran interés en los quimicos analiticos. Desde su introduccion para la pre
concentracion de analitos organicos desde muestras acuosas, un gran numero de
trabajos reportan una eficiente y rapida extraccion de analitos organicos o

inorganicos [72-78]

2.3.1 Fundamentos de la MELLD

Se basa en un sistema de disolventes ternario, donde se utiliza una mezcla
de un solvente inmiscible en agua que actiia como extractante, y un solvente polar,
miscible en agua, que ejerce la funcién de dispersante. Los disolventes de extraccion
mas comunes son disolventes organicos clorados como el clorobenceno,
tetracloruro de carbono o cloroformo y los disolventes dispersantes pueden ser
acetona, metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano. La mezcla
extractante/ dispersante se inyecta rapidamente en la muestra acuosa que contiene
los analitos, el solvente dispersante abandona al solvente extractante debido a su
miscibilidad en la muestra acuosa y esto da la formacion de gotas muy finas que se
dispersan a través de la muestra lo que produce una gran turbidez. En este instante
inicial, el area superficial entre el disolvente de extraccién y la muestra es muy
elevada, por lo que el analito se transfiere rapidamente al solvente extractante, el
cual se separa de la muestra acuosa (decanta o flota segun la densidad). Para
acelerar la separacion de las fases se centrifuga. Debido a que se requieren
normalmente altos factores de enriquecimiento, se utilizan pequefios volimenes
del extractante lo que puede dificultar su coleccion luego de la extraccion, por lo
que se requiere disefiar tubos de fondo conico para extractantes mas densos que el
agua, o de cuello muy angosto para los menos densos que el agua [75,76,79]. En la
Figura 4 se muestra un esquema de las diferentes etapas de la técnica MELLID.

Finalmente, la gota de fase extractante es analizada mediante alguna técnica
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separativa (cromatografica o electroforética). Dependiendo de la técnica separativa,
puede ser necesario fluidificar el solvente extractante o evaporarlo y retomarlo en

algin solvente afin con la fase movil, como es el caso de HPLC de fase inversa.

Formacion de

dispersién - Centrifugacion

v - Gota removida con

5

analito
Muestra Inyeccion del solvente Fase organica Remocion de la fase
extractante disuelto en el sedimentada organica
dispersante

Figura 4: Representacion esquematica de la MELLD

2.3.2 Variables que afectan el proceso de extraccion:

Las variables que afectan al proceso de extraccion se determinan de acuerdo a
las caracteristicas del experimento y al criterio quimico. Por ejemplo, el pH es una
variable obligatoria a optimizar para la extraccion de compuestos ionizables pero
no es una variable a considerar para la recuperacion de compuestos neutros. Las
variables se suelen optimizar de manera independiente mediante un
procedimiento en etapas (“step by step” optimization) en el que se obtiene el valor
optimo (maximo o minimo) de dicha variable de a una por vez, determinando las
recuperaciones a diferentes valores de la misma, y al optimizarse las subsiguientes
variables se trabaja con el valor 6ptimo de la variable anterior. Las variables
también pueden ser interdependientes y pueden afectar la eficiencia de extraccion

de manera imprevista, lo cual s6lo se detecta mediante algin procedimiento
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factorial o disefio de experimentos, como por ejemplo, mediante un “disefio central

compuesto” como veremos mas adelante.

En el caso de la microextraccion dispersiva liquido/liquido, las variables que

se deben optimizar son:

a.

b.

Tipo y volumen de solvente extractante: el tipo de solvente extractante es elegido

en base a su solubilidad en agua, poder de solubilizacién por los compuestos
de interés y buen comportamiento cromatografico. Aunque la cantidad de
analito extraida aumenta con el wolumen, el aumento de esta variable
disminuye el factor de enriquecimiento (“enrichment factor”, EF =
concentracion de analito en la fase extractante/concentracion inicial) ya que
disminuye la concentracion del analito en la fase extractante y, por lo tanto, la
detectabilidad. Sin embargo, la reduccion del volumen de extractante a fin de
aumentar la sefal cromatografica alcanza un limite si se desea obtener una
gota (sedimentada o flotante) facilmente manipulable [80]. Para facilitar la
recuperacion completa y en forma practica de la gota, en el caso de liquidos
con puntos de fusién cercanos a la temperatura ambiente, se emplea el modo

“microextraccion dispersiva mediante solidificacion de la gota flotante

(DLLME-SFO)” [81,82]

Tipo y volumen de solvente dispersante: la miscibilidad del solvente dispersante

con el solvente de extraccion y con la fase acuosa, es esencial en la seleccion del
mismo. El volumen de disolvente dispersante afecta al volumen de la fase
extractante y al grado de dispersion del solvente de extraccion en la fase acuosa
(v por lo tanto, a la eficiencia de extraccion). Para conseguir un volumen
constante de la fase extractante, es necesario realizar simultaneamente cambios

en los volimenes de dispersante y extractante [71,83].
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C.

d.

e.

f

Tiempo de extraccion: se define como el intervalo entre la inyeccion de la mezcla

dispersante/extractante en la muestra acuosa, y el comienzo de la
centrifugacion. Generalmente, el tiempo no influye significativamente en la
eficiencia de la extracciéon debido a que el area superficial inicial entre el
disolvente de extraccion y la fase acuosa es infinitamente grande, por lo que la
transferencia de los analitos de la fase acuosa a la fase extractante es muy
rapida [71,83-85]. No obstante, en ciertas aplicaciones se observé una

influencia del tiempo en la eficiencia de la misma [72,86]

Tienpo de centrifuigacion: generalmente no afecta a la eficiencia de la extraccion.
Sin embargo es una etapa esencial para obtener dos fases diferenciadas, y por
lo tanto puede afectar al volumen de la fase sedimentada [344,339] y al factor

de enriquecimiento, EF.

Fuerza ionica: generalmente, la adicion de sal favorece el pasaje de los analitos a
la fase organica (“salting-out”) como se dijo anteriormente. Sin embargo, en el
caso de emplear liquidos iénicos (ILs), el aumento de la fuerza ionica puede
disminuir la cantidad de analito extraida debido a que las interacciones

couloémbicas liquido i6nico-sal agregada produce un aumento de la solubilidad

del IL en la fase acuosa [87,88].

pH: como se dijo anteriormente, afecta la extraccion de analitos ionizables,
aunque en el caso de la extraccion con liquidos iénicos, la recuperacion puede
cambiar con el pH de la fase acuosa, aun para analitos neutros, probablemente
debido a las interacciones coulémbicas de las especies idnicas del tampon

empleado con los iones del RTIL, al igual que lo que ocurre con la fuerza iénica

[89].
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CAPITULO 3: “METODOS MODERNOS DE PREPARACIONDE MUESTRAS
SOLIDAS".

3.1 Extraccion con solvente asistida con microondas (“Microwave Assisted

Solvent Extraction”, MASE)

Esta técnica ha despertado un gran interés en el campo de la Quimica
Analitica, ya que constituye una herramienta poderosa, que permite la extraccion
rapida y eficiente de analitos, desde matrices solidas de elevada complejidad. Los
tiempos de extraccion tipicos se encuentran entre 5-30 min, por lo que se trata de
una técnica relativamente rapida, con un consumo moderado de disolventes. Por
otro lado, la técnica MASE ofrece mejoras respecto a las técnicas de extraccion
convencionales, ya que ofrece la posibilidad de realizar la extracciéon simultanea de
un elevado nimero de muestras, y ademas permite la reduccion del tiempo de
extraccion y del consumo de disolvente, superando asi las principales limitaciones
de extracciones tradicionales, como la extraccion Soxhlet [90]. Un inconveniente
que puede presentar la técnica MASE, es que, tras la etapa de extraccion, se
requiera una etapa de centrifugacion y una o varias etapas de purificacion de los

extractos resultantes.

3.1.1 Principios de la técnica

Las microondas son ondas electromagnéticas cuyo intervalo de frecuencias
se encuentra entre 300 y 3x10® MHz. En este intervalo de frecuencias, la radiacion
interacciona con la materia provocando el desplazamiento de iones y transitos
rotacionales, pero no causa cambios en la estructura molecular [91,92]. La
transformacion de energia electromagnética en energia calorifica tiene lugar

mediante dos mecanismos, la condiiccion ionica y la rotacion dipolar. La conduccion
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iénica se produce por la migracion electroforética de iones, cuando se aplica un
campo electromagnético. La resistencia de la disolucion a este flujo de corriente
origina pérdidas de energia, debidas a la friccion, que origina el calentamiento de
la disolucién. La rotacion dipolar esta relacionada con el movimiento que sufren
las moléculas con momentos dipolares (permanentes o instantaneos), cuando se
someten a un campo eléctrico, puesto que tienden a alinearse con el mismo.
Cuando deja de aplicarse el campo eléctrico, se restaura el desorden molecular, y
se producen multiples colisiones debidas a la agitacion térmica, generando energia
que se libera en forma de calor. A 2450 MHz, frecuencia utilizada en los aparatos
comerciales, el proceso orden-desorden tiene lugar aproximadamente 5x10° veces

por segundo, dando lugar a un calentamiento muy rapido [91,92].

La energia absorbida depende del “factor de disipacion” (tan &), que se define como
el cociente de la pérdida dieléctrica de la muestra €’ y la constante dieléctrica € a
una dada frecuencia y temperatura. El factor € expresa la eficiencia de la
transformacion de la energia electromagnética en calor, y € expresa la capacidad de

una molécula para ser polarizada mediante un campo eléctrico [70,92].

£ = tans @
&

La energia absorbida por una muestra aumenta con el factor de disipacion. En la
Tabla 4, se listan algunos parametros fisicos, incluyendo las constantes dieléctricas

y los factores de disipacion de algunos de los disolventes mas comunes, utilizados

en MASE.
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Tabla 4: Constante dieléctrica y factores de disipacion para algunos de los
disolventes utilizados en MASE.

Disolvente e g’ tan o x 104
Acetato de Etilo 6.02 3.2 5312
Acetona 21.1 11.5 5555
Acetonitrilo 37.5 2.3 620
Agua 76.7 12.04 15700
Etanol 24.3 1.62 2500
Heptano 1.9 1.9x104 1
Metanol 23.9 15.29 6400
NaCl 0.1M 75.5 18.12 2400
Tetracloruro de 2.2 8.8x104 4
Carbono

3.1.2 Mecanismo de Extraccion

La extraccion MASE se basa en el uso de energia de microondas para conseguir
que los compuestos de interés, pasen de la muestra (generalmente sélida) a un
disolvente. De acuerdo a lo expuesto en la seccion anterior, el calentamiento por
accion de la radiacion de microondas depende de la polaridad del solvente (o
constante dieléctrica), mas precisamente del “factor de disipacion” (tan 6). En las
extracciones realizadas con disolventes (o mezclas) polares, el calentamiento, que
ocurre por rotacion de dipolos, es mucho mayor ya que los valores de tan 6 son
mucho mayores. Las altas temperaturas alcanzadas por el disolvente, aumentan la
solubilidad del analito y aceleran la cinética de la desorcion. Si la extraccion se
lleva a cabo con disolventes transparentes a la energia de microondas (valores de
tan 6 bajos) el calentamiento es muy bajo y en estos casos se suelen utilizar buzos
magnéticos en las celdas MASE que, a la vez que agitan la muestra, estan
disenados para poder contener en su interior un solvente polar que permita el
calentamiento. En el caso de matrices biologicas, alimenticias o ambientales, que
se caracterizan por un elevado contenido en agua libre dispersada en su estructura,

el calentamiento es importante. En algunos casos, el agua presente en los tejidos
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puede provocar un sobrecalentamiento en determinados puntos de la matriz y
extraer los analitos solubilizandolos hacia el solvente de extraccion, aunque si el

calentamiento localizado es muy grande puede carbonizar la muestra [90].

Instrumentacion

La muestra se coloca en celdas de un material inerte, preferentemente en
cantidades no mayores a 5 gr y debe estar completamente inmersa en el solvente
(10 a 30 ml). Los equipos modernos permiten un control de la temperatura,
(mediante sonda de fibra 6ptica o sensor infrarrojo), de la presiéon (en recipientes
cerrados) y la potencia de la radiaciéon empleada. De esta manera, se puede trabajar
con gradientes de temperatura (con lo cual la potencia se ajusta para fijar esos
valores) o de potencia (con lo cual la temperatura varia para ajustarse a los valores

fijados). Existen dos tipos de recipientes para llevar a cabo extracciones MASE

(Figura 6).
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Figura 5: Esquema de un horno MASE
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Recipientes cerrados: de un volumen maximo de 100 ml, permiten emplear
menos de 1gr de muestra por celda y 5-10 ml de reactivo de extraccion. Se

pueden emplear rampas de temperatura hasta un valor de temperatura

constante de 160-210 °C.

Recipientes abiertos: la temperatura maxima permitida esta limitada por el
punto de ebullicion del reactivo. Los equipos modernos permiten disolucion a

presiéon atmosférica con adicion automatica de reactivo y rampa de

temperatura.
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Tubo de s ; 4
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venteo per
Membrana )
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Recipiente estindar

presion v temperatura

Figura 6: celdas de extraccion MASE estandar y para control de temperatura y
presion.

3.1.3 Variables que afectan al proceso de extraccion MASE

La naturaleza y volumen de disolvente, la temperatura, el tiempo de extraccion y

la naturaleza de la matriz, son las principales variables a tener en cuenta a la hora
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de desarrollar un método de MASE [92,93]. La correcta eleccién del solvente y su
volumen, es fundamental para obtener un proceso de extraccion 6ptimo, debe

realizarse en base a tres premisas fundamentales:

1) Las propiedades de los disolventes frente a las microondas. En el apartado
3.1.1 se ha explicado la relacion proporcional entre la absorcion de microondas y la
constante dieléctrica del disolvente. Las moléculas polares y las disoluciones
iénicas absorberan fuertemente la energia de microondas, ya que presentan un
momento dipolar permanente. Sin embargo, disolventes no polares no se

calentaran cuando se expongan a microondas.

2) La interaccion del disolvente con la matriz. Es importante que el disolvente
presente la capacidad de penetrar en los poros de la matriz, a la hora de conseguir

extracciones cuantitativas.

3) La solubilidad de los analitos en el disolvente. El disolvente deberia
presentar alta selectividad por los analitos de interés, pero no para las sustancias
indeseadas de los componentes de la matriz. En cuanto al volumen de disolvente,
éste debe ser el suficiente para asegurar que toda la muestra esté inmersa en el
mismo. Generalmente varia entre 10 y 30 mL, pero depende en gran medida del

tipo y tamafio de muestra [70,92,94].

La temperatura es el parametro mas empleado como variable de ajuste, puesto que
es un factor que afecta de manera importante a la eficiencia de la extraccion. Si la
extraccion se lleva a cabo en vasos cerrados, pueden utilizarse temperaturas
superiores al punto de ebullicion del disolvente. De esta manera se favorece la
desorcion de los analitos de los sitios activos de la matriz. Ademas, los disolventes

incrementan su capacidad de solubilizacion, al mismo tiempo que disminuye la
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tension superficial y la viscosidad, favoreciendo la penetracion del disolvente en la

matriz solida.

La reproducibilidad es mejor si se hace una rampa de T y se mantiene por un
P ] p y P
periodo de tiempo. Esto asegura que la inyeccion de radiacion es la misma durante

todo el programa para todas las muestras.

El tiempo de extraccion generalmente favorece la extraccion durante los primeros
minutos. En el caso de compuestos termolabiles, tiempos de extraccion

prolongados favorecen la degradacion.

La naturaleza de la matriz y el contenido en humedad de la misma, también
influyen en la extracciéon ya que como se comenté anteriormente el agua absorbe
microondas, por lo que es importante controlar el contenido de humedad para

obtener resultados reproducibles.

51



CAPITULO 4: “EMPLEO DE LIQUIDOS IONICOS A TEMPERATURA
AMBIENTE EN EL ANALISIS DE AAHs”

Los liquidos iénicos (ILs) son sales con bajo punto de fusién (generalmente < 100
°C). Aquellos que son liquidos a temperatura ambiente (“Room Temperature Ionic
Liquids”, RTILs) son los que presentan mayor interés en la mayoria de las
aplicaciones. Los ILs se postulan como una alternativa eco-compatible a los
disolventes organicos ordinarios, debido a sus propiedades tnicas, tales como la
baja o nula volatilidad, propiedades fisicoquimicas ajustables tales como
viscosidad, poder de solubilizacion y miscibilidad con agua, y su mayor
compatibilidad con el medio ambiente. Es por aquellas propiedades que se los
estan empleando en numerosos campos de la quimica analitica, como procesos de
separacion y purificacion, la preparacion de muestras, técnicas cromatograficas y
electroforéticas, ente otros[95]. Sin embargo, el caracter de “solventes verdes” se
puede referir tnicamente a su nula volatilidad, pero la biodegradabilidad puede
ser similar o peor ain que la de un solvente organico tradicional, y este
comportamiento empeora cuanto mas larga es la cadena alquilica del IL [96-99]. La
Figura 7 muestra el contundente crecimiento del nimero de articulos relacionados
con la utilizacién de los liquidos iénicos, tanto en el ambito cientifico como en el de

las aplicaciones industriales.

4.1 Generalidades de los Liquidos I6nicos

Los RTILs son sales formadas por un cation, de naturaleza organica, y un anién
organico o inorganico. El catién es el principal responsable del comportamiento
quimico y el anién el que aporta la mayor parte de las propiedades fisicas. En vista

que los ILs estan formados por iones muy asimétricos y de gran tamano, las
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fuerzas atractivas cation-aniéon son mas débiles que las fuerzas que intervienen en
las sales idnicas convencionales y es por esto que generalmente son liquidos a

temperatura ambiente (sales fundidas o “molten salts”) [100].

El aspecto de los RTILs es semejante al de un liquido clasico, generalmente
un poco mas viscoso, pero formados unicamente por iones, por lo que su
estructura es completamente diferente a la de otros disolventes formados por
moléculas neutras [101]. La principal caracteristica que diferencia a los RTILs de las
sales fundidas, es el amplio margen de temperaturas en el que los RTILs son
liquidos comparados con las sales [102]. Los cationes organicos pueden contener
en su estructura atomos de nitrégeno (por ej: alquilamonio, imidazol, pirrolidina,
piridina, etc) o foésforo (fosfonios) asimétricamente sustituidos con grupos
alquilicos, con aniones inorgéanicos tales como cloruro, bromuro, hexafluorfosfato
[PFe¢]-, tetrafluorborato [BF4]- u organicos tales como trifluorometano sulfonato o
“triflato” [CFsSO0s]-, bis(trifluorometil) sulfonilimida [(CF3507)2N]-, etc. Debido al
gran numero posible de combinaciones catién-anién, el nimero de RTILs puede
ser muy grande y es por esto, que las diferentes combinaciones permiten obtener
una amplia gama de liquidos con diferentes propiedades, cuyos valores son muy
amplios, a diferencia de los solventes organicos tradicionales, y es por esto que a
estos nuevos solventes se los conoce con el nombre de “solventes de diseno” o
liquidos sintetizados “a medida”. Algunas combinaciones estan disponibles
comercialmente y las que no lo estan, pueden obtenerse facilmente mediante una
reaccion de metatesis. Por lo tanto, se puede lograr una gran flexibilidad en la

seleccion del mejor IL para una aplicacion determinada.

En la Figura 8 se muestran algunas estructuras de cationes y aniones tipicos

empleados en la fabricacion de ILs.

53
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ARO

Figura 7: Evolucion del nimero de publicaciones sobre liquidos iénicos en los
ultimos afios.
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Figura 8: Cationes y aniones tipicos empleados en la elaboracién de liquidos
i6nicos.
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Es asi como, la eleccion del catién y del anion determina la capacidad de
solubilizaciéon (y extraccion) hacia un determinado analito, asi como también
determina su solubilidad y miscibilidad en agua y en disolventes organicos
tradicionales. Los ILs presentan también una alta estabilidad térmica hasta
temperaturas superiores a los 450°C en algunos casos, un alto calor especifico, un
amplio intervalo de potencial en el cual son estables (ventana electroquimica) y
una elevada conductividad i6nica lo que los hace potencialmente atractivos como
electrolitos en diferentes dispositivos electroquimicos, empleandose como
electrolitos en sintesis electroquimica, disolventes en electrodeposicion de metales,
baterias, super condensadores, pilas de combustible, células solares y dispositivos
basados en polimeros conductores como sensores electroquimicos, musculos

artificiales y dispositivos electrocrémicos [103,104].

Respecto de la nomenclatura de los liquidos i6nicos, se designa primero al
cation seguido del anién pero al momento de representar a la sal, se los puede
encontrar de diversas formas en la literatura. Por ejemplo el hexafluorfosfato de 1-
Octil-3-metilimidazolio puede aparecer como: (OMIM-PFs); [OMIm]*[PFe];
[omim][PFe]; [OMIM]*[PF¢]-; [CsC1im][PF¢], etc. La representacion que tomaremos
para este trabajo de tesis debido a su simplicidad y mayor claridad es [OMim][PF¢]

y los iones por separado tendran la carga respectiva.

4.2 Propiedades fisicoquimicas de los RTILs

Punto de fusion: Son liquidos a temperatura ambiente e incluso algunos de ellos
son liquidos a temperaturas inferiores a -80°C. El principal factor que influye en el
punto de fusién de los ILs es la distribucion de carga sobre los iones, la capacidad
de formar enlaces mediante puentes de hidrégeno, la simetria de los iones y las
interacciones de van der Waals. Comparando estos puntos de fusion tan bajos con

los de las sales inorganicas (por ejemplo, NaCl tiene un punto de fusién de 803°C),

55



algunos autores proponen que, en gran medida, la reduccién de la temperatura de
fusion se debe a la sustitucion de los pequefios cationes inorganicos por cationes
organicos voluminosos y asimétricos lo que dificulta la formacion del

empaquetamiento del cristal. [105]

Densidad: Es una de las propiedades de los ILs mas conocida y medida, ya que
practicamente todas las aplicaciones de los ILs requieren del conocimiento de esta
propiedad. La mayoria de los ILs conocidos son mas densos que el agua, pudiendo
tomar valores de hasta 1,6 g/cm3[105]. Estos valores dependen de la masa molar

del anién, que afecta significativamente a la densidad total del liquido iénico [106].

Viscosidad: En su mayoria son mas viscosos que el agua, con viscosidades 2 o 3
ordenes de magnitud superiores a las de los disolventes organicos convencionales.
El rango de viscosidades esta comprendido entre 35 y 500 cP [105,107]. La
viscosidad es un parametro importante en extracciones liquido/liquido y en
determinaciones mediante HPLC ya que RTILs altamente viscosos dificultan la

manipulacion de la gota o la inyeccion en la columna.

Polaridad y solubilidad: La polaridad de los liquidos iénicos ha sido evaluada
utilizando la escala solvatocrémica normalizada de Reichardt, ETN, en la cual al
agua se le asigna un valor de 1 y al tetrametilsilano, un solvente no polar, un valor
de cero [108]. La mayoria de los ILs presentan un valor de ETN comprendido entre
0,64-0,68 [109], lo que se asemeja a la polaridad del etanol (ETN = 0.65) [110,111].
Los ILs con aniones nitrato y/o tiocianato presentan una polaridad superior,

incluso cercana a la del agua [95].

Solubilidad en agua: la solubilidad de los liquidos i6énicos en agua depende de la
naturaleza del anién y del cation. Por ejemplo, los RTILs con base en el cation

imidazolio que contienen aniones cloruro, bromuro o trifluoroacetato son muy
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solubles en agua. Pero si contiene aniones hexafluorofosfato o bis-
(trifluorometilsulfonil) imida tienen una solubilidad limitada en agua, formando
facilmente dos fases liquidas [101]. Sin embargo, los RTILs con base en el cation
tetraalquilfosfonio que contienen los mencionados aniones cloruro o bromuro, son
insolubles en agua, es decir que el catiéon también condiciona la solubilidad ya que

el aumento de las cadenas alquilicas o anillos aumentan su hidrofobicidad.

Presion de vapor: Se caracterizan por poseer presiones de vapor practicamente
despreciables a temperatura ambiente, y en la mayoria de los casos estos valores
no se pueden medir. Esta caracteristica les confiere a los ILs la propiedad de no ser
inflamables, por lo que podrian ser candidatos a sustituir a los disolventes
organicos contaminantes [101,112]. Esta es la principal razéon por la que los ILs
fueron considerados rapidamente como solventes bio-compatibles o solventes
“verdes” (por “green chemistry”) cuando todavia no existian estudios completos
sobre su toxicidad. Sin embargo, estudios actuales muestran indicios sobre la
significativa eco-toxicidad que presentan muchos ILs [113]. De todos modos, el
hecho que no tengan practicamente presion de vapor, es una ventaja
importantisima a la hora de manipularlos o tener que trabajarlos a altas

temperaturas como en procesos de purificacién o sintesis.

Estabilidad térmica: Esta propiedad es una de las mas atractivas en cromatografia
gaseosa. Algunos estudios han demostrado que las temperaturas de
descomposicion de los ILs son generalmente superiores a 400°C, presentando una
presion de vapor minima por debajo de estas temperaturas [106]. En la actualidad
ya se conocen algunos aspectos estructurales de los ILs que podrian estar
relacionados con su estabilidad térmica: en general, aquellos ILs con aniones
menos nucleofilicos presentan una mayor estabilidad térmica [114]. Asi mismo, la
naturaleza de la parte catidnica de los ILs ejerce una gran influencia en su

estabilidad térmica [115], por ejemplo los ILs de la familia del amonio siempre
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presentan una estabilidad térmica mas baja que, por ejemplo, los ILs de la familia

del imidazolio.

Tension superficial: En general, los valores de tension superficial liquido/aire
para los ILs son ligeramente superiores a los que presentan los disolventes

convencionales. Aunque no son tan altos como para el agua, estos valores estan

comprendidos entre 3.3x104 y 5.7 x104 N cm-1[106].

4.3 Aplicaciones de los RTILs en la Quimica Analitica

Los RTILs son capaces de extraer selectivamente un compuesto especifico de
una mezcla gaseosa o liquida [116-118]. Dai y colaboradores emplearon liquidos
iénicos a base de imidazolio con aniones como [PFs]- y [NTf2]- como solventes de
extraccion para iones metalicos usando éteres como extractantes [119]. Carda Brosh
y colaboradores, investigaron el comportamiento de particion de 38 compuestos
diferentes en [BMim]|[PF¢] /agua. Concluyeron que los compuestos con grupos
funcionales acidos se reparten mas en la fase acuosa; sin embargo, las aminas
mostraron una tendencia contraria. Compuestos neutros o bipolares mostraron
tendencias similares en ambos sistemas [111,120].Wei y col. utilizaron [BMIm][PF¢]
para la extraccion de nanoparticulas de oro y nanovarillas de oro de tamafio y
forma deseados sin el uso de un tiol como agente de proteccion terminal [121].
Recientemente, se exploraron también tres liquidos ILs: cloruro de 1-butil-3-
metilimidazolio, cloruro de 1-alil-3-metilimidazolio, y acetato de 1-etil-3-
metilimidazolio para disolver las cascaras de naranja para la extraccion de
limoneno. Este estudio dio origen a otros estudios orientados a la remocién por
ejemplo de pesticidas y herbicidas presentes en aceites escenciales, empleando en
el tratamiento del aceite ILs con cationes especificos de dialquilimidazolio,
trialquilimidazolio, dialquilpiridinio y aniones alquilsulfato, dicianamida vy

alquilsulfonato [122,123]. Estos ILs también se emplearon para disolver diferentes
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tipos de biomasa, tales como celulosa y quitina. Otro empleo particular incluye la
extraccion de biomoléculas incluyendo proteinas y ADN. Recientemente, se mostro
por primera vez la extraccion de ADN de doble cadena utilizando [BMIm][PFs] sin

que la misma sufriera modificaciones estructurales [124].

4.4 Aplicacién de los RTILs en la preparacion de muestras

Los métodos que se usan a menudo para realizar extracciones cuantitativas
de compuestos organicos presentes en matrices sélidas son en general tediosos y
lentos. Ademas suelen emplear solventes organicos de moderada a alta toxicidad e
inflamables generando la situacion paradéjica de que algunos métodos analiticos
son desarrollados para resolver problemas ambientales pero generando desechos
toxicos [125]. Por las propiedades y caracteristicas mencionadas hasta el momento,
los RTILs han ganado un interés creciente como nuevos solventes en procesos

separativos.

En la Tabla 5 se muestran algunas aplicaciones de los ILs como solventes
extractantes en microextracciéon liquido-liquido (LLME) y en microextraccion
dispersiva liquido-liquido (DLLME).[76,85] La LLME es una técnica rapida,
sencilla, econémica y que emplea pequefios volumenes de disolvente para la
preparacion de las muestras [126]. Esta técnica presenta eficiencias de extraccion y
reproducibilidades similares a las que se obtienen con la microextraccion en fase
solida (SPME). La LLME puede realizarse tanto con una gota de disolvente
generalmente pendiente de la aguja de una jeringa (Single Drop Micro-Extraction,
SDME) [127] como con una pequefa porcion de fibra hueca en cuyos poros se
inmoviliza el disolvente (Hollow Fiber Microextraction, HFME) [85,127],
llevandose a cabo generalmente mediante el modo de inmersién, aunque también
es posible la extraccion en espacio de cabeza. Una vez que los analitos estan

retenidos en la gota o en la fibra, se analizan mediante HPLC o GC [128-130]. En la
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Figura 9 se resume graficamente algunas aplicaciones de los ILs en estos procesos

de separacion y extraccion.

Las metodologias publicadas incluyen la determinaciéon de pesticidas
piretroides [74,123] aminas aromaticas e hidrocarburos [78,131], insecticidas
heterociclicos [76] y fenoles [132,133], en muestras acuosas. También se han
descrito algunas aplicaciones de microextracciéon dispersiva empleando liquidos
iénicos (IL-DLLME) para la extraccion de drogas antiinflamatorias no esteroides en
orina [134,135], pesticidas en frutas (tras una etapa previa de extraccion mediante
ultrasonidos) [72], asi como la extracciéon de algunos lantanoides en polvo de

diéxido de uranio [136].
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Figura 9: Algunas aplicaciones de los liquidos iénicos en procesos de
separaciony extraccion.

Tabla 5: Aplicaciones mas recientes de los RTILs en la preparacion de muestras.
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RTIL Analito Matriz Ref.
MELL
CsMIm-PFs Niquel agua, te negro [137]
diclorodifeniltricloroetano y
sus [138][139]
metabolitos agua [71]
clorobenceno agua [72]
fenoles agua [79]
anilinas cloradas agua y alimentos [80]
diclorometano, p-xileno y n- agua [81]
undecano muestras
plomo biologicas y
manganeso, cloro, ambientales
mercurio,plomo
CeMIm-PFg Clorobenceno agua [82]
alquilfenoles muestras acuosas [67]
4-nonilfenol y 4-terc-octilfenol  agua [67]
benzofenona-3 harina [83]
CsMIm-PFg PAHs Agua [66]
HMIm-BF4 Mercurio Agua [84]
MOIm-PFs isomeros de benceno, tolueno, Agua [85]
BMIm-PF¢ etilbenceno y xileno
MELLID
HMIm-PF¢ Cadmio Agua [86]
CaMIm-PF¢ PAHs
n=4,6,8 pesticidas organofosforados agua [87]
n=6 insecticidas agua [88]
n=6 pesticidas muestras [89]
n=4, 6 ambientales [90]
platanos

Recientemente se ha descrito un nuevo grupo de ILs, capaces de formar agregados
en disolucion acuosa [140-142]. Este comportamiento hace posible incluirlos en la
categoria de compuestos capaces de formar medios organizados, como los
surfactantes. La utilizacion de estos agregados en procedimientos de extraccién de
compuestos hidrofébicos, que se encuentran en matrices sélidas, presenta ventajas
ambientales frente a los solventes organicos convencionales y pueden considerarse

mejores extractantes que los surfactantes cationicos [143]. En la Tabla 6 se retinen
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algunas aplicaciones que incluyen extraccion asistida por microondas (MASE) que
emplean liquidos iénicos convencionales y capaces de agregarse como los

surfactantes.

Tabla 6: Aplicaciones de extraccion asistida por microondas (MASE) con ILs

RTIL Analito Matriz Ref.

[BMIm][X]
X= CI,, Br, BFy,
N(CN)2, H2SOs, Compuestos fendlicos plantas medicinales [144]

[EMIm][Br]

[HMIm][Br]

[BMIm]2[SO4]

[HDMIm][Br] PAHs sedimentos [145]
BMIm-X trans-resveratrol Plantas [146]

X= Cl, Br, BF4
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CAPITULO 5: DISENO DE EXPERIMENTOS

5.1 Introduccion al disenio de experimentos

Los experimentos que se realicen en cualquier campo de la investigacion y
el desarrollo, se deben planificar cuidadosamente para que proporcionen la
informacién buscada y que la misma sea de calidad. En dicha planificacién se

deben considerar dos aspectos importantes:

v' El costo en tiempo y en recursos humanos.

v' La seleccién de una metodologia matematica y estadistica que indique cémo
planificar, disefiar u organizar la secuencia de experimentos de una forma
optima, de modo de minimizar el costo y la influencia del error
experimental sobre la informacién buscada. Estas metodologias estadisticas

se denominan “diserio de experimentos”.

Disefio estadistico de experimentos o diseiio experimental (DE)

El disefio experimental, DE, se aplica a sistemas en los cuales se observan una o

mas variables experimentales dependientes (respuestas), cuyo valor depende de

los valores de una o mas yariables independientes controlables (factores). Las

respuestas pueden estar influenciadas ademas por otras variables que no son
controladas por el experimentador. Es decir que el DE es una técnica orientada a
problemas multivariantes. En términos generales se puede afirmar que el DE
propone, por un camino eficiente, obtener la optimizacion de un proceso o

producto con un minimo de experimentos. [147,148]
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En Quimica Analitica, el DE se aplica en contextos tales como:

v" Determinar la influencia de los factores sobre las respuestas observadas y
cOmo interaccionan entre ellos.
Optimizar respuestas.

v Determinar la robustez de un sistema.

v" Desarrollar modelos para los experimentos de calibraciéon univariada y

multivariada [149,150].

Un “factor” es una variable que puede ser manejada de un modo controlado para
estudiar su efecto y que tiene (o podria tener) influencia sobre la respuesta
estudiada. Se entiende por niveles de un factor, los diferentes valores que dicho
factor toma y el efecto de un factor se define como el cambio en la respuesta
producida por un cambio en el nivel del factor. Se habla de efecto principal cuando
nos referimos a los factores de interés primordial del experimento. Los factores se

pueden clasificar en:
i. cualitativos: cuando sus posibles valores no se pueden ordenar
numéricamente (por ej., en un ensayo de distintos solventes: agua, acetona y

alcohol etilico).

ii. cuantitativos: cuando los valores posibles se pueden ordenar

numéricamente (pH, temperatura, concentracion de reactivos, longitud de

onda, caudales de gases o reactivos, volumen de muestra, etc).
En el disefio experimental, cada factor representa una dimension espacial, de

manera que cuando se trabaja con varios factores, se tendra un espacio

multidimensional. Para muestrear este espacio multidimensional se pueden utilizar
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diferentes métodos, de acuerdo a las caracteristicas de los problemas a resolver y

las ventajas y desventajas intrinsecas de cada uno.

La aplicacion del DE requiere considerar las siguientes etapas [151]:

1-

Comprensién y planteamiento del problema. Al disehar y analizar un

experimento es necesario tener de antemano una idea clara de qué es
exactamente lo que se va a estudiar y cuales son los objetivos del
experimento. Para obtener una comprension profunda del sistema y del
problema es necesario recopilar toda la informacion disponible sobre el
sistema en estudio y que pueda ser relevante para la experimentacién que se
realizara.

Seleccion de la respuesta. La misma debe proveer la informaciéon buscada.

Segun el objetivo perseguido, puede ser necesario observar mas de una
respuesta y encontrar un compromiso entre ellas.

Eleccion de factores y niveles. Se deben identificar y listar todos los factores

que pueden tener influencia en el proceso y en la respuesta. Se debe tener
conciencia de la influencia potencial de cada factor y definir su dominio
experimental, es decir el intervalo de valores que puede tomar. También se
debe considerar la forma en que se controlaran dichos factores para
mantenerlos en los valores deseados y como se los medira. Para esto es
necesario conocer el proceso estudiado, mediante una combinacién de
experiencia practica y comprension tedrica.

Eleccion del diseno experimental. La experimentacion se realiza

frecuentemente en etapas secuenciales. La eleccion del diseno experimental
para cada etapa depende de una serie de factores a considerar, tales como
naturaleza del problema, informacion conocida y qué se desea obtener

segun el objetivo planteado, niumero de factores e interacciones que se
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deben estudiar, complejidad de utilizar cada diseno, validez estadistica y

efectividad de cada disefo, restricciones operativas, de costo y tiempo, etc.

Realizacion de la experimentacion. En esta etapa es necesario asegurar que
todo se haga de acuerdo a lo planeado a los fines de evitar errores en el
procedimiento que puedan anular la validez experimental.

Analisis de datos. Deben emplearse métodos estadisticos para analizar los
datos ya que permiten comprobar si los efectos calculados son significativos
comparandolos con el error experimental. Si se construye un modelo de
superficie de respuesta (MSR), se pueden calcular los coeficientes por el
método de cuadrados minimos y se puede evaluar el modelo realizando
réplicas de ciertos experimentos y aplicando ANOVA. Este modelo se
puede usar para buscar la zona 6ptima matematicamente.

Conclusiones y recomendaciones. Es importante notar que la realizacién de

las etapas anteriores es ciclica. La informacioén obtenida al realizar una serie
de experimentos se debe integrar para planificar la experimentacion
posterior. Quizas entonces se comprende mejor el problema y se pueden
redefinir o concretar mas los objetivos, se pueden descartar factores que no
eran importantes o modificar su dominio experimental. Con esto se planea

una nueva experimentacién y asl sucesivamente.

5.2 Optimizacion experimental

La optimizacién puede definirse como un recurso basado en instrucciones

que permiten mejorar los resultados de un procedimiento. Cientificamente estas
instrucciones se expresan a traveés de modelos matematicos que permiten
maximizar o minimizar alguna propiedad especifica del sistema en estudio. Como
se dijo antes, esta propiedad a ser optimizada se denomina funcion objetivo o
respuesta (y), la que depende de una variedad de factores experimentales (x), bajo el
control del operador. La relacion entre ambas variables se puede representar segun

la siguiente ecuacion:
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Wwy2, - Y)= f((X1,X2, ..., Xn) (5)

Generalmente, las respuestas son tratadas de manera separada, por lo que la

ecuacion 5 se reduce a:

=FO12, ) 6

El proceso de busqueda de los niveles 6ptimos de estos factores se conoce como

optimizacién y se lleva a cabo mediante las siguientes etapas [152]:

1-

Definicion de la funcion objetivo o respuesta. A veces el criterio de
optimizacion es simplemente una senal analitica o un tiempo de analisis.
Otras veces el rendimiento de un método analitico se optimiza respecto a
criterios de calidad analitica tales como: precision, exactitud, sensibilidad,
limite de deteccion o relacion sefial/ruido. Hay casos mas complicados de
respuestas multiples donde la funcién objetivo puede estar compuesta de
varios criterios.

Determinacion de los factores mas importantes, es decir de los factores que
presentan influencias significativas sobre la respuesta a optimizar. Para esto
se utiliza un disefio experimental simple o disefio de cribaje (screening).
Optimizacion propiamente dicha. Determinacién de la combinacion de los
niveles de los factores seleccionados que resulte en la mejor respuesta
(maximizacibn o minimizacion). Para esto se utilizan disefios

experimentales secuenciales o simultaneos.

Se comienza determinando qué factores influyen en la respuesta y en qué

extension. Luego se obtiene un modelo que describe cuantitativamente esos

efectos. Se desean optimizar el valor de los factores que permitan obtener la mejor

respuesta (por ej. la maxima extraccion de un analito). Finalmente se utiliza el

disenio experimental para optimizar las respuestas. El valor 6ptimo puede ser el
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valor mas alto o el mas bajo de las respuestas pero pueden haber otras
posibilidades. Puede ocurrir también que no se desee un resultado 6ptimo sino
una region en donde el resultado sea “suficientemente bueno”. En el esquema

siguiente se resumen las diferentes etapas:

Seleccion de factores Seleccion del dominio s
y . Disefo de prueba
respuestas experimental
Descartar factores . )
i Seleccionar la estrategia
irrelevantes

Diserio secuencial Disefio simultaneo

Disefo factorial de dos
niveles

Seleccion de valores optimos

Hay interaccién?

No hay interaccién?

Mas de dos niveles, disefio
de mas variables

Mas de dos niveles,
investigacion de una variable
alavez

Seleccion de valores optimos

Seleccion de valores optimos

Figura 10: Principales etapas del disefio de experimentos.

5.3 Disenos de cribado (screening)

5.3.1 Diseno factorial completo a dos niveles

Por disefio factorial se entiende aquel en el que se investigan todas las
posibles combinaciones de los niveles de los factores en cada experiencia. Se
utilizan para estudiar el efecto, un conjunto de varios factores sobre una respuesta
y se basan en la variacion simultanea de un nimero limitado de niveles de los

factores. Los planeamientos factoriales del tipo 2%, donde k es el niimero de factores
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y 2 el nimero de niveles, son los mas comunes. El disefio requiere un experimento
para cada una de las posibles combinaciones de los 2 niveles y de los k factores

considerados.

Consideremos el disefio experimental mas sencillo posible: se mide la
respuesta a dos niveles de un factor (Figura 11a). Este disefio define un espacio
unidimensional limitado por los dos niveles a los cuales el experimento se realiza. El
diseno bidimensional de la Figura 11.b es un disefio factorial de dos niveles en dos
dimensiones. Por lo tanto son necesarios 4 experimentos (2% = 22). En este caso, la
matriz de experimentos para un disefio de este tipo se presenta en la Tabla 7. El
disefio espacial en dos dimensiones que se obtiene se presenta en la Figura 13b,

donde cada eje representa los niveles de un factor.

Tabla 7: Matriz de experimentos para un disefo factorial completo del tipo 2k,

X1 X2
1 + -
2 + +
3 - -
4 - +

Se deben definir los niveles y sus limites. Limites demasiado grandes
generalmente requieren experimentos en condiciones no ttiles y conducen a
insuficiente precision del modelo en el area investigada. Los limites que son muy

pequeiios pueden conducir a perder el valor 6ptimo buscado.
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Figura 11: Mapeo del espacio multivariado. (a) Espacio unidimensional limitado
por dos niveles del factor; (b) Espacio bidimensional limitado por los dos niveles
de los dos factores.

Para obtener la maxima informaciéon deben tenerse algunos cuidados, como son
la necesidad de hacer réplicas, es decir repeticiones de algunos ensayos para poder
estimar el error experimental. Las k+1 réplicas deben ser repeticiones auténticas y
todos los ensayos se deben realizar en forma aleatoria. El nimero de réplicas que
un experimentador puede realizar esta limitado frecuentemente por los recursos
disponibles. Cuando se hace una repeticion individual de un disefio 2%, se tiene lo
que se conoce como diserio factorial no replicado. Con sélo una réplica no hay
estimacion de error. Una aproximacion al analisis de un disefio factorial no
replicado consiste en suponer que ciertas interacciones de orden superior son
despreciables, y combinar sus cuadrados medios para estimar el error. Para
determinar si los efectos calculados son significativos se puede utilizar el ANOVA,
calculando las sumas de cuadrados a partir de los efectos estimados. Se comparan
luego los cuadrados medios con el cuadrado medio del error (residual). El analisis
de la significancia de los efectos también se puede hacer utilizando un programa

de disefio experimental.
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5.4 Disenos de optimizacion

5.4.1. Disenos factoriales secuenciales

La optimizacion secuencial esta basada en un disefio inicial de experimentos
con sus respectivas mediciones y resultados, a raiz de los cuales se disena otra serie
de experiencias hasta encontrar en forma ascendente o descendente el punto

optimo.

Meétodo Univariado

Este método de optimizacion, clasificado como un método secuencial, es
también conocido como método del factor tnico o de estrategia de un factor por
vez (en inglés, one variable at a time, OVAT). En este método, se fijan a un cierto nivel
todos los factores que estan siendo investigados, menos uno de ellos. Entonces este
ultimo es variado hasta que se encuentre la mejor respuesta. Después de esto este
factor se fija y un nuevo factor sufre variacion. Este proceso se repite hasta que
todos los factores hayan sido adecuados para dar la mejor respuesta. Dado que un
ciclo de variaciones no es suficiente para definir el 6ptimo con precision, se deben
efectuar tantos ciclos como sean necesarios hasta observar que no ocurre mejora en
el resultado de la optimizacion. Este tipo de procedimiento es probablemente el
método de optimizacion mas cominmente usado en quimica, sin embargo no
asegura que la region optima pueda ser localizada (se considera como una mala
practica de optimizacion). Este método presenta el inconveniente de que cuanto
mayor sea la interaccion entre las variables, mayor sera la probabilidad de
localizacion de un falso 6ptimo. Por otra parte, la localizacion del 6ptimo real

depende de los valores iniciales escogidos para las variables a ser optimizadas.
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5.4.2. Diseifios factoriales simultaneos

En la optimizacion simultanea, la relacion entre la respuesta y los factores se
estudia llevando a cabo un disefio experimental, construyendo un modelo
matematico e investigando la relacion mediante un método de superficie de
respuesta (RMS, del inglés Responce Surface Method). La metodologia de superficie
de respuesta es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas muy utilizada
para modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta de interés es
influenciada por varias variables, siendo el objetivo optimizar esa respuesta. La
relacion entre la respuesta y los efectos de los factores puede estar basada en
modelos fisicos, fisicoquimicos o en modelos empiricos tales como polinomios o
ecuaciones de segundo orden. Estos modelos matematicos pueden ser capaces de

describir una superficie de respuesta lineal o curvilinea.

Si se tienen dos factores x1 y x2, la respuesta y se relaciona con los factores de la

siguiente manera:

y=f(x,x3)+ ¢ (7)

donde € representa el ruido o error observado en la respuesta y. Si la respuesta
esperada se denota por f(_\fl, X2) =M, entonces la superficie de respuesta queda

representada por la siguiente ecuacion:

n=f(xq4,x5) (jError! Marcador no definido.)

Como puede observarse en la Figura 12, la superficie de respuesta se representa
como una superficie sélida en un espacio tridimensional y para visualizar mejor la

forma de una superficie de respuesta se grafican los contornos de dicha superficie.
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Figura 12: Superficie de respuesta tridimensional y su grafica de contorno.

Esta grafica de contorno se compone de lineas de respuesta constante, que
corresponden a una altura especifica de la superficie de respuesta. Generalmente la
forma de la relacion entre la respuesta y las variables independientes se desconoce,
por ello el primer paso en un método de superficie de respuesta es determinar una
aproximacion a la relacion real entre la respuesta y el conjunto de variables
independientes. Por lo general, se usa un polinomio de orden bajo sobre alguna
region de las variables independientes. Si la respuesta se describe por una funciéon
lineal de las variables independientes, la funciéon de aproximacion es el modelo de

primer orden y queda representada por:

n=Pot Pixst Parvot... + Prxkte 9)

Cuando existe curvatura en el sistema debe usarse un polinomio de mayor grado,
por ejemplo un modelo de segundo orden. Para el caso de dos factores, el disefio

conduce a la estimacion de los coeficientes P;a través de la siguiente ecuacion:

Y= bo+ bixi+ baxa+ biix?+baox?>+biaxixs (10)
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La precision de los coeficientes b; para estimar los [3; depende del disefio
experimental y cuando estos coeficientes se obtienen por regresion maltiple, se
pueden usar para predecir la respuesta ¥ como una funcién de los factores x y
construir superficies de respuesta y graficas de contorno. El dltimo término

representa la interaccion entre los factores.

Para determinar los niveles de los k factores que optimizan la respuesta, se debera
calcular el conjunto x1, X2, ..., Xk tal que sus derivadas parciales sean cero. Dicho
punto se denomina punto estacionario Vv podria representar un punto de respuesta
maxima, un punto de respuesta minima o un punto silla. Puede ocurrir que el
modelo polinomial sea una aproximacion razonable de la relacién funcional real en
regiones relativamente pequenas del dominio de las variables independientes

pero, probablemente, no en todo el dominio.

El método de cuadrados minimos sirve para estimar los parametros del
polinomio de aproximacion y el analisis de la superficie de respuesta se hace luego
en términos de superficie ajustada. El ajuste y el analisis de superficie de respuesta
se facilitan con la eleccion adecuada de un disefio experimental, siendo las

caracteristicas deseables para el mismo las siguientes [151]:

1) Proporcionar una distribucion razonable de puntos de datos (y por lo tanto
informacion) en toda la region de interés.

2) Permitir investigar la idoneidad del modelo, incluyendo la falta de ajuste.

3) Permitir la realizacion de experimentos en bloques.

4) Permitir la construccion secuencial de disefios de orden superior.

5) Proporcionar una estimacion de error interna.

6) No requerir un numero grande de ensayos.

7) No requerir demasiados niveles de las variables independientes.

8) Asegurar la simplicidad de los calculos de los parametros del modelo.
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En quimica analitica, la relacion entre la respuesta y los efectos de los factores se
puede plantear mediante modelos empiricos generales de segundo orden y los
disenios experimentales que se pueden usar para ajustar un modelo de segundo
orden deben tener por lo menos tres niveles de cada factor. La rotabilidad es una
propiedad muy importante de los disenios experimentales que se usa para ajustar
superficies de respuesta. Se dice que un disefio experimental es rotable o girable si la
varianza de la respuesta predicha y en algin punto x, es funcién sélo de la
distancia al punto desde el centro del disefio y no es una funcion de la direccion.
Los disenios experimentales que se podrian utilizar para ajustar un modelo de
segundo orden son el “diseiio central compuesto” (DCC) y la “red uniforme de
Doehlert”. Estos modelos permiten derivar ecuaciones del tipo de la ecuacion 10 y
obtener las superficies de respuesta. Generalmente se aplica como primer paso un
disenio de dos niveles para decidir qué factores son los mas importantes y luego se
aplica el modelo de segundo orden. A continuacion se examina en detalle el DCC,

en vista que fue el disefio empleado en esta tesis.

5.5 Diseno central compuesto (DCC)

El disefio central compuesto (DCC) es probablemente, el disefio experimental mas
utilizado para ajustar superficies de respuesta de segundo orden. Este disefio
consiste en un diseno factorial completo (o factorial fraccionado) 2%, aumentado
por 2k puntos axiales y 1, puntos centrales. Es decir que este disefio en general

consiste de tres partes:

v Un diseno factorial completo a dos niveles, que constituye la parte ctibica del
disenio y donde el nimero de puntos o experimentos esta dado por n.= 2* con
niveles -1 y +1. En Tablas 8 y 9 se muestra en los primeros cuatro
experimentos (renglones 1-4) el disefio para 2 y 3 factores, respectivamente.

Corresponde a los 8 puntos del cubo de Figura 13 (a la izquierda).
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Un disefio “estrella”, que permite agregar mas niveles y describir curvatura,
adicionando puntos que se describen como una estrella y que estan situados a
una distanciaa desde el centro del diseno. El numero de puntos o
experimentos esta dado por 1= 2k y o= (15)%%. Los niveles son -a y + a. Los
renglones 5 a 8 y 9-14 de las Tablas 8 y 9, son los “puntos estrella”. Estan
situados a una distancia a (en el ejemplo, 1,404 y 1,682, respectivamente) del
centro del disefio. Corresponde a los 6 puntos alejados del cubo de Figura 13
(ala izquierda).

Puntos centrales con todos los niveles iguales a cero, del que generalmente se
realizan varios replicados. El nimero de experimentos es 1,. Estas réplicas del
punto central permiten tener una idea inmediata del error experimental y si
se elige un valor adecuado de ng, se puede alcanzar la ortogonalidad.

Corresponde al punto del centro del cubo de Figura 13 (a la izquierda).

De acuerdo a lo previamente dicho, se puede ver que cada factor se encuentra en

cinco

niveles posibles: -a,-1, 0, +1, +a y que el nimero total de experimentos a

realizar es:

Nt =nc+ ns +n, (11)

En general hay, por lo tanto:

a)
b)
<)

nc = 2k puntos “vértice” del cubo con niveles -1y +1.
ns = 2k puntos “estrella” o axiales con niveles ay - a.

no- puntos centrales todos con niveles igual a 0.

Como se ve en la Figura 13 (derecha), el disefio central compuesto para dos

factores (k=2) implica la realizacion de [2k

'

puntos factoriales” + 2k puntos

“estrella” + al menos 1 punto central = al menos nueve experimentos, si el punto
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central es un tnico replicado; y para tres factores (izquierda) el nimero total de
experimentos es igual a quince. Este disefio permite optimizar la economia de los
experimentos, ya que se trabaja con un numero significativamente menor a los

utilizados en los disefios factoriales.

X3
] }{2
/)(2 b=
. 1,4 W+
: e (.+) t1.41)
- - - #y . . X
/ a cat.0) (e£.0)
z ,-1) (.-1)
S (0,-)

Figura 13: Disenos central compuesto para dos factores (a la derecha), donde los
puntos situados a una distancia a del centro conforman una estrella y para tres
factores (a la izquierda), donde los niveles estan indicados sé6lo para x1

TABLA 8: DCC de dos factores

Experimento  x1 X2

1 -1 -1

2 +1 -1

3 -1 +1

4 +1 +1

5 _J2 0

6 w2 0

7 0 2
8 0 2
9, etc.. 0 0
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TABLA 9: DCC de tres factores.

Experimento x1 X2 X3

1 -1 -1 -1

2 +1 -1 -1

3 -1 +1 -1

4 +1 +1 -1

5 -1 -1 +1

6 +1 -1 +1

7 -1 +1 +1

8 +1 +1 +1

9 -1,682 0 0

10 +1,682 0 0

11 0 -1,682 0

12 0 +1,682 0

13 0 0 -1,682
14 0 0 +1,682
15, etc.. 0 0 0

Es decir que cada factor se encuentra a 5 niveles: -a, -1, 0, +1, + a. Por ejemplo, si el
factor es el pH y el punto central es pH = 6, entonces los niveles seran: pH= 6-1,414
= 4,586; 6-1 = 5; 6-0 = 6; 6+1 = 7 y 6+1,414 =7,414. El nimero de experimentos es
mucho menor que en un disefio de 3 niveles (3° = 27 experimentos). Para 4 factores,
con el DCC se necesitan 16 nc + 8 nc + (al menos 1) no = (al menos) 25 experimentos,
comparado con 3* = 81 experimentos de un un disefio factorial completo de 3

niveles (-1, 0, +1) con 4 factores (3-DFC). En las Tablas 9 y 10, se muestran los

valores mas usuales para +a (=+ J2=1,414 y + {8 =1.68 para k=3) pero otros valores

son posibles.
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CAPITULO 6: “VALIDACION DE UN METODO ANALITICO”

6.1 Concepto de validacion

Cuando se desarrolla un nuevo método analitico, se debe demostrar que el
mismo proporciona resultados fiables y adecuados para la finalidad o propésito
perseguido (ISO/IEC 17025), ya que muchas de las decisiones que se toman estan
basadas en la informacion que estos resultados proporcionan. Validar un método
analitico consiste en verificar y documentar su validez, esto es, su adecuacién a
determinados requisitos, previamente establecidos, para poder resolver un

problema analitico en particular.

La wvalidacion puede definirse como un proceso basado en estudios
sistematicos de laboratorio, mediante el cual se pone de manifiesto que un método
analitico determinado posee unas caracteristicas de funcionamiento adecuadas a la

aplicacion que se le quiere dar [153].

Se pueden distinguir dos tipos diferentes de validacion: la validacion interna
o intra-laboratorio y la validacion externa o inter-laboratorios. La validacion interna es
la que se circunscribe al ambito de un tunico laboratorio. La validacion externa
implica la realizacién de los llamados ejercicios colaborativos [148]. Es la manera
mas apropiada de evaluar un método analitico y permite comprobar la idoneidad
de una nueva metodologia o de un método recientemente modificado. En este tipo
de ejercicios, participan laboratorios que han debido demostrar su competencia,
analizando una misma muestra concreta, siguiendo tan fielmente como sea posible
el procedimiento analitico propuesto.

Al validar un método analitico se deben tener en cuenta tres aspectos importantes

[148]:
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e Validacion del proceso analitico en su conjunto, incluyendo las etapas de
tratamiento de la muestra (disolucién, extraccién, pre-concentracion),

previas a la medida analitica.

e Validacion en todo el intervalo de concentraciones en que se va a aplicar.

e Validacion del método utilizando un juego representativo de las diferentes

matrices que se van a analizar.

Diversos organismos internacionales tales como la AOAC (Association of Oficial
Analytical Chemists), la USP (United States Pharmacopea) la FDA(Food and Drug
Administration) y la ICH (Tripartite International Conference on Harmonization)
tienen por objeto la elaboracion y difusion de métodos analiticos de referencia para
distintos campos de actividad y ofrecen criterios para la validacion de métodos. En
la practica, los protocolos de validacion se disefian teniendo en cuenta el origen, el

ambito de aplicacion y el tipo de método.

6.2 Parametros de calidad de un método analitico

Los parametros de calidad que con mayor frecuencia se utilizan para la
caracterizacion de los métodos analiticos y se evaluan en los procedimientos de

validacion son los siguientes:

Precision Limite de cuantificacion
Exactitud Selectividad

Linealidad Rango

Limite de deteccion Sensibilidad

Robustez
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Estos criterios se denominan “estadisticos” porque la verificacion de los mismos en
procedimientos de ensayo, constituye una aplicaciéon importante de la Estadistica
descriptiva y de la Inferencia estadistica y aparecen también en la bibliografia
como caracteristicas de funcionamiento (en inglés, performance characteristics) o
cifras de mérito (en inglés, figures of merit). Sin embargo, dos parametros
adicionales no estadisticos que caracterizan la performance de un método analitico
son el factor de enriquecimiento (enrichment factor, EF, o factor de pre concentracion) y el

factor de recuperacion o recuperacion porcentual (R%).

6.2.1 Precision

Es una medida del tamano del error aleatorio y desde el punto de vista
estadistico mide la dispersiéon de los resultados alrededor de la media, sin
considerar si esta tiltima es una representacion correcta del valor verdadero [148]
Segun la IUPAC[154] la precision se define como el grado de concordancia entre
los resultados de ensayos independientes obtenidos en condiciones bien definidas.
Dado que el namero de factores que pueden afectar a la precision de los resultados
es elevada, al evaluar la precision de un método analitico es conveniente distinguir
entre condiciones de minima variaciéon y condiciones de maxima variacion. De esta
manera, se pueden distinguir dos tipos extremos de precision: repetitividad y
reproducibilidad. La repetitividad es la precision obtenida cuando las medidas se
llevan a cabo en las mejores condiciones posibles (mismo laboratorio, mismo
analista, mismos reactivos, mismos equipos y en un intervalo corto de tiempo) y la
reproducibilidad es la precision obtenida cuando las medidas se llevan a cabo en las
condiciones mas adversas posibles (diferentes laboratorios, diferentes analistas,

diferentes reactivos, diferentes equipos).

Existen situaciones intermedias, en donde las mediciones se realizan dentro
del mismo laboratorio, pero variando alguno de los factores antes mencionados

(operador, equipo, reactivos, tiempo). En este caso la precision obtenida se
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denomina precision intermedia. Para evaluar la repetitividad de un método analitico
se pueden realizar de seis a ocho determinaciones replicadas, dentro de una misma
corrida y por el mismo analista. El resultado se puede expresar como la desviacion
estandar, o, estimada analiticamente por la desviacion estindar (SD) o desviacion
estandar relativa porcentual (%RSD), también denominado coeficiente de variacion

porcentual (%CV) de acuerdo a las ecuaciones 12 a 14.

_ (Yi—1)?
SD = Z_N—l (12)
Donde Y, = %, es el valor medio correspondiente al conjunto de las N medidas
realizadas.
RSD = = (13)
Y
% RSD=RSD.100 (14)

Por otra parte, es importante tener en cuenta que todos los pasos del
procedimiento deben ser replicados y si el blanco es una posible fuente de
variacion importante, también debe ser replicado. De este modo, el resultado
considera las fuentes de variancia asociadas a todas las etapas del método. En
ciertos casos puede resultar conveniente medir separadamente la repetitividad de
un paso determinado del procedimiento, por ejemplo, de la inyeccion en las
determinaciones cromatograficas. Se debe distinguir entre precision de un metodo y
precision instrumental. Para el primer caso es mnecesario repetir todo el
procedimiento, mientras que para el segundo se realizan mediciones replicadas.

En el citado ejemplo, varias inyecciones de una solucién estandar.
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Otro aspecto que se debe considerar, es que la precision habitualmente depende
de la concentracion del analito. Cuando el intervalo de concentraciones es amplio, con
frecuencia se observa un fenémeno de heterocedasticidad, donde la desviacion
estandar aumenta con la concentracion y el coeficiente de variacion decrece y se
estabiliza para altas concentraciones. Por esta razoén se recomienda trabajar en fres
niveles diferentes de concentracion, los que deben incluir los limites superior e

inferior del rango lineal.

Los requerimientos de precision dependen de la aplicaciéon del método
analitico. Para ciertas areas especificas, tales como andlisis clinicos, métodos
bioanaliticos y analisis farmacéutico, se han establecido criterios de aceptabilidad.
Segun Swartz en el 2003 para el caso de los métodos bioanaliticos, es decir para los
métodos que se usan para cuantificar drogas y sus metabolitos en una matriz
biol6gica compleja, como sangre, suero, plasma u orina, se acepta un CV de hasta
un 15 % y de hasta un 20 % para el limite de cuantificacion [155,156]. Por otra
parte, en analisis farmacéutico para la determinacion de componentes mayoritarios
por métodos cromatograficos, se acepta un CV de hasta un 1% para la precision
instrumental y un coeficiente de variacion de hasta un 2% para la repetitividad. Si
se trata de componentes minoritarios, tales como impurezas, se acepta un
coeficiente de variacién de hasta un 5% para la precision instrumental y de hasta
un 10% para la reproducibilidad [157]. También existen tablas donde se establecen
coeficientes de variacion maximos aceptables para un método analitico, en funcién
del porcentaje del analito en la muestra, segun las teorias de Kolthoff y Hortwitz
[158]

6.2.2 Exactitud

Los errores sistemiticos estan caracterizados por términos tales como veracidad y

sesgo (en inglés, bias) y estan relacionados con el término exactifiud. No existe
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acuerdo en la comunidad cientifica internacional acerca de la definicion de estos
términos. Segun ISO (1993), la veracidad es el grado de concordancia entre el valor
medio de una serie importante de resultados y un valor aceptado como de
referencia y la medicion de la veracidad se expresa como sesgo o bias. Es decir que
veracidad es el concepto y el sesgo o bias la forma de medirla. Un resultado es
veraz, si esta libre de error sistematico (0 mas rigurosamente, si los errores
sistematicos cometidos son aceptables). En la practica la veracidad se verifica
utilizando referencias. Por lo tanto decir que un resultado es veraz, es equivalente
a afirmar que es trazable a la referencia utilizada.

Por otra parte, segun ISO la exactitud, es el grado de concordancia entre el
resultado de un ensayo y un valor de referencia aceptado. De acuerdo a este
concepto, el término exactitud describe una combinacion de componentes de error
aleatorio y sistematico. Pudiéndose afirmar entonces que la exactitud es la suma de
dos conceptos, como son la veracidad y la precision y que un resultado es exacto si es
veraz (se encuentra libre de errores sistemiticos) y preciso (los errores aleatorios son

aceptables).

La estimacion del sesgo o bias, depende de la extension del rango de
concentraciones del analito en la muestra, de la disponibilidad de un blanco de
matriz (matriz a ser analizada sin el analito a determinar), de la posibilidad de
adicionar analito a un material de este tipo de manera representativa y de la
disponibilidad de materiales de referencia y métodos analiticos adecuados para la

comparacion de resultados.

Es importante senalar, que los errores sistematicos pueden ser constantes
(absolutos) o proporcionales (relativos) [148] El error constante se expresa en
unidades de concentracion y es un error sistematico independiente de la
concentracion del analito. Las principales fuentes de este tipo de error son la

selectividad insuficiente (presencia de otros componentes que también producen
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una respuesta) y la utilizacion de blancos inadecuados. Por otro lado, el error
proporcional depende de la concentracion del analito y puede expresarse en
unidades relativas, tales como porcentaje. Este tipo de error es causado
fundamentalmente por la existencia del efecto matriz, es decir por el cambio de la
pendiente de la curva de calibrado (alteracion de la sensibilidad), producida por la
matriz de la muestra. Ademas, la presuncion incorrecta de linealidad sobre todo el
rango de analisis, también puede causar este tipo de error relacionado a la

concentracion a determinar.

6.2.3 Linealidad y rango lineal

Linealidad es la capacidad que posee un método para producir respuestas
proporcionales a la cantidad de analito presente. El rango define el intervalo de
cantidades de analito dentro del cual se ha demostrado que una variacion en dicha
cantidad produce una variacion en la respuesta. El rango lineal es el intervalo de
concentraciones para el cual el método se comporta linealmente. El extremo inferior
de este rango se corresponde con el limite de cuantificacion (LOQ); el extremo
superior usualmente esta definido por factores instrumentales, como por ejemplo
la radiacion espuria o la limitacién asociada al uso de una banda de longitudes de
onda con ancho finito al realizar la deteccion UV [159]. Por otro lado debe tenerse
en cuenta que las etapas pre-cromatograficas también pueden acortar
notoriamente el rango lineal del método, por ejemplo, cuando procesos de
distribucion (extraccion, adsorcion) de los analitos entran en una region de

comportamiento no-lineal.

Uno de los primeros pasos que sigue un analista a la hora de realizar una
cuantificacion involucra la construccion de wuna recta de calibracion. En
cromatografia se prefiere graficar el area de pico, en lugar de la altura, como
funcién de la masa o concentracion de patrén inyectada [160] ya que el area es

menos dependiente de variaciones experimentales como temperatura, volumen
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inyectado o caudal. No es imperativo que los datos obtenidos sean ajustables a la
ecuacion de una recta, aunque esto es altamente deseable; por lo tanto es necesario
en primer lugar verificar la extension del rango lineal. El rango lineal del método
se suele estimar a partir de un analisis de regresion de la curva de calibracion,
usando el valor del coeficiente de correlacion como un primer indicador de
linealidad. A pesar de que esta practica es bastante frecuente, suele originar
estimaciones erroneas. Una inspeccion visual de la curva de calibracion y del
grafico de residuos en funcioén de la cantidad inyectada puede resultar ilustrativa,
aunque es conveniente recurrir a pruebas mas objetivas, como la prueba F para
falta de ajuste (“lack-of-fit”), o bien determinando la significancia del término
cuadratico obtenido al ajustar los datos experimentales con un polinomio de
segundo grado [148]. La prueba F para falta de ajuste consiste en reducir el rango
de trabajo eliminando el valor superior y repitiendo el ensayo estadistico con los
puntos restantes; este proceso se realiza iterativamente hasta no detectar falta de
ajuste a la ecuacion de una recta. Este procedimiento se aplica en primera instancia
al conjunto completo de valores y se realiza una prueba F para detectar si los datos

experimentales se ajustan al modelo de primer orden propuesto.

Una vez que se ha establecido el intervalo de concentraciones en el que se va
a trabajar, se preparan los patrones de calibracion. Como minimo se deberian
preparar cinco patrones con concentraciones igualmente espaciadas y se debe
procesar ademas un blanco. Posteriormente, se miden las respuestas analiticas por
triplicado. También se mide por triplicado la respuesta analitica del blanco (valor
cero de concentracién). En ciertos métodos, como los cromatograficos con
detectores de senal relativa, como lo son el UV-vis, la medicion del blanco la hace
el detector y la sefial queda automaticamente corregida. Luego se hace un analisis
de los datos de calibracion obtenidos, adoptando una técnica de regresion por
cuadrados minimos ordinarios, que asume que la variable independiente (x,

concentracion nominal de los patrones) no esta sujeta a error y que la variable
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dependiente (v, respuesta analitica de los patrones) es homocedastica. En este trabajo
de Tesis, se realizé un ajuste con un modelo de primer orden entre las areas de
pico (Yi) por medio de un anadlisis de regresion por cuadrados minimos no
ponderados (Unweighted Least-Squares Regression, ULSR). Las ecuaciones

utilizadas se muestran en Tabla 10

Tabla 10: Ecuaciones utilizadas en el analisis de regresién por cuadrados minimos
no ponderados (Unweighted Least-Square Regression, ULSR).

Yy =D, +b X, v Xy
+ (10a) | o _ ZN y (10b)
L2
Y= = (100) | 5 _ = S(x,-X) (10d)
ZY X, - X) 100 b=Y-bX (10f)
S ©
s (b) =" (10g) v
. 1, (X, —)?)2]
E:Ififl_a S, I+ —+— 10
Y1 (109) - { s
T (N2

6.2.4 Limite de Detecciéon (LOD)

Es la minima concentracion detectable de manera confiable por el método,
es decir es la minima concentracion de analito que proporciona una senal
significativamente diferente de la media de las sefales del blanco [148]. El limite

de deteccion se calcula mediante una prueba de hipétesis estadistica, donde se fija
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una concentracion llamada nivel critico (Lc) a partir de donde se toma la decision
de aceptar o rechazar la presencia del analito, con un error suficientemente
pequeiio. Para concentraciones superiores al Lc, existe una probabilidad a de
cometer un error de tipo I o falso positivo, es decir de aceptar erréneamente la
hipotesis alternativa, admitiendo que el analito esta presente cuando en realidad
esta ausente. Si se toma a igual a 0.05, una concentracion superior al Lc tendra un 5
% de probabilidad de constituir un falso positivo y la distancia desde Lc y el cero
de la escala vale tq2S0, donde Sp es la desviacion estandar de la concentracion

predicha para una muestra blanco [147].

COmpOﬂente - CDmpUnente
ausente o T\ \ presente 0
no detectado .-'/‘ \ ' detectado
/ I. :*: \
vy [ \p(Y)

p(Y)

Hy, Yc Y

Figura 14: Distribucion de respuestas correspondientes al limite de decision, Lc.

También existe una probabilidad 3 de cometer un error de tipo II o falso negativo,
es decir de aceptar erroneamente la hipotesis nula, admitiendo que el analito esta
ausente cuando en realidad estad presente. En la Figura 14 se muestran las
distribuciones estadisticas para el blanco y para una muestra donde el limite de

decision, L, es tan bajo (o el ruido del blanco tan alto) que cometeriamos un error
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de tipo II (B) y por lo tanto existe una probabilidad del 50% (3 =0,5) de decir que el
analito no esta presente, cuando en realidad esta en la muestra. Por lo tanto, no
podemos tomar a Lc como el LOD. Si, en cambio, tomamos B igual a 0.05, la
probabilidad de tener un falso negativo sera solo del 5 % (Figura 15) y la distancia
entre el Lc y la concentracion por encima correspondiente a este valor de B, se

puede considerar que vale tg, s0. De este modo, se puede calcular el LOD [161]:

LOD= 2 t0.05,m-250. (15)

Figura 15: Limite de decision (Lc) y de deteccion (Lp)para a = = 0,5 (pequenos)

En la practica, dado que m es un nimero relativamente grande, el valor de 2 to05m2

tiende a 3.3, por lo que la ecuacién que puede usarse para el calculo de LOD es:

LOD=33 s, (16)

Para estimar Sp se utiliza la ecuacion que permite calcular la desviacion estandar de
la concentraciéon predicha para una muestra incognita, Sxing, preferentemente

diluida y lo mas cercana posible al LOD, a partir de la recta de calibrado:
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Donde b es la pendiente de la recta de calibracion que se calcula de acuerdo a la ec.

10e de la tabla 10 y sx/y (m es el nimero de réplicas de cada nivel y n el nimero de

niveles.

6.2.5 Limite de cuantificaciéon (LOQ)

Es la minima concentracion cuantificable en forma confiable. En otras
palabras el LOQ es la concentraciéon que puede determinarse con una desviaciéon
estandar relativa (RSD) maxima especificada y exactitud adecuada.

El nivel que se toma convencionalmente como la méaxima desviacion estandar
relativa es del 10 %, por lo tanto el limite de cuantificacion es la concentracion
correspondiente a 10 veces la desviacion estandar del blanco (en unidades de

concentracion):

LOQ =10 s (18)

Otra alternativa para la estimacion del LOD y LOQ, ampliamente utilizada en la
literatura, es el método basado en la relaciéon senal/ruido (S/R). Este método es el
mas conocido y todavia se utiliza ampliamente en el analisis cromatografico.
Surgio a partir de la experiencia y sentido comtn de los quimicos analiticos, pero

carece de cualquier fundamento estadistico formal.

En la Figura 16 se muestra la metodologia de calculo. Sobre un
cromatograma correspondiente a un ensayo en blanco sometido al método
analitico en estudio se mide el ruido pico-a-pico de la linea de base, N, durante un
intervalo de tiempo especificado antes y después del tiempo de retencién del

analito. Este valor se compara con la altura del pico de analito, S, medida en las
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mismas condiciones a partir de muestras conteniendo una cantidad conocida y
pequenia, X, de la sustancia problema. La expresion L = k N X/ S, permite calcular
Lpsik =263y Losik =10. La SFSTP (Société Frangaise des Sciences et Technique
Pharmaceutiques) recomienda determinar el ruido pico-a-pico durante un
intérvalo de tiempo igual a 20 veces el ancho a mitad de altura de pico

correspondiente al analito [155].

Figura 16: Medida de la altura del ruido y la altura de un pico cromatografico
cercano a su limite de deteccion.

6.2.6 Selectividad, especificidad e interferencia

No existe un acuerdo universal acerca del significado de los términos selectividad,
especificidad e interferencia. La ICH habla de especificidad y la define como la
habilidad para evaluar en forma inequivoca al analito en presencia de otros
componentes que podria esperarse que estén presentes. La guia EURACHEM dice
que la selectividad y la especificidad aseguran la confiabilidad de la medicion del
analito en presencia de interferencias y que la especificidad se considera
generalmente como el 100 % de la selectividad [160]. Es decir que la selectividad
extrema o perfecta, en el sentido de que tnicamente el analito es el responsable de
la sefial medida, se denomina especificidad. Algunos autores consideran que no es

conveniente usar el término especificidad para la caracterizacion de los
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procedimientos de andlisis cuantitativos, dado que este término se usa en el
contexto del analisis cualitativo [148]. Un método es considerado selectivo, cuando
es posible demostrar que las otras especies presentes no tienen respuesta por si
mismas. Para esto, habria que hacer una lista de los posibles interferentes y probar

experimentalmente que dichas sustancias no tienen efecto sobre los resultados.

Por otra parte, una sustarncia interferente o interferencia de un procedimiento
analitico, es aquella que, a una concentracion dada, causa un error sistematico en el

resultado. Las interferencias relacionadas con la selectividad causan un error

sistematico constante, en cambio las relacionadas con el llamado efecto matriz,

causan un error sistematico proporcional. Estas interferencias pueden aumentar o
deprimir la sefial obtenida. En un método cromatografico, el pico del posible
interferente se puede separar, en principio, completamente del pico del analito. Por
ejemplo, en el andlisis farmacéutico, los excipientes, los productos intermedios de
sintesis, los productos de degradacion y las impurezas propias del proceso de

obtencion o elaboracion del producto son posibles interferentes.

6.2.7 Sensibilidad

La sensibilidad da una indicaciéon de cuanto cambia la senal con la
concentracion [148]. Segun la IUPAC [154], en metrologia y en quimica analitica, la
sensibilidad se define como la pendiente de la recta de calibrado, porque un
método con una pendiente importante es mejor para discriminar entre pequenas
diferencias en la concentracion del analito. Esta sensibilidad se denomina
sensibilidad de calibracion (SEN =D ), sus unidades son: sefial.concentracion? e indica
la variacion de la respuesta producida por una unidad de variacion de
concentracion del analito.

No tiene mucho sentido incluir la sensibilidad como parametro para
caracterizar un método analitico, cuando se la define de esta manera. No es

suficiente conocer la pendiente de la recta de calibrado, para determinar cuando
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dos concentraciones podran discriminarse, sino que es necesario conocer ademas la

desviacion estandar de la sefal.

Por otra parte, la sensibilidad de calibracion no es adecuada para comparar
dos métodos analiticos, cuando estos estan basados en respuestas de diferente
naturaleza (por ejemplo: absorbancia y fluorescencia, absorbancia y medidas
electroquimicas, etc). En este caso se prefiere usar la llamada sensibilidad analitica(y),

definida por la relacién entre la sensibilidad y el ruido instrumental:

y=SEN / Sy (18)

La inversa de la sensibilidad analitica (y1), se puede definir como la minima
diferencia de concentracion estadisticamente discernible en cualquier punto de la

recta de calibrado.

6.2.8 Robustez

Segun la ICH, la robustez es la capacidad de un método analitico para que
los resultados no se vean afectados por variaciones deliberadas en los parametros
del procedimiento, es decir es la resistencia al cambio de respuesta ante pequerias
variaciones en las condiciones experimentales de trabajo (por ejemplo: pH del medio,
fuerza idnica, temperatura, concentracion de algunos reactivos, composicion de la
fase movil en cromatografia de liquidos, caudal de la fase movil, etc). En las
pruebas de robustez se introducen deliberadamente pequenos cambios en las
variables que puede esperarse que razonablemente ocurran durante el empleo del
método. Se observan los resultados, estudiando estadisticamente la influencia de
las variables a los fines de determinar las que tienen un efecto mas importante
sobre la respuesta (puntos débiles experimentales, factores criticos) y sus intervalos

de valores tolerables (rangos de trabajo de las variables).

93



Un estudio de robustez se debe planificar mediante un disefio experimental,
donde la funcion objetivo o respuesta a seguir es alguno de los parametros de
calidad antes mencionados [162]. Para cada variable se estudian dos valores
(niveles extremos) situados alrededor del valor indicado en el procedimiento (nivel
nominal). Estos valores extremos se fijan a una distancia del valor nominal, de
manera que la diferencia sea la que razonablemente se puede producir en la
practica (por ejemplo un ApH = 0,05) y tratando de asegurar que se mida el
maximo efecto posible. Dado que para cada variable se estudian dos niveles y para
no tener que realizar muchas experiencias, generalmente se usan disefos
experimentales de screening, tales como los factoriales fraccionados o los disefios
Plackett Burman. Cuando se sospecha que los efectos son asimétricos, se deben

utilizar disefios experimentales mas complejos.

6.3 Factor de enriquecimiento (o preconcentracion) y recuperacion.

La recuperacion porcentual, R%, caracteriza a un método analitico que
involucra etapas de preparacion de muestra, como filtrado o extraccion, que
puedan conducir a pérdidas en la cantidad de analito presente en la matriz. Por
otra parte, el factor de enriquecimiento, EF, se emplea cuando el analito presente
en la matriz es extraido no sélo para aislarlo de los interferentes, sino para
preconcentrarlo a fin de posibilitar o maximizar la detecciéon y asi disminuir el
LOD y LOQ. Ni el R% ni el EF son parametros estadisticos de validacion pero si
pueden ser considerados como “cifras de mérito” del método analitico, puesto que

caracterizan dos cualidades adicionales del mismo.

En el caso de una extracciéon liquido/liquido como lo es la microextraccion
dispersiva (MEDLL), los EFs se definen como la relacion entre la concentracién de
un compuesto en la fase organica extractante (solvente organico, liquido iénico)

respecto de la concentracion en la muestra acuosa inicial (ecuacion 20).
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EF = % (20)

donde Cr es la concentracion de analito en la fase del “liquido i6nico” y Ca la
concentracion en fase acuosa. Obviamente, se busca un EF alto ya que dara una

sefial mayor en la deteccion.

La recuperacion porcentual, R%, se define como la cantidad de analito
extraida (en moles o en masa) respecto de la cantidad inicial presente en la muestra

(ecuacion 21).

R% = 100%E = 100.EF.¢ 21)

aVa

donde VL y Va son los volumenes de la fase organica (fase de liquido i6nico), y de

la fase acuosa, respectivamente y ¢ es la relacion de fases.

La recuperacion se calcula (generalmente por triplicado) determinando la
concentracion de analito en la muestra original y en la solucion del extractante
luego de la extraccion o, en caso de matrices sin el analito presente (en caso que
esto sea posible), se realiza un sobreagregado o sembrado (spiking) de una
cantidad conocida del analito de interés a la muestra inicial. La muestra
sobreagregada es sometida al proceso analitico completo y, finalmente, se
determina cuanto analito se recupero en la fase extractante. Como la concentracion
desconocida en la fase acuosa original o en la fase extractante se determina a través
de rectas de calibracién para calcular EF, y como la relacién de fases es conocida,
entonces el calculo de R% es directo. Hay que aclarar que la hipotesis para el
calculo de R% es que el analito que se sobreagrega a la matriz se incorpora a esta
de la misma manera que el analito original, es decir, que interacciona con el resto

de los componentes de la matriz con la misma intensidad (si es que esas
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interacciones exaltan o deprimen la sefial). Para asegurarnos de esto, el analito
sembrado, luego que esta perfectamente solubilizado, se deja en contacto con la

muestra durante un tiempo suficientemente largo a determinar empiricamente.

6.4 Estudio del efecto de matriz

El efecto matriz en quimica analitica se define, de acuerdo con la IUPAC,

como el efecto de todos los componentes de la muestra, diferentes al analito, en la serial
analitica medida. A la hora de aplicar un método analitico, el efecto de matriz se
traduce en un cambio de la sensibilidad analitica cuando se prepara un calibrado
en un disolvente respecto de uno preparado en la matriz de la muestra. La
sensibilidad debe entenderse como la variacion de la senal analitica frente a la

concentracion de la especie a determinar, es decir, la pendiente de la curva de

calibrado. Por lo tanto, la diferencia entre las pendientes de calibrado en un
disolvente determinado (calibraciéon externa) y en la matriz de la muestra (ya sea
simulada, en una matriz idéntica pero sin analito o mediante el método de
adiciones de estandar a la matriz real), indica la presencia de efecto matriz. Cabe
destacar que el efecto de matriz es un efecto indeterminado de las especies que
rodean a la muestra que afectan a la sensibilidad. Cuando el efecto de una especie

es determinado (y aditivo) se habla de interferencia.

En el procedimiento para detectar la presencia de efecto matriz, el primer
paso es preparar una serie de patrones en el disolvente mayoritario de la muestra
(agua u otro solvente) y un calibrado en la propia matriz anadiendo cantidades
conocidas de analito. Obviamente, se debe trabajar en la zona del rango lineal. Se
obtienen las rectas de calibracion y se comparan las pendientes de las mismas. Si
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las pendientes, habra efecto de
matriz, lo que implica que deberemos trabajar en una matriz simulada idéntica a la

matriz real, lo cual no es facil de conseguir, o bien, empleando una matriz idéntica
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en caso de ser posible (como por ejemplo, plasma en pacientes que no han sido
tratados con una determinada droga) o mediante adicién patrén a la propia matriz

que contiene el analito.

La comparacion de las pendientes de dos regresiones lineales (representadas

como b11 y b1, respectivamente) puede realizarse por medio de un test-t:

bll—blg

2 2
\’Sbusmz

Donde sb11 y sb12 son las desviaciones estandar de las pendientes que se comparan,

t = (22)

las cuales se calculan de las ecuaciones 23 y 24 que corresponden a las varianzas.

2 SZ,

S = - 23
b11 ?:1(37:'1—371)2 23)
52
S = =22 (24)

br2 2i=21(Xi2—)_(2)

con n1 y n2 que corresponde al niimero total de puntos en cada regresién lineal.

Si las varianzas estimadas por s%1 y s%2 son estadisticamente iguales (la comparacion

se puede realizar por medio de un test-F), se calcula una varianza combinada:

§2 _ (n1-2)S51+(n2—2)SZ,
ep —

25
n1+n2—4 ( )
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Se calcula un valor de f a partir de la ecuacién 26 y se compara con los valores de ¢
tabulados, con n1 + n2 - 4 grados de libertad con una dada significancia, a. Si el t
calculado es mayor al tabulado, el efecto de la matriz sera mayor al esperado por
un mero ruido instrumental o proveniente de cualquier otra fuente que alteren la
pendiente de una manera “al azar” y entonces decimos que hay efectos de matriz

significativos en la sefial del analito.

b11—b1>2

t = (26)
S2 (. 1 : 1
Pr(xi1-%1)° (Xip-X2)”

Si las varianzas s%1 y s%2 son distintas, puede utilizarse una prueba similar a
la de Cochran para la comparacion de dos medias con varianzas desiguales. Los
valores tedricos t1 y 2 son obtenidos de tablas con un determinado grado de
significancia y n1-2 y nz-2 grados de libertad, respectivamente. Luego se calcula un

t

2 2
;L t1$b11+ t25b12

27)

2 2
Sb11+sb12

No es necesario calcular ¢~ si el nimero de puntos de las regresiones en cuestion
son iguales (n1=n2), ya que t" = t1 = to. La comparaciéon de pendientes de dos
regresiones lineales es una herramienta comunmente utilizada a la hora de validar

un método analitico [148]
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CAPITULO 7: “PARTE EXPERIMENTAL”

7.1 Reactivos, Disoluciones, Instrumentaciéon y Muestras

Reactivos:
Los estandares de las AAHs 3-Amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol(Trp-P-1),3-
Amino-1-metil-5H pirido [4,3-b] indol (Trp-P-2), 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo-
[4,5-b]piridina (PhIP), 2-amino-9H-pirido-[2,3-b] indol (AaC), 2-amino-3-metil-9H-
pirido [2,3-b] indol (MeAaC) y 2-Amino-1,6-dimetilimidazo [4,5-b]-piridina
(DMIP)2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]quinolina(IQ),  2-amino-3,4dimetilimidazo
[4,5-f] quinolina (MelQ), 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5f]quinoxalina (MelQx) y
3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol fueron adquiridos a Toronto Research

Chemicals (North York, ON, Canada).

Se prepararon disoluciones patrén en metanol que contenian 0,1mg mL-!
de IQ; y de MelQ; 1mg mL-1 de MelQx; 0,02mg mL- de Trp-P-1; 2mg mL-1 de Trp-
P-2; 0,8mg mL-! de PhIP; 2mg mL-! de AaC y 2mg mL-1 de MeAaC. A partir de
estas disoluciones se prepararon las disoluciones de trabajo por dilucién con agua:
metanol (70:30). Las disoluciones se conservaron protegidas de la luz y

refrigeradas a 0°C.

El agua se purific6 por medio de un sistema de purificacion Milli-Q
(Simplicity, Millipore, Massachusetts, USA). El metanol usado (J. T. Baker) fue
grado HPLC. Los reactivos empleados fueron hexafluorfosfato de Sodio (INaPFe)
98.0% (Aldrich), n-heptano (Merck), acido clorhidrico, (Merck), acido fosférico
(Merck), hidroxido de sodio (Analar, Poole, England). Como estandares en GC se
emplearon acido miristico, acido palmitico y acido estearico (Analabs, West
Virginia, USA). Todos los reactivos fueron de grado analitico o superior. Las

soluciones y las muestras se filtraron a través de membranas de 0,22-um (Micron
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Separations, Westborough, MA, USA) antes de ser inyectadas en la columna
HPLC. El liquido iénico tetrafluorborato de 1-octyl-3-metilimidazolio,
[OMIM][BF4] fue suministrado por colegas del Departamento de Quimica de la
Facultad de Ciencias Exactas, UNLP quienes lo sintetizaron siguiendo un
procedimiento adaptado de literatura que no requiere solvente organico, es rapido

y sencillo [120]. En Figura 17 se muestra el esquema de sintesis.

0,05 mmoles 0,05 mmoles 0,05 mmoles
N’ \N + CHy(CHyp);Br +NaBF, ———3» N/ \N BF1 NaBr g
- \/ g(i]nogv. - \/ \(CHz)?CHs Precipitado con CH;CN
3.5h 89% y filtrado a través
’ 0

de columna de celita
Secado: 70 °C, 1mm (8h)

Figura 17: Sintesis del liquido iénico [OMIM] [BF4].

Las fases moviles fueron filtradas a través de membranas de nylon de 0,45-um
(Osmonics-Magna) para las fases organicas y filtros de nitrato de celulosa de 0,45-

pm (Micron Separations) para fases acuosas.

Instrumentacion

Equipo HPLC: se emple6 un cromatografo de liquidos Agilent 1100 equipado con
desgasificador de vacio, bomba binaria, inyector automatico, compartimiento de
termostatizacion, detector de arreglo de diodos (DAD) y detector de fluorescencia
(FLD) conectados en serie. Todos los modulos conectados a una Agilent

Chemstation que permite operar y adquirir los datos.
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Columna: se emple6 una columna Zorbax SB-C18 de 25cm de longitud, 4,6cm de
didmetro interno y particulas de Spm conectada a una guarda-columna Zorbax

SBC8 de 4,6mm de longitud y 12,5mm de diametro interno y particulas de 5 pm.

Equipo de Microondas: Los experimentos se realizaron en un horno de
microondas MARS-5 (CEM Corporation, Matthews, NC, EE.UU.) equipado con 24
celdas recubiertas de fluoropolimero y un microordenador programable que
controla la potencia de la radiacion, el tiempo y la temperatura en el interior de la
celda a través de una sonda de infrarrojos. El equipo permite utilizar barras de
agitacion magnética en el interior de cada celda para mejorar el proceso de
extraccion. Tanto las barras agitadoras como trazas de agua en la muestra,
permiten absorber la radiaciéon, lo cual aumenta la temperatura de la celda, aunque
se empleen solventes no polares o de baja constante dieléctrica en la etapa de

extraccion.

Homogeinizador: se utilizé6 una Minipimer Braun Multiquick 3Mr 320 de uso

culinario para la molienda de la hamburguesa liofilizada.

Centrifuga y ultracentrifuga: se emple6é una centrifuga Luguimac LC-20
(Luguimac S.R.L., Villa Lynch, Buenos Aires) y una ultracentrifuga Eppendorf
5417C/R con capacidad de operar hasta 4.200 rpm y 14.000 rpm, respectivamente.
La primer centrifuga se usé para la separacion del material proteico que fue
precipitado con NaOH 0,5M, en tubos de polipropileno de fondo cénico de 15 ml.
La segunda centrifuga se utilizé6 con micro-tubos de 1,5 ml Eppendorf de

polipropileno para separar las fases después de la microextraccion dispersiva.
Vortex: Se utilizé un agitador mecanico Vortex Genie 2T (Scientific Industries,

USA) de intensidad regulable entre 600 y 3200rpm para disolver la gota de liquido

iénico formada tras la dispersién que se obtiene en la microextraccion.
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Termometro: Mediante un termoémetro digital de perfil plano (Cole Parmer), se
midié la temperatura que alcanza el horno doméstico donde se asaron las

hamburguesas.

Cromatografo de gases: para los estudios de limpieza de los acidos grasos
presentes en las muestras de hamburguesa, se utiliz6 un cromatografo de gases HP
6890 con una columna capilar de cianopropilmetilfenilsiloxano como fase
estacionaria (HP-225) de 30mx530um, espesor film 1um detector FID y control
electrénico de la neumatica. La adquisiciéon de datos se hizo mediante una placa
conectada a una computadora personal con software Clarity® (DataApex,
Reptuiblica Checa). El gas portador fue nitrégeno de grado cromatografico. Se
hicieron inyecciones en modo “split”. La temperatura de la columna y la del
inyector fue de 200 °C y la del detector 220°C. El volumen de inyeccion fue de 1 pl.

Se utilizé metano como marcador del tiempo muerto.

Software empleado: para el tratamiento estadistico de los datos y los disefios

experimentales se utilizo6 el paquete Design Expert v. 8.0 para Windows.

7.2 Separacion cromatografica de las AAHs

Se realizaron ensayos iniciales en condiciones isocraticas con el fin de verificar si es
posible separar a todas las aminas en este modo de cromatografia. Se realizaron
ensayos a 40, 50, 60, 70, 80 y 100% de metanol en un rango de pH entre 2,5-3,5,
pero las aminas Trp-P1 y Trp-P2 coeluyeron en todas las condiciones estudiadas.
Por lo tanto, se ensayaron separaciones en gradiente en el mismo rango de pH (ver
discusion en la Seccion 8.1). Se estudiaron diferentes rampas entre 5 y 100% de

metanol con diferentes tiempos de gradiente.
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7.3 Toma de muestra:

Las muestras de hamburguesas de carne vacuna fueron adquiridas en
supermercados locales. Se emplearon cuatro tipos de hamburguesas: 3 marcas
comerciales y una adquirida en una carniceria local. En la Tabla 11 se muestra el
contenido nutricional declarado en la etiqueta de las 3 primeras. Para todas se
utilizaron las siguientes formas de coccién a fin de comparar las metodologias y el

impacto de la temperatura:

1. asadas en horno doméstico a temperaturas de 208, 253 y 2 300°C, durante 7
min de cada lado.

2. asadas a la parrilla, donde la temperatura maxima alcanzada fue de 133°C.

Posterior a la coccion se tomo la parte superficial de cada lado de la hamburguesa
ya que es el area de mayor contacto directo con la superficie caliente
(aproximadamente 3 mm de cada lado), se liofiliz6 y se reservé en freezer hasta su

uso.

Tabla 11: Contenido de materia grasa, proteinas e hidratos de carbono de las
diferentes hamburguesas comerciales estudiadas (g/55 g de muestra)

Tipo de hamburguesa Materia Grasa Proteinas Hidratos de Carbono

“Patty Clasica” 11,00g 12,00g 0,5g
“Good Mark” 14,00g 15,00g 0
“Swift” 10,68g 9,24¢g 0
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7.4 Acondicionamiento y limpieza de la muestra

Se emplearon dos procedimientos de limpieza del material graso y extracciéon de
los analitos previos al analisis de la muestra: una limpieza en medio basico y una

limpieza en horno de microondas.

7.4.1 Limpieza en medio basico

Se tomo una cantidad de la muestra liofilizada (correspondiente a la mitad de una
hamburguesa) y se agregé 40 mL de NaOH. Se ensayaron dos concentraciones de
base: 1M y 4M. Se agrego6 luego 10mL de etanol para precipitar las proteinas y
solubilizar los lipidos, se centrifugé 6 minutos a 4200rpm, se solubilizé con éter de

petréleo la materia grasa y se inyecto la fase acuosa.

7.4.2 Limpieza en horno de microondas

7.4.2.1 Ensayo de solubilidad de las AAHs en el solvente de limpieza:

En este caso se seleccion6 n-heptano como solvente de limpieza. Antes de someter
la muestra a la limpieza con el solvente organico en el horno de microondas, se
realizé un ensayo de solubilidad de las AAHSs en dicho solvente para no introducir
una fuente de disminucion de la recuperacion. Para ello se tomaron diferentes
volimenes de las soluciones stock de las AAHs (correspondientes a cantidades
entre 1 y 10 mg) y se adicionaron a 30 mL de n-heptano. La solucién se colocé en
las celdas del horno de microondas y se agregé un mini-buzo magnético. Se
utilizaron diferentes temperaturas desde 50 hasta 110°C a fin de comprobar la
resistencia de la muestra a la radiacion y la solubilidad de las AAHs en el heptano.
Si la potencia inicial seleccionada es muy alta, la velocidad de calentamiento para

alcanzar la temperatura seleccionada es mayor. Sin embargo, una vez alcanzada la
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temperatura deseada la potencia permanece en un valor constante para mantener
dicha temperatura constante. Posteriormente se evaporé el n-heptano con
nitrégeno gaseoso y se disolvieron las aminas en metanol, para luego inyectar una

alicuota en la columna HPLC.

7.4.2.2 Limpieza del material lipidico:

Se empled n-heptano como solvente de limpieza en el horno de microondas. Para
verificar que todos los lipidos se extrajeran en el lavado, se seleccionaron como
compuestos modelo para monitorear el proceso de limpieza tres acidos grasos
tipicos que se encuentran mayoritariamente presentes en la carne: acido palmitico,
acido estearico y acido miristico [4]. Aunque el punto de ebullicién del n-heptano
es 90°C, las presiones dentro del recipiente de extraccion son mas altas ya que el
mismo se encuentra herméticamente cerrado. En consecuencia, las temperaturas
que se pueden alcanzar también seran mayores a las del punto de ebullicién, lo
cual podria favorecer el proceso de extraccion. En el caso de que la presion en el
interior de la celda MASE supere un determinado limite, se rompe la membrana de
seguridad ubicada en la parte superior de la celda y el escape de vapor de solvente
es detectado en el equipo lo cual interrumpe automaticamente el suministro de

microondas.

El horno de microondas permite trabajar en tres potencias de radiacion diferentes:
1600, 800 y 400 W. Para evitar, ademas, la pérdida de disolvente a través del tubo
de ventilacion, se decidi6 fijar la temperatura de extraccion en lugar de la potencia.
Al fijar la temperatura del horno, se inyectan las microondas necesarias (% de
potencia) para alcanzar el valor requerido. Por lo tanto, se trabajo con gradientes
de temperatura escalonados. Los gradientes de temperatura ensayados en el

sistema MASE se muestran en Tabla 12.
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Tabla 12: Programas de temperatura utilizados en el procedimiento MASE
de limpieza del material lipidico.

POTENCIA TEMPERATURA t
(WATTS) (°C) (min.)
1600 50-60-70 2 min/ cada T°
800 90-100-110 3 min /cada T°
70-80-90
50-60-70
400 90-100-110 3 min /cada T°
70-80-90
50-60-70

7.4.2.3 Tratamiento en medio basico

Se mezclaron 3 g de la muestra liofilizada, con n-heptano (9 ml en tres pasos de 3
ml cada uno) y se llevé al horno de microondas. Después de la aplicacion del
gradiente de temperatura 6ptimo (Secciéon 8.2.1), el n-heptano que contiene el
material graso y la materia organica soluble en este disolvente se descarto.
Después de esta limpieza, la ausencia de lipidos fue confirmada por cromatografia
de gases utilizando como patrones los tres acidos grasos empleados como modelo
(Seccion 7.4.2.2). Finalmente, una vez que se descarta el solvente organico, la
muestra es tratada con soluciéon de NaOH a fin de precipitar las proteinas y

obtener las AAHSs en estado neutro para poder extraerlas con mayor eficiencia.
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7.4.2.4 Tratamiento en medio acido:

a) 3 g de la muestra liofilizada de hamburguesa se homogeniz6 con 12 mL de
TFA al 5% durante 60seg. Se intent6 estudiar el efecto del medio acido en la
remocion de los analitos desde la matriz, ya que la protonacion de los mismos
aumentaria la solubilidad en el medio acuoso. Después se adicionaron 10mL de
n-heptano y se llevé al microondas en una rampa de 50-60-70°C (Seccion 8.2)
durante Imin en cada una a una potencia de 400W. Posteriormente se llevé a pH
basico con NaOH 0,1M, se centrifugo y al sobrenadante se le realizé6 una MELLID
de acuerdo a los parametros establecidos en la secciéon 7.5.1, y se inyect6 en la

columna HPLC.

b) Se realizé el mismo procedimiento anterior pero esta vez el tratamiento en

microondas se realizo a 800 W.

7.5 Optimizacion de la técnica de microextraccién liquido-liquido iénico

dispersiva (MELLID)

Las diferentes variables experimentales de la técnica MELLID fueron optimizadas
de acuerdo a dos procedimientos: 1) “un procedimiento por etapas” y 2) un

procedimiento factorial denominado “Disefio Central Compuesto”.

7.5.1 Optimizacion por “etapas”

El “procedimiento en etapas” se realizé partiendo de una solucién stock en

metanol de las AAHs. A un volumen conocido de esta solucién se le adicionan
200pl de [OMIM][BF4] (18mg ml!) el cual es soluble en agua, y 240uL de NaPFs

(120mg ml1). El nimero de moles de la sal inorganica es 13 veces mayor que el
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nimero de moles de liquido i6nico (LI). Este exceso de sal es suficiente (Seccion
8.3.2.1) para asegurar el desplazamiento de la reaccion de metatesis hacia el
producto de extraccién que es el LI insoluble en agua, [OMIM][PF¢]. La solucion se
deja en reposo durante 5 min para que las pequenas gotas colapsen en el fondo del
tubo conico y se centrifuga (9000 rpm para obtener una separacion de fases
completa); el sobrenadante obtenido se desecha. Al LI formado (8uL) se le anade 50
nL de metanol (la cantidad minima necesaria para disolverlo completamente) a fin
de disminuir la viscosidad de la fase extractante para que pueda ser inyectada en la
columna cromatografica; finalmente se inyecta 1puL. Los parametros a optimizar

fueron:

Cantidad de NaPFs

Cantidad de LI soluble en agua
Efecto del pH

Tiempo de extraccion

Velocidad de centrifugacion

R U N N N

Efecto salino con diferentes concentraciones de KCL y MgSO4

Empleando las variables optimizadas se aplicé el procedimiento anterior a las
muestras de hamburguesa liofilizada y tratada de acuerdo al procedimiento

descrito en la seccién 8.3.2

7.5.2 Optimizacién mediante Disefio Central Compuesto

Como se discuti6 en el Capitulo 5, la metodologia DCC tiene la ventaja de
disminuir el nimero de ensayos permitiendo encontrar con mayor precisiéon los
valores 6ptimos de los distintos factores y/o detectar la presencia de interacciones
entre las variables estudiadas. Cada variable se optimiza mediante un disefio de
superficie de respuesta, que se construye por varios disefios superpuestos con el

fin de determinar las condiciones 6ptimas del proceso de extraccion.
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Empleando los parametros experimentales 6ptimos obtenidos en el “procedimiento
en etapas” (Seccion 7.5.1), se realizé luego una optimizacion de la técnica MELLID
aplicada a las muestras de hamburguesa a través de un DCC. Podemos asumir que
los parametros experimentales de la “optimizacion en etapas” constituyen un
punto de partida adecuado para realizar una optimizacion mas precisa de las

variables experimentales.

La respuesta a optimizar y para la cual se pretenden valores maximos, fue la
recuperacion porcentual (R%). El tipo de extractante (IL) y dispersante (solvente
organico soluble) fueron los mismos que los empleados en el procedimiento “etapa
por etapa”. Por lo tanto los factores remanentes que se incluyeron en el DCC, por

considerarse los mas influyentes para las respuestas fueron:

v' Cantidad de IL soluble en agua,
v" Concentraciéon de NaPFe
v pH.

Los niveles que se eligieron para dichas variables corresponden a valores que se
- - I - - ”
encuentran cercanos a los valores maximos del “procedimiento en etapas”. Las

condiciones establecidas para cada experimento se describen en la Tabla 13.

Teniendo en cuenta lo desarrollado en la Seccion 5.5, los ensayos requeridos por el
DCC incluyen distintas clases de puntos (ensayos) dentro del dominio

experimental:

Puntos factoriales, pf, que son aquellos que forman parte de un disefio factorial de

dos niveles y tienen los factores en niveles -1 o +1.

Puntos centrales, pc, que son aquellos que tienen todos los factores en nivel 0.
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Puntos axiales o puntos estrella, pe, que son aquellos que se encuentran a una

distancia +a del punto central. El valor a fue de 1,682 para establecer la condicion

de capacidad de giro o “rotabilidad” [163,164].

TABLA 13: Disefio experimental para realizar el DCC, para un disefio
factorial 23
Factor -a -1 0 +1 +Q

[OMIM][BF4] (umoles) | 11,0 12,0 130 140 15,0
NaPFs (umoles) 1500 1625 1750 187,5 200,0

pH 100 10,5 11,0 11,5 12,0

7.5.3 Técnica MELLID optimizada

De acuerdo a los resultados del diseno factorial anteriormente descrito, el
procedimiento resultante fue el siguiente: i) la fase acuosa de la extraccion MASE
del medio basico, que contiene la muestra desgrasada se traté con 12mL NaOH
0,5M vy se centrifugé por 6 minutos a 4200rpm; ii) la fracciéon acuosa se extrajo con
pipeta, se filtré con filtros de 0,45pum, y a ImL de ésta solucion acuosa que contiene
las aminas se le agregan 260 pl de [OMIM] [BF4] (18 mg/ml) y 180ul de una
solucion de NaPFs(120mg/ml) para extraer y pre-concentrar las aminas; iii) La
solucion se dejé en reposo durante 5 min y se centrifugé (9000 rpm para obtener
una separacion de fases completa) y el sobrenadante obtenido se desech¢; iv) al
liquido i6nico que decanto en la parte inferior del tubo de fondo cénico (8 pL £1 pL
medido 10 veces con jeringa de 10 pL) se le anadi6é 50 pL de metanol (la cantidad
minima necesaria para disolver completamente la fase de LI) y se inyecté 1 pL en

la columna cromatografica.
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CAPITULO 8 “RESULTADOS Y DISCUSION”

8.1 Optimizacion de la separacion cromatografica de estaindares

a) Separacion Isocratica: Se inyectaron en la columna cromatografica,
soluciones de los patrones puros en metanol, a diferentes composiciones de
metanol en la fase movil. Se grafico el logaritmo del factor de retencion, k, en
funcién del porcentaje de metanol en la fase moévil (log k vs % metanol). El factor
de retencion se calculé empleando uracilo como marcador del tiempo muerto. En
Figura 18 se muestran los resultados obtenidos. Composiciones menores a 40%
de metanol producen tiempos de retencion prohibitivamente largos para las
aminas mas hidrofébicas. Del grafico se observa que la mezcla de estandares no
se puede resolver en condiciones isocraticas, dado que las aminas PhIP y Trp-P-1
eluyen casi simultaneamente en todas las composiciones de metanol. Por otro
lado, a bajas concentraciones de metanol, donde se podria anticipar un aumento
de la resoluciéon con el aumento de la retencién, Trp-P-2 también coeluye con las
mencionadas aminas. Por lo tanto, se recurrié al empleo de gradientes de elucion

para intentar resolver la mezcla.

b)  Separacion mediante gradiente de elucion: Se emple6 un gradiente binario
a 1 ml/min con una fase moévil compuesta por 10% metanol-tampoén fosfato 25
mM, pH 3.5 como fase movil A y 60% metanol-tampoén fosfato, pH 3.5 como fase

movil B. El gradiente escalonado se muestra en Tabla 14.

Se empled deteccion DAD. Se registré el espectro completo de las diferentes
aminas y se los almacené en la libreria de espectros del software para la futura
identificacion de los analitos en la muestra. En Figura 19 se muestran los espectros

UV-vis registrados con el detector DAD del equipo HPLC utilizado.
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Debido a que las AAHs se encuentran a nivel de trazas en las muestras, se empleo
deteccion de fluorescencia en la etapa de cuantificacion para mejorar la
sensibilidad del método, mientras que la confirmaciéon de la identidad se realizo
mediante la comparacion del espectro UV-vis con el de la libreria de espectros,
ademas de verificar la coincidencia entre el tiempo de retenciéon con el del
correspondiente estandar puro. Dado que los espectros de fluorescencia para las
aminas estudiadas tienen longitudes de onda para los maximos de las bandas que
oscilan entre 265 y 414nm, emitiendo todas intensamente a 410 nm, y que la
absorcion UV-Vis a longitudes de onda de aproximadamente 260 nm permite
detectar todas las AAHs estudiadas, se emple6 ésta como longitud de onda de
excitacion y 410 nm como la longitud de onda de emision. De esta manera se logro
la separacion de 8 AAHs: DMIP, MEIQx, 4,8DIMEIQx, PhIP, Trp-P-1, Trp-P-2,

AaC, MeAaC. En Figura 20 se muestra el cromatograma obtenido.
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Figura 18: Separacion isocratica de las AAHs mediante RP-HPLC
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Tabla 14: Gradiente utilizado en la separacion de las AAHs mediante RP-HPLC.
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Figura 19: Espectros de absorcion UV-vis de las AAHs estudiadas
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Figura 20: Cromatograma de una mezcla de patrones de AAHs (10-100ppm,
volumen de inyeccion: 1ul. Detector DAD (linea Continua) y FLD (linea punteada).

Tabla 15: Longitudes de onda de los maximos de excitacion y emision de las AAHs
estudiadas.

Compuesto Maximos de Maximos de

excitacion (nm) emision (nm)
DMIP 270 375
Trp-P1 263 400
Trp-P2 263 410
PhIP 320 380
MeAaC 335 380
AaC 335 380
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Figura 21. Espectros emisioén de las AAHs estudiadas. [58]

8.2 Optimizacion de las condiciones de limpieza y de desorcion de los analitos

desde la matriz s6lida

La composicion aproximada de la carne vacuna es de 73% de su contenido
en agua; 22% en proteina; 2,2% en grasa y 1,2% en minerales [165]. Se evaluaron
diferentes posibilidades de eliminar el material lipidico de las muestras de
hamburguesa cocida y de desnaturalizacion de proteinas ya que estos
componentes afectan la separacion cromatografica y, luego de varias inyecciones
se pueden observar cambios en los tiempos de retencion y/o deformacion de los
picos (sobre todo si no se emplea una columna “guarda” o pre-columna) y con el

tiempo se puede llegar a ocluir completamente la columna con los consecuentes
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aumentos de la presion del sistema. Por lo tanto, se ensayaron diferentes

procedimientos de limpieza.

Los primeros procedimientos que se detallan en la Seccion 7.4.2.4, se realizaron en
medio acido y utilizando energia de microondas correspondiente a 400 y 800 W,
respectivamente, a fin de verificar el rendimiento de extraccion. Las proteinas
precipitan en este medio. Las AAHs tienen grupos basicos y, por lo tanto, se debe
estudiar a que pH sera mas eficiente la extraccion. Si la extraccion MELLID se hace
a pH acido, las aminas estaran protonadas, la solubilidad en el medio acuoso se
favorecera y por lo tanto, la extraccion hacia la fase liquido iénico sera menor, a
menos que: i) las interacciones dispersivas predominen en el proceso de extraccion
por sobre el estado de protonacion de los analitos o que ii) las aminas protonadas

pudiesen interaccionar con los aniones del RTIL.

Inicialmente, se opté por realizar ensayos mediante precipitacion proteica
directamente en medio basico y posterior tratamiento con etanol y éter de petrdleo,
sin el uso de energia de microondas, partiendo de la premisa que en medio basico
las proteinas son precipitadas mediante la adicion del etanol y el material lipidico
sera eliminado con el éter de petrdleo. Por lo tanto, se espera que las grasas se
solubilicen en éste medio. Sin embargo los resultados obtenidos no cumplieron con
las expectativas ya que la extraccion fue deficiente (Figura 22) y aparecieron
problemas de aumento de la presion en la columna, y finalmente el taponamiento

de la misma luego de un uso bastante prolongado.

Por lo tanto, se cambi6 de estrategia de limpieza y se decidi6 utilizar extracciéon en
medio basico y un solvente no polar que solubilizara las grasas, utilizando el horno

de microondas para acelerar el proceso y hacerlo mas eficiente. Este procedimiento
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se inicié6 con una muestra homogénea de hamburguesas cocidas, liofilizadas y
molidas mecanicamente. Inicialmente se emple6 una solucion de NaOH vy
heptano. Luego de someter la muestra a energia de microondas, a la fase acuosa
obtenida se le aplico el método MELIID (Secciéon 7.5.1). Los cromatogramas
obtenidos (Figura 23) lucian normales a pesar que solo se notaba extracciéon para
tres aminas (Trp-P-2, Trp-P-1 y MeAaC), con una sehal detectable pero no
cuantificable para MeAoaC. Sin embargo nuevamente, este procedimiento, al cabo
de tres meses producia aumentos de presion, deformacion de picos y corrimientos
de los tiempos de retencion, lo cual fue atribuido a la presencia de lipidos que se

depositaron en la fase estacionaria.
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Figura 22: Pre-tratamiento con NaOH y heptano sin energia microondas.
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Figura 23:pre-tratamiento con NaOH y heptano utilizando energia MO

Nuevamente se cambi6 la estrategia de limpieza, la que finalmente consistié en dos
etapas: una etapa inicial de extraccion del material lipidico seguido de una etapa

de limpieza del material proteico al pH necesario para la extraccion MELLID.

8.2.1 Limpieza del material lipidico:

Como se mencionoé en la Seccion 7.4 el horno de microondas permite trabajar a tres
potencias de radiacion diferentes: 1600, 800 y 400 W. Sin embargo, la muestra se
carboniza a 1.600W en menos de 1 min. Para evitar, ademas, la pérdida de

disolvente a través del tubo de ventilacion, se decidi6 fijar la temperatura de
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extraccion en lugar de la potencia. Al fijar la temperatura del horno se inyectan las
microondas necesarias para alcanzar el valor requerido. Si el tiempo de irradiacion
es de 1 min a cada temperatura, el material graso no se elimina por completo (ver

Figura 24).

Por lo tanto, se trabajo con gradientes de temperatura escalonados. Los gradientes
de temperatura ensayados en el sistema MASE se muestran en Tabla 12 Se lleg6 a
las mejores condiciones de limpieza cuando se us6 la rampa de 90, 100 y 110°C. En
estas condiciones la cantidad de material lipidico extraido alcanza un maximo a los
3 min. Como se puede observar en la Figura 24, se requieren 9 ml de n-heptano
para eliminar todos los acidos grasos presentes en 3 g de muestra. Cuando esta
limpieza se realiza sin microondas, la cantidad de disolvente para extraer todo el
material lipidico para la misma cantidad de muestra es de 42 ml, y a su vez toma
alrededor de 42 minutos de trabajo experimental. Por lo tanto, es evidente que las
microondas aceleran significativamente el proceso de limpieza y que al mismo
tiempo ayudan a mejorar la eficiencia de la extraccion de las aminas, ya que al
mismo tiempo los analitos son gradualmente despegados de la matriz sélida, como
se puede notar en la Figura 25. Por lo tanto la extraccion MASE minimiza las
etapas de “clean up”, sobre todo comparado con los procedimientos tradicionales

de SPE que se emplean habitualmente [166]
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Figura 24: Optimizacion extraccion MASE.
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Figura 25: Cromatograma obtenido luego del pretratamiento de muestra de la
Seccion 8.2.1
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8.2.2 Limpieza del material proteico:

A la muestra resultante de la etapa previa, se le agregé NaOH 0,5M a fin de
precipitar proteinas y brindar el pH del medio, apropiado para después realizar la
MELLID. También es benéfico el uso del hidroxido de sodio, pues en caso de
quedar algin remanente lipidico, éste se transforma en los respectivos productos
de saponificacion, estrategia cominmente usada en procedimientos de limpieza

que emplean SPE. [167].

8.3 Microextraccion liquido- liquido I6nico Dispersiva (MELLID) “in situ”

Para maximizar la sensibilidad y la selectividad, se estudié y se optimizo el efecto
de los parametros principales que afectan a la MELLID, tales como el pH, cantidad
y tipo del “LI precursor” empleado como reactivo (soluble en agua) para obtener el
solvente extractante, cantidad y tipo de sal (NaPFs) que genera dicho extractante,

asi como también, el efecto salino y las condiciones de centrifugacion.

8.3.1 Seleccion del liquido idnico precursor

Es dificil seleccionar un liquido iénico especifico para una extraccion dada,
debido la gran variedad de RTILs con diferentes propiedades quimicas y fisicas
que estan disponibles comercialmente o que pueden ser sintetizados. Para la
MELLID in situ, el LI obtenido debe ser inmiscible en agua (o muy poco miscible),
mientras que el reactivo de partida debe ser soluble en agua. Ademas el LI
formado debe ser liquido a temperatura ambiente y mas denso que la disolucién
de la matriz para que las microgotas puedan decantar en el tubo de ensayo y
puedan ser facilmente extraidas; finalmente, el LI formado debe ser capaz de ser

inyectado directamente en la columna cromatografica. Sin embargo, este ultimo
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requisito no se cumple por lo general debido a la alta viscosidad del producto
obtenido; por lo tanto, se requiere la adicion de una pequeha cantidad de
disolvente organico para fluidificar la fase, aunque este altimo paso disminuira el
factor de enriquecimiento, EF. Teniendo en cuenta todos estos requisitos, el
[OMIM] [BF4], soluble en agua y el NaPF¢ fueron elegidos como los reactivos de
partida para la reaccion in situ. Ademas, el LI de partida fue sintetizado en nuestro
laboratorio. Es asi como el [OMIM][BF4] se obtuvo de acuerdo al esquema de
Figura 17 del inciso 7.1 y se adiciono a éste la sal NaPF¢ en exceso, con lo cual se

genero el hexafluorfosfato de 1-octil-3-metilimidazolio, [OMIM][PFé].

Cuando le agregamos a la matriz acuosa que contiene las AAHs, el LI de partida y
la sal inorganica, se forma una dispersion en la cual se genera el extractante in sit,
es decir, el [OMIM][PF¢] insoluble. De esta manera, se genera un area de contacto
“infinitamente" grande entre las microgotas de LI y la fase acuosa, lo cual por
ende, genera una mejor y mas rapida extraccion. El procedimiento MELLID
descripto en la parte experimental se aplico a 8 AAHs: PhIP, Trp-P-1, Trp-P-2,
AaC, MeAaC, DMIP, 4,8DIMEIQx, MEIQ y MEIQx. Se emplearon
concentraciones adecuadas de manera de no generar sobresaturaciones en la senal
y/o desaparicion de picos luego de la extraccion. Se observé que solamente se
extrajeron las 5 AAHs clasificadas como “no polares”, puesto que las “polares” no
fueron extraidas mediante ésta técnica. En la Figura 26 se muestran las estructuras

quimicas de las aminas no polares que se van a estudiar.

Para seleccionar las mejores condiciones experimentales de la técnica MELLID in
situ, se eligi6 inicialmente un procedimiento de optimizacion “paso a paso” y los
resultados obtenidos se utilizaron posteriormente en un disefio factorial

denominado “Disefio Central Compuesto”.
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Figura 26: Estructura de AAHSs “no polares” estudiadas en éste trabajo.

8.3.2 Optimizacién “Etapa por Etapa”

Los parametros que afectan el rendimiento de la microextraccion dispersiva
dependen de varios factores, como se discutio en la Seccion 2.3.2 y dependen de la
estructura quimica de los analitos (ionizables o no), tipo y cantidad de solvente
extractante y muestra, temperatura, etc. En este caso se estudiaron todas las
variables que, de acuerdo a trabajos previos, se considera que pueden afectar al

rendimiento de la extraccion:

e Relaciéon entre la cantidad de sal empleada como reactivo de partida
(NaPFs) para un volumen fijo de RTIL precursor.

e Cantidad del liquido iénico extractante

e Efecto del pH

e Tiempo de extraccion.

e Velocidad de centrifugacion.

e Efecto salino con diferentes concentraciones de KCl y MgSOs.
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8.3.2.1 Efecto de la concentracion NaPFe

La cantidad de NaPFs debe estar en exceso en comparacion con la de
[OMIM][BF4] con el fin de favorecer la formacion de RTIL insoluble en agua. Para
una cantidad constante de micromoles de [OMIM][BF4] de 12,8 umol (obtenido a
partir de 200 pL de una soluciéon con una concentraciéon de 18 mg/ml) la cantidad
de micromoles de NaPFs se varié desde 35 pmol hasta 285 umol. Como se puede
observar en la Figura 27 la cantidad de aminas extraidas aumenta con la cantidad
de sal inorganica anadida hasta 170umol. Por lo tanto, de acuerdo con este
experimento, el nimero minimo de moles de sal inorganica debe ser, al menos, 13

veces mayor que la cantidad de RTIL.
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Figura 27: Influencia de NaPFg en la extraccion de las AAHs.
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8.3.2.2 Efecto de la cantidad de liquido iénico precursor.

El volumen de disolvente de extracciéon es un parametro importante que
afecta el rendimiento de la MELLID. Teéricamente, un mayor volumen de
disolvente de extraccion se traduciria en una mayor recuperacion. Sin embargo,
esto puede terminar siendo una dificultad debido a la viscosidad del RTIL y al
hecho de que a mayor volumen se requiere mayor cantidad de disolvente organico
para fluidificarlo a fin de poder realizar la inyeccién en la columna cromatografica.
Todo esto disminuye el factor de enriquecimiento, EF. Por otra parte, como se dijo
anteriormente la generacion in situ del LI aumenta la efectividad de la extraccion.
El efecto del volumen de RTIL preparado in siti se investigé mediante la adicion
de cantidades crecientes de la solucion del RTIL precursor, [OMIM][BF4], el cual es
miscible en agua (18mg/ml) a una cantidad constante de NaPFs (170 pmol). En la
Figura 28 se puede observar que 12,8 umol de la solucién de LI puede ser
considerado como una cantidad optima para obtener una mejor eficiencia de
extraccion. Por lo tanto, la relacion 6ptima entre la sal inorgéanica y el RTIL es 13,

de acuerdo con el resultado anterior.

8.3.2.3 Efecto del pH

El pH de la muestra determina el estado real de las AAHs en solucion
acuosa dado que, como se dijo anteriormente, son compuestos basicos. Por lo tanto
el pH juega un papel determinante en la eficacia de la extraccion. La extraccion se
puede incrementar favoreciendo: (i) las interacciones de van der Waals entre el
analito con las cadenas alquiilicas del RTIL y (ii) las interacciones electrostaticas
entre el analito cargado y los iones del RTIL. Sin embargo, estas interacciones
coulombicas parecen no contribuir significativamente en el mecanismo de

extraccion mientras que las interacciones de van der Waals predominan en la
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eficiencia de extraccion [58]. Esta es la razon por la que se consideran a los RTILs
como liquidos “asociados”. Los valores de pKa para las AAHs estudiadas se
encuentran entre 4,4 y 8,6 [58]. Por lo tanto, con el fin de obtener las aminas en
estado neutro, se investigé el efecto de pH en el rango de 8.00-13.00 sobre la
eficiencia de la extraccion. Se puede observar de la Figura 29 que la extraccion
aumenta hasta un pH de 11. Este resultado confirma que el estado no cargado de la
molécula favorece el mecanismo de extraccion. Por lo tanto, un pH = 11 se puede

considerar como un valor 6ptimo para casi todas las aminas.
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Figura 28. Influencia de la Cantidad de [OMIM][BF4] en la extracciéon
(Concentracion de [OMIM][BF4], 18mg/ml; [NaPF¢] =170 umol).
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Figura 29: Influencia del pH sobre el % de extraccion

8.3.2.4 Efecto del tiempo de extraccion

Se defini6 el tiempo de extraccién como el intervalo que comienza cuando se
anade la soluciéon de NaPFg, al LI soluble en agua, [OMIM][BF4] (para formar el
RTIL insoluble en agua [OMIM][PF¢]) hasta que la mezcla se coloca en la
centrifuga. Por lo tanto la mezcla se dejé en reposo variando dichos tiempos entre
1 y 15 min antes de centrifugar. En la Figura 30 se puede observar que las sefiales
aumentan hasta los 5 min y luego se mantienen constantes hasta los 8 min, luego
de lo cual disminuyen levemente. Esto ultimo podria deberse a que los analitos se
encuentran inicialmente solubilizados en las microgotas de LI, y luego de

alcanzarse el equilibrio un pequenio volumen de IL queda solubilizado en la fase
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acuosa, arrastrando consigo una minima cantidad de analito. Considerando los

resultados, se puede notar que el tiempo de extraccion 6ptimo es 5 min.
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Figura: 30 Influencia del tiempo de extraccion.

8.3.2.5 Efecto de la velocidad de centrifugacion

La velocidad de centrifugacion fue ensayada desde 4.000 a 14.000 rpm. Estos
experimentos se realizaron trabajando en los valores optimos de las variables
previamente estudiadas. Como se puede observar en la Figura 31 la extraccion
alcanza un valor o6ptimo cuando la velocidad de centrifugacion es de
aproximadamente 9,000 rpm. Este hecho se debe probablemente a una mejor

separacion de fases permitiendo una separacion mas completa.
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Figura 31: Efecto de la velocidad de centrifugacion

8.3.2.6 Efecto Salino

Se estudi6 el efecto de la fuerza idnica, empleando KCl y MgSOs4, en la
eficiencia de extraccién de la MELLID mediante la adicién de cada una de estas
sales, en concentracion molares comprendidas entre 0,5 y 2M. En general, como es
conocido, el efecto salino hace disminuir la solubilidad en agua de la mayor parte
de los compuestos organicos neutros. Sin embargo, como se observa en Figura 32.a
y Figura 32.b en este caso se observé una disminucién de la recuperacion. Esto
puede deberse probablemente a una interacciéon coulémbica atractiva entre los
iones del LI y los iones de carga opuesta de la sal agregada. Por lo tanto, no se

utilizaron sales en la extraccion de los analitos.
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8.3.3 Aplicacion del método de analisis optimizado a muestras de hamburguesa

comercial.

Una vez obtenidos los valores 6ptimos para las variables que influyen en la
eficiencia de la MELLID, vy partiendo de la muestra libre de materia grasa, se
procedi6 a aplicar la metodologia descrita en la Seccién 7.5 y la técnica separativa
desarrollada en Seccion 8.1 a muestras de hamburguesas comerciales marca
“Patty”. En Figura 33 se muestra el cromatograma obtenido para una de las
muestras. Se puede observar la presencia de las 5 AAHs “no polares” al comparar
los tiempos de retencion con los de los patrones puros y, a su vez, chequeando la
identidad mediante la comparacion de los espectros de cada pico (obtenidos con el

detector DAD) con los espectros de la libreria disponibles en el software.

En la Figura 33 también se muestran las sefiales observadas para uno de los
extractos obtenidos con la técnica (optimizada en etapas) MASE previo a la
extraccion dispersiva. El primer pico en el cromatograma corresponde a la amina
DMIP, la cual es polar y fluorescente. Se puede observar que el tiempo de
retencion coincide con el del estandar puro, ademas de los espectros DAD. Este
resultado podria indicar que la extraccion MASE puede ser efectiva para
determinar las aminas heterociclicas polares, que no se extraen en la fase RTIL.
También se observa en el cromatograma que Trp-P-1 y Trp-P-2 se detectan como
picos muy pequenos antes del procedimiento MELLID, por lo cual las microondas
efectivamente ayudan a despegar los analitos de la matriz. Después de la pre-
concentracién, los picos correspondientes a las cinco AAHs no polares aparecen
claramente en el cromatograma. Las cantidades de Trp-P-1, Trp-P-2 y PhIP que se
encuentran en la hamburguesa se muestran en la Tabla 22 y se expresan como
ng/ml y ng/g con el fin de comparar con los resultados de la literatura. La
cantidad de PhIP encontrado en este estudio es muy similar a los reportados

previamente para hamburguesas cocidas de una manera similar [13,35,168].
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Ademas, concentraciones similares fueron encontradas en lomo de ternera y en
muestras de pescado a la parrilla [7]. Las aminas AaC y MeAaC estan presentes
por debajo del limite de cuantificacion lo cual también se observa en los trabajos
citados anteriormente. Las cantidades de Trp-P-1 y Trp-P-2 que se detectaron en
este trabajo son mucho mas altos (aproximadamente 10 veces) que los encontrados
en muestras de lomo de ternera y filet de pescado lo cual podria deberse al mayor
contenido de grasa de la hamburguesa estudiada, debido a que esto favorece la

formaciéon de las aminas [4,167].
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Figura 33. Senales cromatograficas de fluorescencia para: A) los estandares puros,

B) solucion después de la extraccion MASE y C) para el extracto de hamburguesa
después de MELLID
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8.4. Optimizacion de la técnica MELLID mediante disefio central compuesto

(DCC).

Los resultados obtenidos anteriormente mediante la técnica de optimizacion

en etapas podrian estar alejados de los verdaderos valores 6ptimos y si esto ocurre,

las cifras de mérito del procedimiento analitico se verian deterioradas. Es por ello

que se aplicé el procedimiento de optimizacion factorial denominado Disefio

Central Compuesto (DCC) descrito en la Seccién Experimental 7.5.2. En la Tabla

16 se muestra el diseno empleado (combinacion adecuada de tipo y valores para

las variables estudiadas) y las respuestas obtenidas para cada experimento. Los

mismos fueron realizados en un orden aleatorio para asegurar la independencia de

los resultados minimizando el efecto de los factores no controlados.

Tabla 16: Experimentos del DCC y respuestas obtenidas (IL: [OMIM][BF4]; sal:

[NaPFs]; pH)
Tipo de
Ensayo punto Variables Respuestas % extraccion
IL Sal pH
(umol)  (umol) Trp-P1 PhIP Trp-P-2 AeC MeaAc

1 Factorial = 14,2 189,9 104 9586 68,01 80,54 63,11 75,39

2 Factorial = 14,2 160,1 11,6 61,03 45,08 51,9 39,41 49,02
3 centro 13,0 175,0 11,0 96,09 66,87 8043 65,12 72,31
4 Factorial 11,8 160,1 104 4565 41,08 52,31 40,1 46,02
5 Centro 13,0 175,0 11,0 9596 64,23 81,31 68,03 72,93
6 Axial 13,0 175,0 120 9164 70,32 84,17 64,24 77,01
7 Centro 13,0 175,0 11,0 9699 70,82 843 68,17 76,44
8 Factorial = 14,2 189,9 11,6 101,07 73,11 904 69,01 85,54
9 Factorial 11,8 160,1 104 47 44,012 48,16 39,21 40,29
10 Axial 13,0 200,0 11,0 96,04 6893 80,38 6249 80,07
11 Centro 13,0 175,0 11,0 981 66,01 80,53 65,71 76,66
12 Factorial 11,8 189,9 116 6226 42,72 54,06 40,31 48,55
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Tabla 16: Continuacion
13 Axial 11,0 175,0 11,0 61,19 4564 58,09 40,01 51,91
14 Axial 13,0 175,0 10,0 96,23 72,75 76,91 59,09 70,16
15 Factorial 11,8 189,9 104 60,51 44,18 55,07 40,49 53,27
16 Factorial 11,8 160,1 11,6 49,01 36,95 50,09 41,26 37,33
17 Centro 13,0 175,0 11,0 9498 66,76 78,43 62,93 74,02
18 Factorial 14,2 160,1 116 57,25 4211 539 37,22 48,61
19 Axial 15,0 175,0 11,0 96,51 7049 79,19 65,36 76,48
20 Centro 13,0 175,0 11,0 9599 6493 81,55 65,1 73,03
21 Factorial 14,2 189,9 11,6 94,12 69,07 87,92 7434 87,99

22 Axial 15,0 175,0 11,0 100,65 75,44 84,32 68,09 73,27
23 Factorial 11,8 189,9 10,4 58,21 40,66 56 45,72 50,09
24 Axial 13,0 175,0 10,0 9499 69,02 80,83 55,59 67,95
25 Centro 13,0 175,0 11,0 94,03 66,65 82,44 61,39 76,19
26 Axial 11,0 175,0 11,0 58,03 43,05 60,48 43,98 48,23

27 Centro 13,0 175,0 11,0 9593 67,99 78,056 66,05 71,88
28 Factorial 14,2 160,1 104 62,33 50,27 53,72 43,281 35,15
29 Centro 13,0 175,0 11,0 96,84 66,79 80,67 66,9 72,54
30 Factorial 14,2 160,1 104 586 44,76 51,96 47,93 47,22

31 Axial 13,0 150,0 11,0 52,25 40,62 4525 35,09 39,49
32 Axial 13,0 150,0 11,0 54,99 40,54 43,03 37,75 43,33
33 Axial 13,0 175,0 120 9456 69,14 81,28 66,12 82,66
34 Axial 13,0 200,0 11,0 93,17 71,47 85,77 62,27 74,93

35 Centro 13,0 175,0 11,0 96,09 66,83 82,94 64,58 72,54
36 Factorial 14,2 189,9 104 9799 67,56 81,25 64,32 77,48
37 Factorial 11,8 160,1 11,6 53,29 32,33 45,61 36,04 41,04
38 Factorial 11,8 189,9 11,6 6503 4793 51,72 38,99 50,12

En la Figura 13 del Capitulo 5 puede verse un esquema representativo del DCC
empleado en este caso. Como se vio en la Seccion 5.5, el valor de a determina la
ubicacion de los puntos “estrella” y generalmente varia desde un valor de 1 hasta
«/f? , siendo el operador el que fija este valor de acuerdo a la region de interés y las

condiciones de operabilidad del dominio experimental. Considerando los niveles
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estudiados para nuestros factores y ante la situacién de ajustar el pH en valores tan

. . . . 4 [~k
cercanos entre niveles, elegimos para el disefio un valor practico de a =xV2" =t

L{/g= +1,68, equidistante a los puntos centrales del disefio. Las réplicas que se
realizan para el punto central cumplen con los objetivos desarrollados en la
Seccion 5.5. Ademas, para obtener tipos de ensayos (bloques) balanceados
incluimos un total de 5 puntos centrales en el disefo, distribuidos equitativamente

entre los distintos bloques.

Por lo tanto, el DCC construido para k= 3 factores, consistié en: pf= 23= 8, pe= 2x3=
6y pc= 5 lo cual resulta en un total de 19 ensayos. E1 DCC empleado en este trabajo

se volvié a repetir una semana después resultando en un total de 38 experimentos.

Estos ensayos se dividieron en 3 bloques realizados en 4 dias consecutivos. En el
“procedimiento en etapas” previamente utilizado se realizaron un total de 108
experinientos. Si bien estos se realizaron por triplicado, el nimero de experimentos

es mucho mayor.

Los resultados obtenidos mediante el DCC se utilizaron para construir un modelo
de superficie de respuesta (RSM) que considera las tres variables independientes

(k) y las interacciones entre las variables:

4 4 4 4
2
Y = 180 +Zﬁixf +Zﬂﬁxi + Z XX + Zﬁgkxixjxk T (28)
i=1 i=1

I<i<j I<i<j<k

donde Y es la respuesta, x; son las variables independientes codificadas, o es un
término constante, (i representan los coeficientes de los parametros lineales, Bi
corresponde a los coeficientes de los parametros cuadraticos, [3; los coeficientes de
los parametros de interaccion y € son los residuos asociados al experimento. En
cada modelo, los coeficientes fueron calculados por regresion maultiple aplicando la
estrategia de eliminacion por retroceso. Esta estrategia consiste en construir

inicialmente un modelo completo y evaluar luego cada término a través de un
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ANOVA para eliminar uno a uno los términos no significativos (a= 0,10). Esta
iteracion se detiene cuando todos los términos restantes cumplen con el nivel de
probabilidad fijado. De esta manera se obtuvo para cada respuesta un modelo
simplificado incluyendo en cada caso los términos significativos. Cada modelo se
validé finalmente verificando que el mismo resultara significativo para la prueba
de ANOVA con un p< 0,05 y que su falta de ajuste fuera no significativa con un
p>0,05.

De acuerdo al modelo obtenido, las condiciones experimentales 6ptimas para la
extraccion de las aminas se resumen en la Tabla 17 cuyos resultados son muy

proximos a los obtenidos mediante la optimizacion “paso a paso”

Tabla 17: Condiciones experimentales 6ptimas para la extraccion de las AAHs
estudiadas.

Parametros Optimizacién Optimizacion
optimizados “ Paso a paso”  mediante DCC
[OMIM]|[BF4] 12,8 umoles 13,87 umoles
[NaPFg] 170,0 pmoles 185,45 umoles
pH 11,0 11,00

En las Figuras 34-40 se muestran las superficie de respuesta para todas las AAHs,

con los maximos encontrados para cada factor.
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Figura 35: Superficie de respuesta para la amina PhIP
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Figura 36: Superficie de respuesta para la amina Trp-P-2
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CAPITULO 9 “VALIDACION DEL METODO PROPUESTO”

La metodologia MELLID se valid6é internamente mediante las cifras de mérito
descritas en Seccion 6.2 para verificar su desempeno: precisiéon, exactitud,
reproducibilidad, recuperacién, factor de enriquecimiento, limite de deteccion,

limite de cuantificacién y rango lineal.

9.1 Precision

La precision del método completo se evalué en términos de “repetibilidad” y
“precision intermedia”. La repetibilidad fue evaluada en el mismo dia por aplicacion
del método propuesto a tres muestras (réplicas experimentales) y la precision
intermedia se evalué a partir de seis experimentos idénticos e independientes
realizados durante tres dias consecutivos con un procedimiento similar al del
estudio de repetitividad. Los resultados se expresaron como desviaciones estandar
relativas (RSD%) de las areas de pico de acuerdo a la ecuacion 14 y se muestran en
la Tabla 18 Como se puede observar, los resultados son muy aceptables teniendo

en cuenta la complejidad y las etapas de preparacion de la muestra.

Tabla 18: Repetibilidad del procedimiento propuesto para cada amina después de
MELLID.

Amina Area Repetibilidad RSD%
promedio n=6 n=06

TRPP-2 5130 8,48 10,60

PHIP 2212 5,00 5,40

TRP-P-1 615 4,30 6,90

AaC 6560 7,80 10,90

Me AaC 4279 6,70 8,50
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9.2. Parametros analiticos y cifras de mérito

Para la validacion de la metodologia MELLID optimizada mediante el
procedimiento “etapa por etapa” se estudiaron las cifras de mérito mas
importantes para un método analitico, tal como limites de deteccion (LOD) y
cuantificacion (LOQ), rango lineal, exactitud y precision, factores de

enriquecimiento y recuperacién.

La linealidad de la respuesta se establecio a partir de seis niveles de concentracion
muy diferentes realizados por triplicado para cada amina. El fin del rango lineal o
limite superior de cuantificacion fue determinado utilizando un ensayo de falta de
ajuste (lack-of-fit) como se explicé en la Seccion 6.2.3. Este procedimiento se aplica
hasta que los datos se puedan ajustar a una linea recta de acuerdo a un criterio

estadistico F.

9.3 Rectas de calibracion y efectos de matriz

Las rectas de calibracion se realizaron dentro del rango lineal, en presencia de
matriz y sin la misma, a fines de estudiar si hay efectos de matriz en la senal
observada (area de pico). Se construyeron 3 rectas de calibracion: (1) recta de
calibracion para estandares (patrén puro) de cada amina disueltas en metanol, (2)
por adicion a la muestra obtenida después del procedimiento MASE de sucesivas
cantidades de solucién estandar y (3) por la adicién estandar a la muestra obtenida
luego del procedimiento MELLID. En el primer caso se utiliz6 metanol dada la baja
solubilidad de las AAHs en agua. Sin embargo, el metanol eluye con el frente de
solvente y las AAHs son detectadas en la fase movil sin matriz de muestra, tal

como hubiese ocurrido si se hubiesen preparado en agua pura. En la Tabla 19 se
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muestran las tres rectas de calibracion mencionadas, etiquetadas como “metanol”,

“matriz MASE” y “matriz MELLID”, respectivamente. Las pendientes obtenidas se

compararon estadisticamente usando un test f de acuerdo a la ecuacion 26 y 27 del

Capitulo 6.

Se observa en la Tabla 19 que las pendientes de las curvas de calibraciéon son muy

diferentes en estas matrices. De hecho, los valores de t calculados son mas altos

que el t’ y, en consecuencia, hay efecto de matriz. Por lo tanto, se debe emplear el

método de adicion estandar para la cuantificacion de las AAHs ya que permite

corregir los efectos de la matriz.

Tabla 19: Rectas de calibracion- efecto de matriz

Amina Rango Recta de Calibracion R2 Matriz t’ t
Lineal (n=6) (eq.26) (tabulados)
(mg/l)
Trp-P-1 | 0,0019-0,24 vy = (22863+460)x + (888+84) 0,99 metanol — —
y= (11710+141)x — (84+2) 0,99 matriz MASE 23,18 246
y= (11813+215)x + (872+12) 0,99 matriz MELIID 27,21 247
PHIP 0,002-0,5 y=(11833+165)x + (258+20) 0,99 metanol — —
y= (9482+214)x+(112423) 0,99 matriz MASE 8,70 2,62
y= (14082+115)x + (47+7) 0,99 matriz MELIID 10,6 2,92
Trp-P-2 0,001- 0,31 y=(30327+734)x + (459 +50) 0,99 metanol — —
y= (41653+3100)x+(364 +188) 0,95 matriz MASE 3,55 2,86
y= (38421+687)x+ (279 +37) 0,99 matriz MELIID 8,05 3,59
AaC 0,007-0,35 y=(21601+608)x +(332+4104) 0,99 metanol — —
y=(19376+423)x - (621 +73) 0,99 matriz MASE 3,00 2,91
y=(29374+774)x — (50+37) 0,99 matriz MELIID 7,89 2,93
MeAaC 0,008-048  y= (15718+296)x +(253 +47) 0,99 metanol — —
y= (15857+957)x — (200+80) 0,99 matriz MASE 0,13 2,70
y=(23431+488)x - (611,7) 0,99 matriz MELIID 13,51 3,89
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Los limites de deteccion (LOD) se evaluaron como tres veces la relacion senal a
ruido (3S/N) con el fin de ser comparada con los reportados en la literatura,
mientras que los limites de cuantificacion (LOQ) se evaluaron como diez veces la
relacion senal a ruido (10S/N). Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 20.
Se puede observar que se lograron LOD muy bajos (entre 0,06 y 0,3 ng/mL). Para
Trp-P-1, el LOD es similar a los reportados por otros autores, algo superiores para
Trp-P-2 y PhIP y menores para AaC and MeAoaC [14,27,56,57,145,167,169]. Hay
que destacar que los LOD obtenidos en este trabajo son mucho mas bajos que los
obtenidos para el andlisis de AAHs en muestras de carne por extraccion mediante
fluido supercritico (SFE) combinada con electroforesis capilar y deteccion
fluorimétrica [83]. Por otra parte, el LOQ para PhIP esta muy cerca del encontrado
por Murray en 1993 [44], que utiliza extracciéon liquido-liquido y GC-MS para

analizar carnes rebosadas y carne frita.

Tabla 20: LOD encontrados en este trabajo y en la literatura, LOQ y rango lineal
(RL)

Analito LOD LOQ RL LOD®?
(ng/mL)

ng/mlL ng/g ng/mlL ng/g ng/mL [1] [2]
Trp-P-2 0,58 0,06 1,90 0,21 1,96-120 0,30 0,41
PhIP 0,61 0,07 2,04 0,23 2,04-200 040 --
Trp-P-1 0,35 004 1,17 0,13 1,17-300 0,30 0,16
AaC 2,00 020 7,30 0,81 7,30-280 5,00 1,62

MeAaC 240 0,30 8,01 0,89 8,01-250 5,00 2,14

b [1] K. Skog, K Augustsson, G. Steineck, M Stermberg, M Jagerstad, Food Chem Toxicol.,, 35 (1997)
555. [2] A. Martin-Calero, V. Pino, J.H.Ayala, V. Gonzales, A M Alfonso, J. Lig. Chromatogr. Rel
Technol., 30 (2007) 27.
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9.4 Recuperacion y Factor de Enriquecimiento

Dado que no se cuenta con muestras patron de carnes cocidas, la exactitud
de las determinaciones se calcularon mediante ensayos de recuperacion. Por lo
tanto, las concentraciones encontradas mediante el “método del sobreagregado”
debe corregirse por el factor de recuperacion (R%) encontrado. Se anadieron
cantidades crecientes y conocidas, por triplicado, de cada AAH a la muestra
pulverizada de hamburguesa. Las recuperaciones se calcularon de acuerdo a la
ecuacion 21 (Secciéon 6.3) donde Cr es la concentracion de cada amina luego de la
extraccion dispersiva y Ca; es la concentracion respectiva en la fase acuosa inicial,
la cual contiene la amina originalmente presente en la muestra determinada

mediante el “método del sobreagregado” mas la cantidad de amina aditivada.

Con dichas concentraciones se puede obtener el factor de enriquecimiento,
EF, de acuerdo a la ecuacion 20 de la seccion 6.3. Empleando luego la ecuacion 21,
se calcularon las recuperaciones. Como se puede observar de Tabla 21, las
recuperaciones mas bajas fueron de 67% para Trp-P-2 y las mas altas de casi 100%
para Trp-P-1 mientras que los los EF mas bajos son de 19 para Trp-P-2 y 30 para
Trp-P-1. Las desviaciones estandar para las recuperaciones fueron muy bajos en

todos los casos.

La R% debe ser considerada como una recuperacion “hipotética o potencial”
y no la “verdadera” recuperacion ya que se asume en la determinacion que los
analitos adicionados interactiian con los componentes de la matriz de la misma
manera que los analitos originalmente presentes en la muestra. Como las
concentraciones en cada fase se determinan a través de rectas de calibracion para
calcular EF, y como la relacion de fases es conocida, entonces el calculo de R% es
directo. Estas concentraciones se obtuvieron de las rectas de calibracion de la Tabla
19 (ecuaciones etiquetadas como “Matriz MASE” y “Matriz MELLID”,

respectivamente).
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Tabla 21: Recuperacion porcentual (R%) y factor de enriquecimiento (EF) para las
AAHs estudiadas.

Amina Conc. Conc.

Adicionada Encontrada EF R% RSD%
(ng/mL) (ng/ml)

Trp-P-1 3,0 3,00 30 100 1,83
1,5 1,47 29 98 1,37
0,4 0,38 28 96 1,67
PhIP 2,0 1,58 21 79 1,07
1,0 0,76 22 76 0,65
0,5 0,38 22 77 1,60
Trp-P-2 12,0 8,04 19 67 0,06
3,0 2,01 19 67 1,34
3,0 2,04 20 68 0,87
AaC 7,0 4,90 20 70 0,30
3,5 2,55 21 73 0,29
1,5 1,06 21 71 1,57
MeAaC 5,0 4,20 24 84 0,81
3,5 2,94 24 84 1,70
1,5 1,26 24 84 0,38

Empleando las condiciones 6ptimas obtenidas mediante el DCC, se obtuvieron las

siguientes recuperaciones para las diferentes AAHs:

Trp-P-1: 104,68 %
Trp-P-2: 91,99%
PhIP: 78,45%
AaC: 73,61%

SR G U NN

MeAaC: 86,07%
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9.5. Contenidos de AAHs presentes en hamburguesas de diferentes marcas

comerciales y luego de diferentes formas de coccién

Se determin6 el contenido de AAHs en hamburguesas de diferentes marcas
comerciales, ademas de la estudiada en la anterior parte de la tesis, se emplearon
diferentes formas de coccion (al horno y a la plancha) para hamburguesas de
diferentes marcas comerciales, cocidas a 133, 208, 253 y 300°C. El analisis de las
muestras se realizé6 mediante la técnica MELLID optimizada mediante DCC. En el
caso de las hamburguesas cocidas a la plancha a 133°C, no se observo la aparicion
de ninguna de las AAHSs en ninguna de las formas de coccion, excepto la AaC en el
caso de la hamburguesa adquirida en una carniceria local, como se observa de la
Figura 41 A). Sin embargo, la senal detectada esta por debajo del LOQ, por lo que
no pudo ser cuantificada. Estos resultados eran esperados ya que se conoce de la
literatura que las aminas comienzan a aparecer a 200°C, como se dijo en la Secciéon
1.2 del Capitulo 1. A 208 °C, la maxima temperatura alcanzada en un grill o
“plancha” se detectaron las aminas Trp-P-2, Trp-P-1 y phlIP por encima del LOQ
pero AaC y MeAaC no pudieron ser detectadas en tabla 22 se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla 22: Contenido de AAHSs de la marca Patty (classic) cocidas a la plancha a
208°C.

Aminas Contenido de aminas
Hamburguesa Patty
(ng/g) (ng/ml)
Trp-P-2 4,30+0,40 12,90
PhIP 1,90+0,20 5,70
Trp-P-1 0,42+0,04 1,26
AC ND —
MeAc ND -
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La coccion en horno permitié alcanzar una temperatura mayor, 253°C. En este caso
se estudiaron diferentes marcas comerciales. De Tabla 23 se observa nuevamente
la aparicion de las mismas tres aminas detectadas en el caso anterior pero en el
caso de la marca Patty se puede observar que la cantidad de aminas detectada es
mayor. Para las marcas Good Mark y Swift se detectan cantidades menores a la
marca Patty pero nuevamente en la muestra de hamburguesa obtenida en una
carniceria local se obtienen cantidades mayores de Trp-P-2 y PhIP y similares de
Trp-P-1. El mayor contenido de AAHSs en la muestra de carniceria podria atribuirse

a un mayor contenido de grasa.

Tabla 23: Contenido de AAHSs (ng/g) de diferentes marcas comerciales cocidas en
horno a 253°C

Aminas Good Mark Swift Patty Clasic Carniceria
Local
TRP-P2 2,3+0,50 1,9+0,30 4,7+0,80 5,6+£0,6
PHIP 1,3+0,20 0,3£0,05 2,2+0,30 3,7£0,5
TRP-P1 0,5+0,05 0,48+0,11 1,7+0,09 1,6£0,3
AaC ND ND ND D /NQ
MeAaC ND ND ND D/NQ

A 300°C se observa de Tabla 24 un marcado aumento de todas las aminas en casi
todas las marcas comerciales comparado con las muestras cocidas a temperaturas
inferiores. Inclusive aparecen las aminas AaC y MeAaC especialmente en la
hamburguesa de carniceria. En Figura 41 se muestran los cromatogramas

obtenidos a las diferentes temperaturas.
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Figura 41: Cromatogramas obtenidos a diferentes temperaturas de coccién para
hamburguesa: a) asada a la plancha a 133°C; b) asada en horno a 208°C; c) asada en
horno a 253°C y d) asada en horno a 300°C (Se inyecto una dilucién 1:5).
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Tabla 24: Contenido de AAHs en (ng/g) de diferentes marcas comerciales
cocidas en horno a 300°C.

Aminas Good Mark Swift Patty Clasic Carniceria
Local
Trp-P-2 3,50+0,05 2,60£0,2 5,20£0,6 6,30+0,8
PhIP 2,30+0,30 0,70 +0,4 4,65+0,3 5,10£0,7
Trp-P1 0,20+0,01 0,6+0,07 0,40£0,07 4,25+0,6
AaC 0,82+0,02 0,95+0,2 Nd 2,80+0,2
MeAaC Nd 0,35+0,1 Nd 0,23+0,1
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CAPITULO 10 “CONCLUSIONES”

4 En este trabajo de Tesis se ha desarrollado una nueva metodologia analitica
para la determinacion de aminas aromaticas heterociclicas (AAHs) desde
hamburguesas cocidas. La metodologia consisti6 en una microextraccion
dispersiva liquido-liquido empleando un liquido iénico (MELLID) y posterior
determinaciéon mediante HPLC con detecciéon de fluorescencia (FLD) para la

cuantificacion y de arreglo de diodos (DAD) para el analisis cualitativo.

4 Se realiz6 un acondicionamiento y limpieza previa de la muestra empleando
energia de microondas y n-heptano como solvente de limpieza. Este proceso ayudo
a despegar los analitos de la matriz. El extracto obtenido fue sometido
posteriormente a la MELLID in-sitit (generando el liquido iénico extractante en la

propia matriz) para extraer y pre-concentrar los analitos.

4 Se optimizaron los parametros del proceso de limpieza empleando
extraccion acelerada con microondas (MASE) tales como tiempo de extraccion,
potencia, cantidad del solvente de extraccion y numero de etapas, y
posteriormente se estudiaron las variables que influyen en la eficacia de la técnica
de extraccion dispersiva, empleando un procedimiento “paso a paso” y un disefio
factorial (Disefio Central Compuesto). Los valores optimizados mediante el
procedimiento DCC fueron muy proximos a los obtenidos mediante la

optimizacion “paso a paso”.

4 La ventajas de la metodologia MELLID in-situ para la extraccion y
cuantificacion de estos compuestos cancerigenos/ mutagénicos radican en la muy
pequena cantidad de liquido id6nico empleada, la rapidez (alrededor 40
min/muestra) comparadas con otras técnicas tradicionales mas tediosas como la

extraccion en fase solida. Los altos rendimientos obtenidos, buena
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reproducibilidad y los bajos limites de deteccién logrados comparados con otras
técnicas; la precision del método (tanto intra-dia como inter-dia), es aceptable en
todos los casos de acuerdo a la complejidad de la muestra y los ensayos de
recuperacion realizados demuestran que el método propuesto asegura altos
porcentajes de recuperacion y adecuadas desviaciones estandar relativas, sobre

todo al comparar con trabajos de la literatura realizados sobre matrices de carne.

v En resumen se puede decir que el procedimiento, aunque ha sido aplicado a
una matriz sumamente compleja, es bastante robusto y eficiente, principalmente al
combinar las ventajas de la técnica MASE (cortos tiempo de anélisis, bajo costo,
poco consumo de disolvente) con la MELLID (simple, rapida, eficiente, con altos
factores de pre-concentracion y bajo consumo de disolventes organicos), por lo que

puede decirse que la técnica propuesta tiene muy bajo impacto ambiental.
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