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RESUMEN

= idezntificado por cromatografisz de zases bidimensicnal

La nmuestra fue preparada por el meftodo de anadlisis de vapoer

confinado "Head space', praevia determinacion experimental del

tales como: temperatura, tiempo de equilibrio, prasidén inicial,

relacidén fase vapor/fase sdiida

togtado.

foz de zazes. S& prepararon

Carbowax 20 M. las cualses se emplearon como precoliumna v columna
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Se demcstrd que por cromatogratia de gases bhidimensional

5 e
logra una mejor separacion de los compuestos i estudic,  gue
cuando ge emplean las columnas individuales ZE-54 v Carbowax 20M



SUMMARY

A good numbsr of volatile coffes compounds were ssparated

and identified by bidimensional gas chromatocgraphv.

T samnple was prepared by head-space analvsig, after a

-
6

previous experimental determination of the effect produced by

different variables on the senzitivity of fthe analvsis, such as
temperaturs, eguilibrium time, pressure, the relation of wvapor
phase to solid phases. grindins degree, and roazting degree.

In order to effectuate bidimensional chromatographv, it was

necessary tTo assemblse the svstem by coupling two 2as  chromato-

graphs. Twa capillary columns ware prepared: Z3E-54 and Carbowax
20M, which were aemploved as precolumn and analvytical <olumn,

It was =shown that bv means of bidimensional gas chromato-

graphvy, a better separaticn of the compounds under study is
achieved than that achieved bv the columnsz 3E-54 and Carbowax Z0M
taken separatelv or together.



1 ITINTRODUCCION

A pesar del impacto que han tenido lasg columnas capilares en

H

cromatografia de gasegs, consideraciones practicas v tedricas han
demcstrado que eg imposgible una resolucidn conpleta de los
componentes de una mezola complelia.

Loz detaectores eg mentacidon computariza-
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da cromatografia de gases/especirometria de masas han avudado en

el anadlisis de la composzicidon de mezclas compleias. De

satfcrtuna-

damente estos metodos no son aplicables a todas las clases de
compuestos .

Estas limitacionsg cromatograficas pueden ssr guperadas  por

el uso de la cromatografia de gases Dbidimensional la  cusl

involucra 1la sgeparacién ds los componentes de una muesira

empleandce dos columnas de diferente capacidad o gelectividad.

La crenatografia de gases bidimensional se ha empleade muy
poco, excepto en alguncs laboratorios especializados en cromato-
grafia de gazez de alta rescolucion. Esto es mas sorprendente =i
se considera gue con un costo moderado pusden montarse sistemas

relativamente sencillos.

Con este  trabajo se pretende diserfar, montar v poner  en
funcionamientc un sistema bidimensional para cromatografia de

s

Zases que permita  hacer frente a una variedad de problemas

analiticos dificiles. Tal pretencion tiene comoe base =1 trabaijo
pionere de D.R. Deans, quien demosztrd con claridaed la aplicacidén



practica de esta técnica.
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café&,
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por constituir su arcma una mezcla compleia gque contiene compues-

tos con un intervalo extenso de concentraciones, volatilidades vy
polaridades, los cuales dehken =epararse con mavor efectividad por

cromatogratfia de gaseszs bidimensiconal gus por cualquisr otra
técnica. Ademas, el café se ha convertido &n un producto muy

importante del comercioco internaciconal.

El analisilis del aroma del cafe ha inguietado a los guimicos
durante muchos afios. Sus esfuerzos han gido mas fructiferos a

raiz del desarrollo de la cromatografia de gases bidimensiconal.

De acuerdo con la bibliczrafia consultada, la separacidén de los
compuestos volatiles del cafe, lilevada a cabo por esta técnica.,

se ha realizado valiandeose de una precolumnna  empacada v una

columna analitica capilar v aplicando el siztema de purga v

trampa como metodo de preparacidn de la muestra. En este trabajo
se emnplean dos columnas capllarss v se prepara la muestra por =1
metodo de analisis 1 vapor confinadoe "Head space', que por  su
simplicidad., precisidn v bajo costo. actualmente estéd sustitu-

vendo a la técnica de purga v trampa en la mavoria de las
aplicaciones.

En la primera parte de la tes

(ﬂ

ge hace una breve revision
de alguncs téopicos de cromatografia de gases gue se consideran
basicos para =1 de=zarrollo de este trabajo. En 21 inciso <obre
la preparacidén de la muestra se explica con algun detalle el
analisis del vapor confinado "Head gpace” por congtituir el
3>preparacion de la muestra de los

metodo que se siguid para

ompuestos volatiles del cafe,

&



A continuacisén se revigsa el sistema Dbidimensional an
cromatografia de gases, por ser este el objetiveo principal de
esta tesis.

Debide a que sg= selecciond =1 café como la nuestra a

9]
ot
Q
mn
in
Q
o
]
0
1D
in
r+
M
<
n
U]
Q.
W
n
O
H
|_J .
o
@
o]

analizar se tratan algunos aspe

compuestos volatiles,

En la se=ccidén sobre =21 desarrollo experimental aparecen 1
montaje del equipo bidimensicnal v la determinacidén de 1las
condiciones de trabajo.

Por Gltimd, ae describen los resultados cbhtenidos con el

trabajo realizado v s& plantean las expectativas gque se conside-

ran impcrtantes de tenerse en cuenta en futurcos ftrabaics relacic-
nados con &1 analisis del aroma por cromatografia de gases

bidimensional.

n



2 ANTECEDENTES

Z.1 CROMATOGRAFIA DE GASES
S 2.1.1 Conesideraciones generales
"Cromatografia” esg un Término general para procesozs  de
separacidén, en los cuales log componenites de una mezcla se

equilibran repetitivamente =sntre dos fages; una de eztas fases ez

1

fija o estacionaria v la otra es movil. Cuando la fase movil es
un  gas, puede utilizarse un liquide o un =sdélido como fase
estacionaria, estog procescs scon llamados  Yeoromatografia de

particidén gas-liquide” v "cromatogratfia de particién gas-solide”
respectivamente. En 1la actualicad. g2 llaman simplemente

"cromatogratfia de sases' {(TG). Qecasiconalmente se encusntran las

en fase vapor), pero con pocas 2@Xcepciones, =23tas s=on predominan-
tes en la literaturs antisus (1) En el procesa de cromatografia
de gzases, la fase liguida sstacionaria =z confinada =n un tubo
largo. la columna. =n el cual, esta fase forma una pelicula fina

que =& distribuve scbre un =oporite granular inerte {columnas

empacadas) 0 se soporta como una capa delgada sobre la superfi-
cie interna de la columna {(columnas capilares). La columna, la
cual comienza en i1 invector del cromatégrafo de gases v termina
eh el detectar, =2 aiusta a una temperatura convenients v s
bariida continuamente con la fase gaseosa movil (zas acarreadaor).

0



Cuando se introduce una mezcla de compuaestos volatiles en el

inyector, cada constituvente es  barride hacia el detector,
siempre gue se ancusentre dentro del gas acarreador. Log compusg-

tos que son mas golubles en la fase liguida estacionaria, ==

encuentran en =1 gas acarreador con menos frecuencia v requieren

un  periodo de tiempo maéds largo para llegar al detector que los
componentes que son retenidos  con mencr fuerza por la fase

liguida; en consecuencia se realiza la =separacidn.

La informacidédn obtenida de un exvperimentoe cromatografico
esta contenida en el cromatozgrama, un  registro de la

concentracidn o pertfil de masas de los componentes de la musstrsa

N3

como una funcién de la accidn de la fase movil (2},

— La inf&rmaci&n» obﬁenida del cromatograma, incluve una
indicacién de la conmplejidad de la muestra basada 2n 21 nimero de
picos obsgervados (2). identificacidén cualitativa de los componen-
tes de la muestra basada en la detserminacidn exacta de la
pogicién del pico., evaluacidén cuantitativa de la concentracidon
relativa o cantidad de cada pico v una indicacion de la eficien-

clia de la columna (4} (5.

La figura 1. d= la pagins

=

1. reprezenta un cromatograma
tipico v puede usarsge para ilustrar losg  resultadeos que gse

obtienen en un analisis por cromatografia

de faseg (67 . Cuando

s0lo sale de la columna €1 gas acarreadoer aparecera dibuiada una

linea recta, la lin=a base. Cuando se =2luven log picos de la
muestra con el perfil de su concentracion, s= obtienen dos
parametros importantes: <l tiempo de retencidn (tg) v =1 &rea de=l

pico.



La cromatografia de gases (CG) presenta muchas ventajas, las
principales son:
- Alta resclucidn.
La CG puede generar miles de platos tedricos en  pocos
Las numerosas fases ligquidas existentes permiten separa-
ciones seléctivas, asi la CG provee una resolucidn que no =

posible por destilacidén u otras tecnicas.

|
[#3]

ensibilidad.
Una de 1las razoneg principales por las que se usa
ampliamente la CG en los andlisis es la sensibilidad
ooﬁseguida (7).
Debido a esta sensibilidad, la CG ez un método preferido
para el analisis de trazas. Otra ventaja de esta extrems
saensibilidad es la pequefiez de la musstra requerida  (micro-
litros).

- Velocidad.
La CG permits  lagrar rapidamente buenos resultadeos
analiticos (8} .
Muchas separaciones UGtilesz ge completan en 10 min. 2in
embargo, analisis de alta resclucidén en mezclas complejas
pueden llevar hasta dog horag.

- Analisis cualitativo.

El - tiempo de retencidn es caracteri

€3]

tico de la muestra y de
la fase liquida a una temperatura dada. Con flujo convenien-

te v temperatura controlada, 2l tw puede reproducirse

9

alrededor de 1 {8) v puede ser usado para avudar en la

0

(L

identificacidn cada pico.

U]



~ Andlisis cuantitativo.

El 4&rea del pico es proporcional a la concentracion, Este
concepto es Util para determinar la concentraclén de cada
componentes. La exactifud alcanzada con la CG depende del
detector, métode de intesracidn v  concentraciéon de la

rue=ztra (8).

Se puede obtener busna exactitud en una amplia gama de

concentraciones de la muestra, desde miligramos
nanogramos (61}.

idad.

s
O

- Simpl

hasta

Tantc las tecnicas como el instrumental de la CG =on relati-

Hh

vamerite sencilleos v faciles de operar vy comprender.

dizponibilidad de equipos totalmentes auvtomatizado

precics  gon razonables v pueden catalogarse de bajos

comparan con los datos obtenidos.

)

Las principales limitaciones de la cromatografia de

son lasg siguientes:

- La muestra deber zer volatil.

Existe
N sSuz
=1 se

Muestras no volatiles no pasan a traves de la columna. Con
la CG es dificil tratar compuestos idénicos, compuestos de

elevada polaridad v compuestoz de peso molecular supericor a

- Eg nrecesgarico =2liminar interterencias.

Muestras como las de orina o agua de rioc, no  pueden
invectarse directamente en una columna de CG. Estas
muestras de=ehen purificarse con disgsolventes, para eliminar

las sales v los compuestos de peso molecular elevado.



a qgue varios compuestos puedaen tener los mismos tiempos de
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por ejemplo un

espectromnetre de masas para confirmacidon de identi

ja R

dad (7).

pero ez muy dificil manipular cantidades d= un grame o

mavores. Las c¢columnas nornales de CG

W

e sobrecargan con
nuestras de 10 miligramos v las columnas de mavor didmetro

no son tan eficientes (6).

2.1.2 Instrumentacion.

Los elementos basicos en un sistema para cromatografia ds
gases son: <llindro de gas acarreador, control del flulJo de gas

invector, termosztato d
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El propdsito primario del sazs acarreador es transportar los

componentes volgtiles de la muestra a traves de la columna. El
gas debera ser inerte v de alta pureza. Laz impurezas, an
especial oxXigeno v agua, pueden alterar guimicamente la fase
liquida vy por consizguisnte, meodificar los tiempos de retencidn.
- Contral del flujo de gas

El contreol del fluio de gas acarreador es esencial tanto

para la eficiencia d

ti]

la columnra come para €l analigis cualita-
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tivao. E1 flujo édptimo debe determinarcse experimentalmente.
Existen diversos mecanismos para el control del lujoe de
gas, los mé&s sencillos =zon valvulas de aguia gue funcionan como

restrictores del flujo o valvulas de diafragma quse proporcionan

[

una prezidén constante a2 la entrada de la columna. Los controles

mas compleijos son las valvulas diferenciales de flujo, las

m

que

proporciconan un flujo masico constante (8).

- Invector
La entrada de la muestra deberd permitir la introduccién de

una amplia variedad de muestra v su mezclado rapidae v cuanti

t
w

tivo con la corriente del gas acarreador.

Para conseguir la mejor forma del pico v la resolucid

n.
a

maxima deberd usarse la minima cantidad posgsible de mnuestra
Mientras mas componentses congtituvan 1la muestra, mas grande

debera ser su tamalio.

El control de la temperatura de la columna es uno de los

procedimientos mas faciles v eficaces para promover la

La temperatura de la columna debesra ser suficientemente alta
para gue el ansdlisis se efectus en un plazo razonable v suficien-
temente baja para lograr la separacion deseada.

La - temperatura programada, que es un aumento lineal de la

temperatura de la cclumna con el  ti

m

mpo, es muy util para

muestras de mezclas con punteos de ebulliciéon muv diferentes; las

n

ﬂ)

trazas pueden facilmente distinguirse de la linea base vy el

fiempo total de analisis o8 mas cortoe (7).
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Columnsa

El objetive. primaric de la cromatozrafia de gasez <2 la
paracidén, v &sta la efsctiua la columna.

El escoger la columna apropiada ez la deci=idn mas importan-

en una busna técnica cromatografica. La fage ligquida == 1la

sponsable de lograr la separacidn de los companentes de una

zcla, actuandoe como disolvente diferencial.
Para seleccionar una fase liquida, deben tenergse en cuenta
8 siguientes criteriocos: eficiencia del disolvente, limitaciones
la temperatura, solubilidad abscoluta v la disponibilidad.

Existen dos tipos de columnas:

J_l

~-— Columnas empacads
Conveniesntes para tratar me=zclas simples.

—— Columnas capilaras.

Son apropiadas va
que estas re
En el inciszo as

Ez un dispositivo que indica v mide la cantidad de componen-

s separados en 21 gas acarreador.

Log detectores pueden ser clasificados como integrales ©
ferenciales (2)

Ze aexplicara con algun detalle, =21 detector de ionizacidn de
ma (DILL), por =zer <1 utilizado en el presente trabaio.

El funciconamiento del DILL se bagsa en <21 principio de que 1a
nductividad electrica de un gas esg directamente proporaional a



la concentracidén de las particulas cargadasg dentreo del gas. La

llama dioniza algunas de las moléculas orgéanicas presentes en la

corriente gaseosa. La presencia de particulas cargadas origina
una corrisnte, que fluve en el sgpacic entre loz electrodos v a

través de una resistencia. La disninucidén de potencial resultan-

dor (8}
El mecanismo de produccidn d= iones en llamas es complejo vy
atn pobremente entendide (2) La energiza térmica de la llama es

U}
(b

muy baja para explicar la produccidén de icones v en  z=neral

reaccicones gquimicas muy exolérmicas es retenida por moléculas

orzanicas v conduce a la iconizacidn. - Dos etapas se consideran
importantes en este proceso de ionizacién: la formacion del

radical con ausencia de oxigenco v la ionizacion quimica de

radicales formados por adtomos excitados. Al final de una cadena

de reacciconez, en las cuales el metanc ¢ 21 radical metilo

parecen ser un intermediario clave. la reaccidn gue ocurre  ge
muestra a continuacion:

CH- + 0% — CHO™  + &=
Como una consecusncia del mecanismo del DILL, cada a&tomo de
carbonc capaz de hidrogenarse, produce la misma sefial v la

respuesta total del detector a la sustancia analizada es propor-

cional 'a la suma de ==gtog &tomos de carbono "efectivos'. La
respuesta eeg mavor para hidrocarburos., siendo proporcional al
ninerc de  atomos de& carbonog an tanto gue sustancias  que



respuestas, dependiendo del caracter heteroatomo-carbono v de la
afinidad electrdnica de los productos de combustidén. La respues-
ta producida puede ser explicada por series compleias de

reaccicnes de recombinacidén v procesos de captura de elsasctrones

resultando en una corriente de ionizacidn més  baja. Par un
detecteor que opera bajoc condicicnss optimas, la cantidad minima
detectable de mstano esta en el rango de 107 3z 1G-1= Z/g.

E1l DILL responde a los compuestcs organicos. Entre 1las
sustancias qgue no dan respuesta  figuran: aire, agua, Zases

El DILL ez un detector muy sensible v zu intervalo lineal es
muy amplioc. Por su alta sensibilidad, combinada con su extenso
intervalo lineal, =z un excelents detector para =1 analisis
cuantitativo de traszas Las ventalilas anteriores adenas de su
gimplicidad de construccidén v operacion, han hecho del DILL el

detector mas popular en CG.

2.1.32 Columnas capilares
En 1957, Marcal Golav mosird tedricaments que un  tubo
abierto de diamstro internc paqueno, recubierte con una delgada



pelicula liquida seria por lo menos docientas vecaes mas eficiente

gque una columna empacada {(1D). Asi nacid €1 concepto de columnas
de tubo abierto para cromatogratfia de gasesg, cuva tecnologia =e
degsarrolld en £l siguiente cuarto de ziglo, lo suficiente para

La eficiencia fTedérica de las columnas empacadas esté
limitada por la dispersion intrinseca de las wmoléculas del
soluto, asociada con la multiplicidad de la travectoria del flujo
a través del empaque v por diferencias en retencidén, resultante

de la distribucién desigual de la fase liguida a travées de las
particulas. Por el contrario, la eficiencia de una columna de

tubo abliertoe depende sclamente de la velocidad de transferencia

de masa en la fase liquida. La eficiencia de una columna de tubo
abierto scbre una columna empacada puede demostrarse mejor por un
ejenplo: el anilisis de una muestra de agua de rice (2) (figura 3)

cromatograma  obtenide con  la columna de  tubo  abierto. Una
desventaia de las columnas de tuboe abierto es gue poseen mas haja
capacidad de muestra que laz columnas smpacadas.

Las columnas de tubo abiertc son mas conocidas como columnas
capllares. Zin emnbarsgo, la primera denominacién describe mejor
su principal caracteristica: perco cualgquiera de los dos términos

Mumerogos materiales =se nan usado para tfabricar columnas

cagilares: acero inoxidable, niquel aluninia, cobre, etoc. En
gensral las  columnas Jde metal exhiben actividad catalitica v
absortiva. Log  tubos de plastico v nvlion son dificiles de
recubriir - v presentan egtabilidad termica limitada. Columnas de

Y
T



Col. empacada 5 2
3m/2mm
ov-i

200°C PLOAN 25°C
Col. capilar
35m/0.28 mm
ov-i 4
Czy Q
Lo oAbl A .
i70°C 286°C

Figura 3

‘Comparaciébn de una separacidn tipica sobre una co-
+lumna empacada v una columna capilar.
(Muestra: agua de rio. (referencia 2)

F

teflén modificadas por breve reaccidn con una salucion de
naftalato =sddico pueden ser recubiertas con  fases liguidas
polares {12). Ninzuno de los materiales c¢itados anteriormente
ha encontrade amplia aplicacion. En la actualidad, las columnas
capilares se preparan de vidrioe sdédico, borosilicatao, o vidrios
de eilice fundida. Unn hecho importante fue la introduccién de

columnas de =zilice fundida flewible por Dandeneau v Zerenner an

1979.
El mejor componente de los vidrios empleados para prsparar
columnas capilares es la silice. La silice fundida preparada por



hidrélisis térmica del tetracloruro de =ilicio,. es esencialmente
silice pura., conteniendo menos de 1 ppm de impurezas metadlicas.
La superficie del vidrioc de silice fundida es relativamsente
inerte, contiene principalmente grupcs silancl v giloXano. La

presencia de 1los grupos silanol e&s  responsable del caréacter

acidico rasidual del vidrio. Tratamiento con temperaturas altas
en una atmésfe inerte pueden reducir la concentracidn de grupos

de silanol a muv bajos niveles (13).

Cazi todas las éolumnas capilares ugadags corrientemente son
circulares con diametros internocs en =1 rango de ¢.05 a 1.0 mm.
La teoria predice gue la etficiencia de tales columnhas puede
incrementarse por induccidn con un mezclador radial a lo larsgo de

la ftravectoria de fluio para minimizar la contribucién de 1a

transferencia de masa en la fase gasecsz=a al valor de la HETP de=
la columna. Se han preparado columnas capilarses de diversas
formas gecmetricas: helicoidales, ovaladas, cuadradas v
serpenteadas (14). Estas columnas son dificilegs de recubrir v

practicamente no se ha demcstrado su  szuperioridad sobre las

-

columnas capilares circulares.
Uno de los principales problemas en cromatografia de sases
fas:

se refiere la eleccidén de 1

)
W

i

estaciconaria; de ésta depende
an  forma importante, la resclucidn alcanzada.
Para que una sustancia pueda usarse como fase estaciconaria
en CG debe reunir ciertas caracteristicas:
-~ Ser un liguido a la temperatura de trabajo.

- Poseer astabilidad tarmica.

4]
C
3
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0
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- No reaccionar guimicament solutos, 21 soporte o el



- Tener baja presidédn de vapor a la temperatura de trabalio.
Lazs fases comerciales en su mayoeria son polimercs de alto

pesc molecular gue cumplen con loz requisitos mencicnados

=
il

selectividad de 1la fase depende de los grupcecsg funcionales
presentes.

Las fages estacionarias en CG puseden agruparsze =n: silicones

no polares v medianamente polares, glicoles, ésteres v ftalatos
(15). De  acuerde a ezte criterio, muy pocas fases presentan

Cuando se  requiere una seleccidén réapida de  la fas

)

estacionaria, s& recurrs & la clasgificacion dada por alguno

9]

autores (13) v/¢ que =lloszs han llamado fases preferidas:

|

Dimetil silicéon (OV-101., SE-20, 5P 2100)

—ciancpropil silicon (Silar-10Q)

- Triflucrcpropil silicén (OV-210, QF-1, EP-2401)

- Polietilen g1li

("l

0l, {CW-2Z0M, PEG 20 M)

Para el presente trabajio =ze escogieron las fases SE-54 v
Carbowax 20M, va que la primsera pertenece al grupo maenos polar v

las columnas capilares de la misma son muy eficientas

m
m

inertes.

D

La s=esgunda fase pertenece al grupo mas polar v entre ambas

representan casi el 807% de lags separaciones realizadas por CG.



Sug estructuras se muestran a continuacidn:

SE-54 Carbowax 20 M

. — e
l"(T o~
(oTlsy O
| ?
—_— 51— o =i 55% polar
! |
i |
4 e ~ -~ -
CH CH= Tyim B0 2o
L 0.95 L 1 o.os

2.2 PREPARACION DE LA MUESTRA
En  la praparacidn de la muestra para el anadlisis por CG  =se
encaran dos problemss  principales. Uno ruede llamarse

aislamiento que consiste en la separacion de log volatile

0
Q.
it

usadoz  con mas frecuencia en el aigslamiento v/o concentracion de

volatiles involucran técnicas de destilacidn, extracciéon v
adsorcion. Estas etapas pueden cauzar cambics cuantitativos en
las relaciones de las sustancias recuperadas, v oalgunas pueden
causar cambios cualitatives gzenerando nuevoz volatiles O
desapareciendo lcs existentes (1), Un punto critico &s gus losg

M

erroras  cometidos =2n las  primeras etapas  del  aislamiento v

concentracion no pusden ser corregides en las
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técnicas de enriguecimiento de trazag. La teécnica de enriqueci
miento puede ser general, por ejemplo: adsgorcidén de sustancias
organicas del agua, o puaede ser sgselectiva, por ejempleo: la

adsorcidén por intercambic idnico de compuestos acidicos del agua.

Egte nltimo eijemplo representa enriqauecimiente v limpieza de 1la

muaestra.

Los adgorbentes conunmente usados son (2), (16): carbén,
polimeros poroscs macroreticulares, fases de poliuretanc, raesinas
de intercambio iodnico v fases de silica zel normales & inversas

2.2.5 Tecnica de purga v trampa.

Se usa esta técnica alternativa cuando las sustancias se
encuentran en concentracliones bajas v presentan un coseficiente de
particidén desfavorable.

Cuando =e enplea un gas  para  remover las zustanciasg

la cual una

st

organicas volatiles de un liguido, la velocidad
sustancia &5 removida de la solucidén estd dada por la siguiente

-

ecuacisén (2), (17):

We .ot

L = a¥p - {2-1)

Wen Vs + HmVo

Wea = Cantidad de musstra en un instante dado

We= = WUm al inicio del experimanto

¥ = Velocidad de fluic del gas de arraste

Vs = Volumen del Zas que pasa a hraves del liquide =n =1

tiempo t.

. = Volumen de nuestra

t = fienpo de aryvastre

B b

PR



Este meétodo &5 una extensidn del analisis "Head space"” (ver

2.2.7). Un flujo continuo de gas =g barride sobre la superficie
de un liguideo. 1ll=svando los veolatiles a una trampa donde son

acumulados para anali=zis postericor. Este metodo se usa rutineria-
mente en laboratorios que disponen de aequipe automatizado. En
general se elige para la determinacidn de veolatiles orgénicos &n
agua. Esta técnica presenta ciertas desventalias, por ejemplo,

contaminacidén cruzada cuando se analizan nuestra de diferents

1.’

concentracidén: la presenf*a de impurezas en €l gas de purga; v &1

acoplamiento del gistema trampa-purga al cromatdgrafo de

m
m
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m
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La pirsdlisis accplada a CC ez un método que emplea calor

s

rara transformar i

{

n  compuesto en una serie  de praductos

volatiles que son ca fte

O

m

zticos del compuesto original. Las
reacciones iniciales involucradas en la mayoria de 1los materiales

orgénicos se llevan a ¢

GJ

bo por generacidén de radi

[y]

ales libres &l

n

romperse un enlace sencillo o por la =2liminacidn unimelecular de
moléculas simplezs como agua o diasaxido de carbono. Las reaccicnes
subsecuentes de estas espacies, generalmente por reacciones  de
combinacidn, dan productos caracterizticoz de la muestra
original.

La pirolisis acoplada a cromatografia de gase tiene
aplicacionaes en guimica de polaimeros, gecguimica v analis=sis
biomolecular (18}, Se concocen tres metodos de pirdlisis: modo

continuo, modo pulsado v desintesgracidon laser (19),



b
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.7 Técnica de muestreo de vapor confinadoe "Head space'.

Esta técnica se axpone en detalle por considerarze muy

importante para el presgente trabajo.

Es un metodo indirecto en el cual, la muestra se encuentra
en un sistema cerrado y la fase vapor gue estd en eguilibrioc

térmico con &£1l1la, s=2 analiza por cromatografia de zasses.

=1

La mavoria de 1los aromas naturales v gintéticos son una

mezcla compleja de compuestos volatiles., El1l arcoma depende de las
gustancias guimicas presentes. como tambien de =zus cantidades
relativas v absoclutas. Sin  embargo, un compuesto voléatil
presente a nivel. de‘ trazas puede sger ur contribuvente
significative del sabor v de=l aroma. La cromateografia de zZases

f—

es usada rutinariam=snte en la caracterizacion del sabor v de

conn el bjeto de: ~Identificacién de

)

velatiles en materialses gue ocurren en forma natural. -Caracteri-

zacidn de nuevos compusstos potencialmente Gtiles con relacidn al

aroma ~Conseaervacién del aroma v del sabor en alimentos v
productos de consumc. -Determinacién de la fuente de sabores v

aromas indeseables en determinados productos (20).

La mavoria de laz técnicas de pretratamiento. CONSUmen
tiempo Vv reguieren =1 uso de solventas, (los cuales puseden con

frecuencia introducir impurezas) v no son facilmente automati-

zadas. Por rapide=z. simplicidad, precislidén v  automatizacion:
el anaédlisis '"Head space” =23 el método seleccicnado. Un  hecho

distintivo de la técnica "Head space'" es que la informacién

quimica contenida en la faze Zacecza ze usa nara determinar la



El dezarrollo de métodos '"Head space'" abre extensas

cagos irremplazable v muy afectivo.

Existen meétodos "Head space'" basados en el muestrec del
vapor encerrado en un sistema estatico. Una interegante e
importante perspectiva es la transicién al andlisis cromatogra-

fico de la faze :

I

aseoza &n  sistemas abiertos, esto s, el

{

anadlisis del gas gque fluve a través de una sgolucidn analizada

La variacién inversa, equilibrio de concentracidén de micro-

o

impurezas de gases sobre fases estacionarias cromatograficas, fus

propuesto indepaendientemente por analistas checoslovacos '

Los métodes cléaszicos para 1 aislamiento v concentracién de
componentes  volatiles han sido revisadosg por  Weurman 23

Weurman indica que el contenido de veolatiles +totales de  una

]

sustancia esta relaciconado con la composicidén de los voléatiles
"Head space'" d=  esa sustancia, por la distribucien de esog
compusestos en el interior de la misma v ademas por su  estado
fisico. La figura 4 de la pagina 234, ilustra este punto. AUn
cuando la cantidad total de volatiles es cualitativa v cuantita-

tivamente la mizma en los dosg ejemplos, 1 presionez de vapor de

[sU]
0}

los componentes v sus concentraciones

o]
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diferentes, debido a que la distribucién de los componsntes no &g
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la misma. La inveccidon directs

simplicidad atractiva

resultadozs satisfactorios (1),

sustancias cuyas presiones
ésto es, =2i estin presentes en

apreciables para activar el detector,

Aungue una inveccién "Head space’

de

de

vV para muchas muestras

=2

un gas '"Head space

puads

de vapor son suficientemente altas,

"Head space'
entonces produciran picos.

zgrande contendria gran cantidad

materiales menos volatiles, las invecciones grandes no son
congistentes con lasz bandas de sclutos v los picos, va que
préducen ensanchamiento de bandas, picos traslapados v pobre
resclucion.
3cn muchas lag ventajasz de la técnica "Head space'’, las
cuales hacen que ésﬁa sea mas atractiva gue los metodos alterna-
tives para 21 anédlisiz del aroma  (20) Las ventajaz més
importantes son:

- Z2 ninimiza la preparacidon .de la muestra o se =2limina del
todo La técnica es aplicabkle & sdlidos, liguidcs,
emilsiones, pastaz v mezclas de fases; las cuales s=on
simplemente pesadas o pipeteadas en un vial de 12 a 22 ml
Se eliminan destilacicones v extracciones.

- Las muestras pueden ser eguilibradas a temperaturas desde
cerca de la temperatura ambiente hasta 150=C, permitiendoc al
guimico =scoger la temperatura, la cual da la mavor sensibi-
lidad evitando la degradaciéon de la muestra.

- El pico del solvente, el cual con frecuencia interfiere con
los wvoldtilez de interes., es generalmente eliminade del
todo, no hav nacesidad de introducir solventes en  ninguna

£
<



- E1 analisis '"Head sgpace" resulta en un Taromagrama' ma

real, ees asi como los componentes volatiles dete

muestreo ""Head space

ctado

)]

0]

pCr

estdn en la misma proporcion relativa,

como zon detectados por el clfate
- Debido & que la muestra entera &z voliatil, los tiempos d=
andligis s=son més cortesz v las columnas mas  largss.  Con

muestreo "Head space" es poco frecuente trabajar c

temnperatura limite de las columnas.

- El acoplamiento de los sistemas "Head space-cromatografia

de gasges-espectromnetria de masas (HS-CG-EM), Ccons
herramienta podercosa para la identificacidén de vola
cualquier muestra.

- Loz andlisis cuantitativos pueden ser ej=cutados

tituve una

tiles en

por  las

métodos usuales (estandar interno, estandar externce, adicidn

estandar) o por extraccion "Head space” miltiple
Hayv wvarias formas de mejorar la sensibilidad del
muestreoc '"Head space

- Ajustando el pH de la zclucion de manera que =2

[4)]
ad

#ista princ mentes en la forma no disociada,

]

concentracion del analito en la fase gaseosa

- Usande =1 efecto salino por adicidon de una =sal inor

una eoluciaon acuosa, g un no electrolito como el
solvente orgénico miscible.
- Por ultimo. elevando la tenmperatura de la muestra

aumente la presicn de vapor del analito v por lo

o]
ot

cancentracion e a face gasecsa.

24), (25).

metodo de

1 analito
porgue la
proporcio-

solucidn

g&nica a

g

JEUua a un

para gque

tanto su



2.2.7.2 Principicos ha=icos del anidlisis "Head space’.

Los principiocs de los métodos de analisiz  cuantitativo
"Head space" se basan en condiciones termodinamicas de las fases.
Estas condiciones requieren de la existencia de ciertas interre-

la sustancia entre las fases coexistentes de cada 1 componentes

en cada j fases de eguilibrio se describe por la igualdad de

Pero el potenciél qgquimico del i-&simo componente en la j-avs

fase es una funcidn de =zu concentracicon Ci;°9 =n la fazs dadza {(mas
correctamente de su compeozicidén). Asi de (2-2)1., ze desprende gue

La relacioen {2-32) puede servir como base para establecer la

n

composicién de una de las fases. Los indices de la funcidén
FaF»TE  reflsjan la dependencia de C,F + O,FT con la naturalsza

de un componente dado i v 1la correlacidn con las fases I v TI1.
Ez necezario tomar en consideracidn que los valores de  f,r-IT
los  cuales =on una funcion de la composicidn de las  fases

dependen tambien d= parametreoz de equilibric come temperatura Vv
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pronunciada), v del método de expresidon de concentracion.

En general, bpara propositos analiticos, no es necesario
egstablecer 1la forma de la funcién f, porque se puede ugar
estandarizacidén enmpirica por 2Zréficas computacionales o tablas
bajc condiciones estrictaments especificadas. Sin embargo., para
la mavoria e las aplicacionez modernas "Head =pace', en la
determinacidén de impurszas en bajas concentracionses, el caso mas
sinmple de dependencia funcional §F(C), adquiere una especial
importancia, una proporcionalidad directa entre concentraciones
del componente dado en el equilibrio de fases:

CT = Eozx {243

El coeficiente de proporcionalidad K es llamado coeficients

de distribucidn, v estéd determinado por los niszmos factores gque
influven en los valores de la funcioen f{C) . losg cuales se dieron
anteriormente. La lev mas zimple de distribucién (2-4) es valida

en muchos sistems

conjunto de condiciones de las fases; ademas bastante limitado

Ha = i o+ BT 1n | 3"1’:1) (;,._5)
v rescelviendo para lag fases I vy II en terminos de (2-2). se
obtiene



W, T pP=IT L =T
in = e (2-7)
BT
El término de la derecha, el cual contiens la diferencia
entre loz valores estandar de los potenciales quimicos del i-esimo
componaente en las fases I v I1 es una constante a temperatura ¥
presisn dadas. En consecuencia, la relacidén de actividades Xixi
en diferentes fases tambilien debe ser constante.
Yizw =
________ = Ka (2-2)
s TTw TX
La relacidén de lag fraccion=s mol X%/, TF  zuardarid su
intezridad sclamente =i los coeficientes de actividad permanecen
uniformes ( Yi = ;Jnsﬁ:nte), come  &en  diluciones maximas v
scluciones ideales En =1 nitimo casc Xi = 1 =z=cbrs taodo =1
intervalo de concentraciones 0 3 1.
Azi, la levy de distribucidén éoma la forma:
YT = K, = (Z2-93
que gerad usada sin limitaciones de concentraciones solamente en
sistemas heterozén=os, en  los cuales las  tases puedan ser
consideradas como scluciones ideales. En solucicnes realss, 1a
consistencia de la relacidtn de concentraciofnes KT/, T1 o=
mantiene en tanto gue Xy ——-—--- 0,
Ez convencional =n el método de analisis "Hea spaca”

considerar la fase liquida o golida, cuyva composicidn
determinada como fase I v la fase gaseosza, como fase II.

I

Pt



2.2.7.3 Instrumentacisdon para el anadlisis "Head space’.
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introduccidén de muestras gaseosas (21). La condicidn obligatoria

de preparacién de la muestra para =1 anélisis es el mantenimiento

]

de una temperatura constante y altamente reproducible en el
recipiente de eguilibrio. Ademas, el proceso de introduccidon de
muestra debe asegurar que no hava péerdida de la sustancia en  la

n

fase gaseosa del recipiente. El metodo seleccionadce para la

introduccidén del gas debe asegurar que 1 equilibrio en el

M

sistema se mantenga Yy gue no hava pérdida de las sustancias
analizadas, debe darse atencidn especial a la posibilidad de la
condensacidon de los vapores saturados sobre las conexwiones en el
sistema de flujoc del sas, las cuales estéan a temperaturas mas
bajasr gue la de la solucidn investizadss. Log camhios en 1la
prezidn pueden llevar a perdida del equilibrio =n el sistema v el

correspondiente cambio de la concentracién de los componentes

analizados en la fase zZaseosa. Los dispositives usados en las

variaclones estaticas del anélisis "Head space” para introduccidén

del gas dentro del cromatégrafo, sa dividen en dos 2rupos
b&sicos. Un tipo., usa recipientes a volumen constante para el
establecimiento del esquilibrio. Las muestraz tomadas de esos

recipientes son generadas a presiones variables. El otro tipo de
dispositivo <e aplica a zistemas de volumen de fase gaseosa

variable v el muestreo se llava a cabo a presidén  constante. El

]
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principio de presidn constante ge realiz: en aplicaciones

practicas en todas las variaciones dindmicas del an&dlisiz  "Head
spaca" Cada uno de estos tipos de dispozitivos tiene ciertas

ventajas v limitacicnes que deben ser consideradas cuando =se
selecciona el método de preparacisn de muestra, tipo de analisis
cuantitativo v metodo de introduccidén de la muestra gaceocsa
dentro del cromatdografo. Estas consideraciones dependen de las
condiciones analiticas reales (volatilidad del solvente, magnitud
vy congstancia del coeflciente de digtribuciéd en diferentes
muestras, sensibilidad requerida, exactitud del andlisis, =tc).

En los sistemas estaticos, la introduccién directa del gas

en equilibrico dentro del cromatdgrafo desde un recipiente de
volumen constante, puede realizarse por varios métodos:

- Muestreo

0
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ages, sgeguida por la introduc-
cién de la muestra dentro de la céamara de vaporizacidn del
cromatidgrafo. La temperatura de la jeringa debe =zer igual o
mas alta que la del recipiente de equilibric (277,

~  Introduccién de la muestra dentro de la columna cromatagra-
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o

a traves de una véalvula de musestreo de gas (figura 5)

gl
]

isa una jeringa hipodérmica como bomba v s2 conecta a  la
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ot

alida de la valvula.
- Introduccidn neumatica del gas de squilibric: es efectuada
por admisiéon de un gas inerte dentro del recipiente de

equilibrio v desarrollo de una presidén mayor que la de

et

invector de la columna cromatografica (figura ).
Para compensar la disminucion de la presidén en =1 siztema
gus ocurre cuando se toma la  muestra. puede adicionar=ze  un

liquido o recipicnte de volune constante {(figura 7)
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""headspace’’ destilado residuo ""headspace’’ destilado residuo

Figura 4

Relacidén entre "headspace"” v la composicidn de la
muestra

o solutos volétiles polares; ® solutos volatiles no ¥
polares; s solutos no volatiles; Omateriales lipidos|: -
no disueltos; (O sélidos. (referencia lﬂ :

Jeringa

n [ T1
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Figura 5

Vdlvula de muestreo de gases (referencia 21);. ‘



contenido del recipiente cerrado se lleva a presidn atmosféerica,
usande un liquido gue fluye de un recipiente auxiliar que esté

abierto a la atmésfera. En este sistema, la presion atmosférica

l.._.l

g lograda igualandc los niveles del liquide.

M

Debido a su simplicidad y bajo costo, con frecuencia se usan

=

viales de vidrio de 5-40 ml, sellados con un tapén de hule, como
recipientes de volumen constante. El muestreo v la inyeccidén del
gas dentro del cromatdégrafo, son llevados a cabo con una jeringa
hermética de gases. Estog ultimos insﬁrumentos fueron los usados
en el presente trabajo.

En la actualidad existen instrumentos automatizades para

an&dlisis "Head space'.

[N
[N]
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.4 Aplicaciones del anélisis "Head space'.

Una de lasg aplicaciocones se refiere a la investigacién de

1t

fomd

productos alimenticics, en la cual, el andlisis "Head space

Is\]

=t
particularmente Util para la determinacién de:

- Sustancias peligroszas comc contaminantes de log productos
alimenticios crudaes o que se desarrollah durante =1 almace-
naje.

- Componentes volatiles de los productos alimenticios que son
responsables de sus caracteristicos aroma v sabor.

Con was frecuencia, 1 andlisis "Head space'" se usa para

café, té, cocoa, frutas, cerveza, vino v otras bebidas alcohd-

Otra de las aplicaciones importantes de 1la tecnica "Head

space", se refiere al estudio del perfil cromategréafico de
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Fig.6. Inyeccidn neumatica del gas de equilibrio dentro
de un cromatdgrafo de gases.(referencia le
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Fig.7. Muestreo de gases de un sistema con volumen de gas
variable a presioén constante.(referencia 21)



mezclas complejas relacionado con el anédlisis de olores (21).

El términoe "pérfil cromatografico” en el andlisiz de= sustan-
cias complejas, significa una combinacion de datos acerca "del
nomero, posicidén relativa, intensidad vy forma de los picos
percibidos.

Olores similares pueden contener compuestos de diferente
estructura. Asi, presentan 21 mizmo olor algunas cetonas cicli-

cas, alguncs compuestos nitroaromdtices v ciertcs estercides.

o
=

Pequehios cambios en la esgstructura molecular, influven en forms
importante en la intensidad vy caracter de un olor (los olores de
log esterecizdémerocos por ejemplo, son completamente diferentes).
Con tales relaciones complejas v amnbiguas entre la estructura vy
el olor, la determinacidén de la estructura de un componente y la
identificacidén del pico cromatografico, necesaria para el reconoc-
cimiento de coderantes conocidos, son insuficientes para estudios
de =sustancias poco conccidas vy para la previa determinacidén de

sustancias odoriferas de da
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aseosa para la investigacidén de
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loz olores, se puede llevar a cabo la evaluacidn sensorial del

olor de las fracciones eluidas (28

e

Por esta razon, una porcidn

fod

de la corriente de gas 1= viene la columna cromatografica, es

0
@
r
M

vertida dentro de un dispositivo de inhalacion colocado paralels-
mente al detector.

La evaluacidén del olor, eg hecha especialmente por expertos
entrenados, quienes consideran un gran numero de factores que
afectan la percepcién subjetiva del olor bajo condiciones

estrictaments reguladas, asegurando maxima zensihilided V



exactitud. Como un €jemplo tipico de una investigacién de este
i
tipo, se considera el andlisis cromatcgréafico de zgases de  los
vaporas de café con evaluacidén =z=ensorial simulténea de los
componentes volatiles {(29). El pérfil cromatecgrafico de la fase
de vapor de=l aroma del cafe, muestra gue la mavoria ds  los
compeonentes volatiles posesn solo vestigios del aroma del  café,
lo= cuales sonn  caracterizados por expertcs COomo alores
"acidicos", "dulces" v "quemados". El olor del ”caféf, g2 notod

solo aen la Gltima fraccidédn del eluato, saliendo a temperatursas de

aproximadamente 2230 v conteniendo tan insignificantes canti-

dades de odorantes, que no fusron registradcs por el detector de
ionizacidén de llama, en un concentrado de 50 g de cafe, Ezste
ejenplo ilustra, la ausencia de una correlacidn bien definida ds

laos perfiles.de los componentes voliatiles con los datos olfato—
metricos. Z2in embargo, ci la separacidn cromatografica =8
precedida por una libsracidén de cisrtos componentes d= un  olor
complejo que son guimicamente similares, entonces los  cromato-

gramas de tales fracciones de odorantes sonn mas fécilmente

interpretados v muy informativos.

El an&dlisiz '"'Head =zpace” se ha usado para el estudio del
cler de muchog productos alimenticios, bebidas, fragancias Vv
esencias.

Ademas de las aplicacionezs mencionadas del an&lisis '"Head
space", se pueden citar las siguientes:

- Anédlisis de agua v soluciones acuosas.
- Determinacién de sustancias organicas volatiles en sistemas
bioldgicos.

- Determinacison de
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- Calibracién de instrumentos cromatografico Zases.

- Determinacién de constantes de ionizacidn de sustancias
orgénicas en soluciones.

- Determinacidén de coeficientes de actividad.

- Determinacidén de pescs moleculares.

- Analieis en microbioclogia v diagnésticos medicos.

2.3 CROMATOGRAFIA DE GASEZ BIDIMENSIONAL (CGBD).

2.2.1 Generalidades.

El andlisis de muestrasg complejas en areaz comoe productos
naturales, biomedicina y quimica ambiental,  continuamente
desafian al analists. A medida que se requiere més informaciodn
detallada en estas areas, nuevas técnicas se han desarrcollado.
En un comienzo, la cromatografia de gzages con columnas enpacadas

fue desarrcllada como un instrumento de separacién y cuantifica-
cién de los componentes mayoritarios en una mezcla. La cromato-

grafia de gases capilar v la cromatografia de

D

s capilar/-

as

]

ezgpaectrometria de masas (CGC/EM) fueron técnicas subsecuentemente

degarrclladas, de acuerdo a lasgs necesidades de separacilén,
identificacién v cuantificacién, tanto de componentes mayorita-
rioz como minoritarios en una mezcla compleja. Debido a que fue

requerida resolucidn adicional para muchas muestras comnpleijas, s

it

desarraollé la cromatografia de gases bildimensional (CGBD).
En la literatura podemos encontrar varios arreglos de CGBD,
donde méas de un detector o columna =stén involucrados. El tipo

de arreglo que con mas frecuencia se designa come bidimensional,

(98]
oy



involucra unia instrumentacidn que utiliza dos sistemas  de
separacién cromatogréafica contrclada, los cuales estan basgados

gobre el mismo principio fisico.

o

ara calificar un arresglco an cromatografia de gasss  como

»

bidimensiconal, tien que eaestar basado en cualquiera de  los
siguienteg principios {(30):

- Dos columnas de diferente selectividad acopladas con un
sistema {integracidn, identificaciénn por EM, etc), que
permita asignar indices de retancidn.

- Dos columnas de diferente selectividad gue posean un
mecanismo (tubo de coleccisn, valvulas, etc), que permita la
trénsferencia selectiva de alguncs picos del cromatograma de
una columna a oﬁra.

Es posgible efectuar muchas variaciones, pero en principio

dimensionales c¢aen

e

todos los procedimientos e instrumentos b

i)

dentro de los dos puntos anteriores.

b

.22 Praoceso de divisidon de muestra "Heart cutting”.

Este proceso es  la transferencia de uno o més grupos
seleccionadeos de picos de compuestos eluidos de una columna
cromatogréafica de gases a una segunda columna.

Un sistema capaz de llevar a cabo las funcionesg de Theart

m

cutting"” requiere la gsiguiente instrumentacidén (20), (Figura 8):
- Una columna para separacién preliminar.
~ Un detector para monitorec del eluente de la precolumna

(detector de la precolumna) .

;u
H‘»

- Un dispositivo para tr cia cuantitativa v selectiva



del eluente de la precolumna & la columna asnalitica.

- Una columna analitica con caracteristicas cromatogréficgs
diferentes de la precocolumna (ejemplo, una fage -estacionaria
disgtinta).

- Un destecto para monitoreo del eluente de la columna

analiticsa.

El s=istema ideal incluye un detector gelectivo, como un

n

espectrédmetre de masas v la capacidad para introducir directa-
mente la muestra dentro de las columnas.
La eleccién de columnas para estosgs gistemas puede lograrse
por combinacion de columnas empacadas vV capilares:
- Precolumna empacada vy columna analitica empacada.
- Precolumna empacada v columna analitica capilar.
- Precolumna capilar v columna analitica capil
El objetivo general es que la columna analitica pregsente una

fase de polaridad diferent

{

a la de 1la precolunna, lo cual
incrementa la separacidn. Dos columnas empacadas tienen

mayor poder de separacién gque una sola columna capilar (31)

L.Lagz dos 4&resas de mayor aplicacién del proceso  "heart
cutting" son: 21 an&liziz de mezclaz complejas vy la determinacidon
de trazas de componentes (22). En el casco de mezclas complejas,

grupos de compuestos que muestran pobre resolucidén © no  son
resueltos =2n forma total en la primera columna, son transferidos
selecti&amente a una segunda coclumna de diferentes caracteris-
ticas.

En
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de trazas, la columna es  con frecuencia

sobrecdlg ada «<con el componente mavor para obtener suficiente
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Figura 8
Trayectoria de flujo del gas con una valvula rotatoria.

(referencia 30%

Figura 9

"heart cutting” para medir un componente en trazas

é
localizado sobre la cola de un pico. (referencia 31ﬂ



sefial del componente en trazas; a menudo hav dificultad cuando =1
pico de la traza sale sobre la cola del pico mayor. Un mejora-
mientoc sustancial en la separacisan puede hacerse incluvendo un
corte a la mitad del pico o un poco més abajo. Por lo tanto,
solc una peguefia cantidad del componente mayor ez transferido

con €l componente traza a la segunda

O

clumna. La sobrecarga

<

coleo sobre la segunda columna es asi eliminada o muy reducida

(figura 9).

Aunque pueden usgarse dog columnas empacadas, en la mavoria
de los casosg, con fines "heart cutting'”. no siempre proveean
suficiante poder de separacidn, por ejmplo, con mnezclas nuy
complejas. Cuando ésto sucede, debhe escogerse la tacnica para
resolver 1 problema. Algunas alternativas se mencionan a& conti-
nuacidn. Los siguientes sistemas inveolucran “heart cutting” en
esquemas  bi v tridimensionales. Eztog sistemas zse anotan en
orden de poder regolutiva (31). La geleccidon de la técnies
depends e la naturalezna del problems v de la experiencia vy

eguipo diszponihle en 1 laboratorio.
imera columna empacada seguida por una capilar, tiene

la ventaia de

£

ue se puede introducir una muestra grande.

- Una primera columna capilar seguida por una

0]

mpacada,

59
[$%]

reguisre un siztema de control de gas ligeramente d T

e
h
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=
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s
v

en la conexidén, para mantener una alta eficiencia.

- Dos columnas capilares con una conexidén disehada para
mantener una alta eficiencia.

- Dos  columnas capilares c¢on trampa en el invector de la
segundaAcolumna seguida por vaporizacidn rapida para dar una

inyecclidn nata =sobre la segunda columna.
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- Tres o mas columnas empacadas. Este va es un sistema

multidimensional, un buen ejenplce de este eg 2]l anadlisis de
parafinas-naftenc-aromaticas (PNA) gue e= usado een forma

rutinaria en la industria petrolera suropea.

Una revisidn de la literatura indica que el procese  Theart
cutting"” ha =2ido utilizado desde 1950 en cromatografia de gases.
En ese tiempo, las fracciones eran transferidas de la precclumns
a la columna analitica con valvulas rotatorias. Eztozs gistemas
tenian sus limitaciones:

- Volimenses muertos, los cuales reducen la eficisncia.

- Uso de nmetales, lubricantes y plasticos componente

m
fis]
o
)

causan adsocorcidén.

- Temperaturas limitadas debide a los nmateriales empleados.

En 1968, Deansg introduio =21 sistema del eluente controlado
por flujoc neumdtico (22). La precolumna v la columna analitica
se conectaban en serie. Los flujos del gas de arrastre eran

controlados directamente =n el invector de la precoclumna v en la
interseccién de las columnas. En la interseccidn de las columnas
habia un linea de salida al detector de la precclumna con  un
control de fluijio variable. En 21 proceso de "heart cutting'. 1la
muestra no estaba en contacto con nizguna valvula, debido al
control de presién., las fracciones iban directamente al det

3

de la precolumna o a la columna anali

e
t

0O

a.
A partir de=l momento en gque Deans odujo =su sistema, han
sido muchos los adelanteos aen 21 campo de la CGBD. La introduc-

ciétn de las columnas capilares de =zilica fundida por Dandeneau v
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columnas, va qQue las columnas preparadas con gilica fundida son
insuperables en inercia, durabilidad v flexibilidad.
La operacién de un gistema tipico "heart cutting" en CGBD,
incluye tres procedimientos generales:
- La separacidén inicial de la muestra se realiza en la

pracolumna in transferencia del eluentes a la colunna

n

analitica.
- Después de la determinacidén de las ventanas del tiempo de

retencién para los solutos gue deben ser

(-.i.
=

ansferidos a 1la
columna analitica, la muestra se reinvecta en la precolumna.
- Después de la divisidn completa, la separacidn final ocurre

en la columna analitica.

2.2.3 Instrumentacidn.
La instrumentacidn que se utiliza en esta técnica, fluctua

desde arreglos muy elementales hasta sistemas altamente complejos

vy  automatizados. En el caso mas =zimple, sclo se requisre  un
cromatégrafo de gases con un invector, un detector, dosg columnas

de diferente =zelectividad y alsgsin arreglo para la recoleccidn de
las fracciones.

A continuacidén se pre=zentan diferentes arreglos en CGBD.

L
a

CG en dog instrumentos con transferencia de muestra

manual.

El metodo mas simple de resaclver un compuesto de una mezcla
compleja ez por croamtografia en una columna A, recoleccion de la

fraccion que contiene la sustancia de interées v reinveccion

I
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diferente

de una columna B (las columnas A v B poseen
métode muy comln, el
gtidon e

dentro
en cuag

tividad).

sele es un
stancia

particularmente

El mé&todo =in embargo,
uede regquerir demasiado

<
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mayor proporcidn
adas .
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para
1NAas Smpas

adecuado
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tiempo. Gener

Conexiones con
i a colu
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b

La manera mas simple ds
a traveés de una valvula mecanica.
guimicamente inertes, resistentes a todazs las temperatursas
lubricantes y poseer dimensiones inhternas as .
facilitado el an&lisis c¢on

a otra es

operar sin
miniaturi=zadas han
as

ilares;
con

pueden <o

‘.——l

Las valvulas
=mpacadas v capil

columnas
va qQue varlias columnas

especialments Gtil s
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tratados

forma simultanea a modo de contra
componentes regu

solo u
valvula

Cuando
una

por
solucidén rapids

.

2.2.3.3 s} G111 nzumatica del
se menciond antes, e 1965 Deans introdujoe las conexic
. Estas se bazan el balance

afia

en

0y

Cona
cromatogy
i1nea (22). La

o

a la

través de restrictores en  la

arse  a voluntad, abriendo vy
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puede cambia
La figura 10 muestra, una
fundam=entales, desde

flujo
1
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disefic clasico de Deans.

En estas conexiones se requiere que los controladores de la
presidén sean muy reproducibles, Una aplicacidén de estas
conexiones eg la transferencia secuencial del eluente desde 1la
primera columna, actuando como invector, hasta la segunda colunna
de diferente selectividad. Este método, €l cual ha gido llamado
"fragmentacién en sgitu", permite "almacenar'" componentes en la
primera columna (figura 11).

Un resumen de los méetodos en CG de alta eficiencia con

técnicas bidimensionalez se presenta en la figura 12.

b
3%}
I

Capacidad de resolucidén de la CGBD.

Coma una ilustracién de la alta capacidad de resolucion de
la cromatografia bidimensional, se analiza €1 siguiente caso:
Se ha encontrado gue el sistema bidimensional CG/EM en

columnas capilar-capilar, presenta las mayores ventajas en &1

©]
<

anadlisis de mezclas complejas. J.F., Elder y B.M. Gordon examins-
ron estas ventajas para una muestra de humo de tabaco (33).

En la parte superior de la figura 132, se encuentra el croma-
tozgrama obtenido en una columna capilar, en €l se obzervan 300
picos. En 1la parte inferior de la misma fizgura se muestra la

amplificacién de una seccidén del cromatozrama. Al analizar 1los

D

egspectros de masas, se encuentran mezclas; de ésto se deduce gque
la pureza de los picos cbtenidos no es suficiente. Solo se puede

proponer la posgible estructura para €l pico E.

Estos resultados ce comparan con log obtenidoz por CGBD.
Esta misma regiétn A a E, se extrae de una primera c¢olumna v o sSe
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ARREGLOS BIDIMENSIONALES EN CROMATOGRAFIA DE GASES
z (referencia 46)

A: Un invyector, una columna, dos detectores (uno especi-
fico y uno no especifico). ’

B: Un inyector, dos columnas (fases X v Y), dos detecto-
res. Determinacidén simultanea de indices de retencidn. '

C: Dos instrumentos separados, cada uno con: un inyector,
una columna, un detector. Resolucidén de un solo compuesto
de una mezcla parcialmente resuelta.

D: UN inyector, dos columnas, un restrictor, un interrup-
tor (s), dos detectores. Resolucidn de componentes en tra-
zas; eliminacidén de compuestos interferentes.

1
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Cromatograma generado por una muestra de humo de tabacq
(referencia 33) ;



vuelve a desarrollar en una cclumna analitica, obteniéndozse e1

cromatograma de la fisura 14, Ahora se observan 2 picos perfe

Q
|

al

D

tamente resueltos. El primer pico por integracidn, constituy
60% del &rea total del cromatograna, el oftro 40% ez distribuide
entre los 8 componentes restantes.

Este estudio no solo demuestra la alta capacidad de resolu-
citn de 1la CGBD, sino tambieén, la dramé&tica disminuciéon del

li=i

e
n

tiempo de preparacidén de muestra para 1 an de compenentes

minoritarios en muestras complejas. El tiempo de analisis

también ha gido reducido en la precolumna. Adends, el nétodo es

3

de

o

genérico, ésto quiere decir cue cualquier componente qus eluv
ambas columnas, puede ser analizado siguiendo esta metodologzia.
No obstante las ventajas que cfrece la CGBD, su emplec estéa

poco extendide (34).

7
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68.0 600 82.0 64.0 660 68.0 700 720

Figura 14

Cyomatograma generado del "heart cutting" (indicado en la.
figura 13) de una muestra de humo de tabaco(referencia 33
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(e introduic en Amarica en =1 afo 1663) ., v e ha constituido
gradualmente en uno de log productozs mas importantes del comercio

internacioconal (millcnes de sacog anuales).

Ze han separado e identificado mas de 800 component en a1
cafe (2 Estos incluven 227 compusstos alifaticos, 20 alici-

clicos, 91 aromaticog v 320 hetercciclicos; 7 gases., 40 =2lementos

inorgénicos & iones, 128 enzimas, lipidos., alcaloides v vitami-
nas. La informacion scbre log constituventes veolatiles del café
ha aumentado en gran medida durante la u0ltima decada. La

identidad de loz constituventes del aroma en =1 cafe =& ha

estudiado por numercs investigadorss (326), (37). (38).

El café tiene una composicidén quimica conpleia v  variable
Se da a continuacidn una ilustracidén aproximada de 1z composicidn

quimica del café verde y tostado.

La denominacién de e recerva a log  granos

o

sanos v enteros. desprovistos de su pergaminc (290, La tabla I
da la compogicidén aproximada de=l catfée varde. La tabla nuestra
log compuestes solubles & insolubles en agua, Log carbohidratos
representan la mayor porcion del granc del cafe verde. Las
cenizas estan constituidazs en su mavor bparte por potasio, sodio.

calcic, maznesio, fosforo v azuire. Fl café verds contiene de



2.4 ANALIZSIZ DE LOS COMPUESTOS VOLATILES DEL CABD

i
&

2.4.1 Compogiclidn guimica desl cafs.
El cafée ha =zido consumido por 21 hombre por nmuchos siglos
(se introdujo en America en 1 aho 15663) v g2 ha constituido

o)

= han separado e identificado més de 800 componentes en el
cafe (25). Estos incluvyen 227 compuecstcos alifaticos, 20 alici-
clicos, 91 aromaticos v 3320 heterocicliceog:; 7 gases, 40 elementos
incorganicogs e iones, 128 enzimas, lipideos. alcaloides v vitami;
nas . La informacidn sobre los constituventes veolatiles del cafe
ha aumentado en gran nedida durante la 0ltima decads. La
identidad de los constituventes del aroma en el café =2 ha
estudiado por numercs investigadores (36), (327). (38).

El cafe tisne uns composicidn quimica conpleia v variable.

3¢ da a continuacidn una ilusgtracidn aproximada de la composicidn

.L\
-

1. Compogicién del cafe verde.

La lenominacion de "café verde"” se reserva  a  los  grancs
sanos v enteras., desprovistos de su pergamino (39) . La tabla I
da la composicion aproximada del café varde, La tabla muestra
laog compuestes solubles e inzolubles en agua. Los carbohidratos
representan la mayvor porcion del granc del café verde., Las
caenizas estan constituidas en su mavor parte por potasio. sadio,
calcioc, mnaznesic, fagtforo v azufre. El café verde contiens de



1 2l 2% de nitrdgeno ftotal, el cual == encuentra formando parte
de diversas combinaciones, las principales son los pratidoz v los

alcalcides. Alguncz amincécideos azufrades (cistina, wmetioninal

TABLA I. Compogsicidn quimica del caté verde (referencia 40)

cmponentes Sclubilidad en agus Porrgnfa1@
Carbohidrates  Bolubles &0
Aceites insolubles 12
Proteinas Dependientea 13

Cenizaszs (dnidos) Dependiente del

% hidrolizado &4
Acidos no velatiles solubles 2
Trigonelina scluble 1
Cafeinsa soluble 1

Tabla II. Composicidn guimica del cafe tosgtado (referencia 403}

Componentes Scluble neolubles %
Carbochidratos 11.9 472
Aceites - g
Proteinas 2 11
Cenizas (4xidos) 3 1
Acidos no volatiles 6.5 -
Acidos volatiles .35 -
Trigonelina 1.0 -
Cafeina 1.2 -
Fendlicos 2.0 -
Volatiles

- Diéoxidoe de carbeno Trazas 2.0

- Egencia de aroma v sabor 0.Q4 -

Total 27 .9¢ 7z



la formacién del aroma. Los principales alcaloides del café son

&
la cafeina v la trizonelina. Las grasas del café zon ricas  en
sustancias insapconificabhles. Log principios voléatiles contenidos
en el café verde estan representados por el azua v una pequena
cantidad de aceite esencial

2.4.1.2 Conpozicion del cafe testado.

Una comparacién de loz andlisis de cafe verde v café

tostado, nmuestra lo que sucede con log compuestos quimicos,
tabla II. Alguncos de los carbohidratos zon destruidos en =1
proceso de tfostado Cagi toda la sacarosas dezaparecs Los

2.4.2 Composicidén e identificacion de los compusstos
volatiles del cafe

La naturalseza guimica del arcma del café =2 bastants

compleja. Hay numercsos veolatiles; unos muy veolatiles, otros

sujetog a oxidacion rapida o sujetos a polimerizacidn. Adenas

otros pueden resinificarse v precipitarse (40).
Logs datos obtenidos de investigaciones usgando cromamtogratia
de gases v  absorcion infrarcija v/o ezspaectronetria  de masas

muestran que alrededor del 50% de los volatiles son  aldehidos

alrededor del 207 son c=etonas., =1 8% esteres, cerca del 77
heterocaclicos, un 2% sulfuro de dimitilc v en menores cantidades
nitrilos, alcocholes = thidrocarburez saturades de bLaio peso
molecular Vv alwuncs ingaturados como  isopreno. Tambien =e



encuentran furanos. furfurales, &cid

0l

(0]

acetico v homélogos.

La tabla III ilustra algunos de los compuestos gquimico

0]
D
3

el aroma de los granog de cafeé ftosztado. La tabla IV muestrs los
porcentajesz de algunos componantez volatiles identificades, v

sefiala su importancia relativa en =1 aroma.
Lags primeras investigaciones sobre la naturaleza del aroma
del cafée fueron llevadas a cabho por metodos c<clasicosm. Estos

resultan inadecuadog para rezolver los problemas
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seréan discutidos agui.

La nmayvoria de las investigaciones recientes utilizan la

)

cromatografia d
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2.4.3 Formacidn del aroma del catfe,
Su gabor distintive =g la razdén principal para l1s alts
aceptabilidad de que goza =n todo =21 mundo, la bebida preparada

de los granocs de café togstado:; en particular =1 aroma del cafeé

parece de por =i, =er muy atractivo para mucha gente.

)

El problema de e

]

tablecer la naturaleza de este  aroma ha

intrigade & losg quimicos po

{
v3

0

largoe tiempo, perc sus esfuerzcs

generalmente han sido frustrados por la complejidad del problema.

Eminentes cientificos se han dedicado a este estudio; eaentre
ellos Reichstein y Staudinger (1926 ,1955} las herramientas
dizponibles por Relchstein v Studinger para trabajar sobre e1
problema del cafeé, parecen casi primitivas, si e comparan con
laz disponibles en esta época: =in embarsgo, =1llos fueron los

o

{



Compuestos hetercciclic
Compuestos azufrados
Ezteres

Nitrilos

Alcocholes

Hidrocarburos

Oxidos

O
0]

Estos porcentajes pueden variar,
grado de tcostado. métodoe de tostado,

-

4]

RIS B N I O

dependiendo del ti
etc.

Acetaldehido
Acetona
Diacetil
-Valeraldehidao

”—mwtll butirald
Z-Metil butirald
Metil furano
Propion aldehido
Metil formato
Didxido de Carbono
Furano

cbutiraldehida
Pentadleno (izoprenac)
Metil etilcetona
Parafinas v olafinas Ca-C-
Metil acetato
Dimetil sulfuroc
n-butiraldehidao
Etil formata
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0]

pioneros en la guimica del aroma vy del sabor. Lez s=siguleron

otros investigadores Prescott v colaboradores, 1937; Johnaon v
Frey, 1938;: Hughes v Smith. 1949: gquienes tambigén encontraron
miltiples dificultades. Fus hasta el degarrolle de la cromato-

grafia de gases vy de los métodos especirales de elucidacidn

astructural que el vieio problema se atacd con nuevas perspec-

El esabor del café verde no es muy apetecido, =1 sabor v
aroma deseables se desarrollan =olo durante €l tostado, procesc

que puede considerarse como una pirdlizis moderada de los consti-

tuventes del grano. La temperatura final varia aentre 200 v 230=r
dependiendo del mezclado ¢ varisdad {41}

LLa formacidén gradual de sustancias volatiles a medida que
progresa el tostado, se 1llustra en la fizura 15. Los ejemplos

ilugtrades =n la fizura 16 muestran gqus algunos compusestos

alcanzan sus picos durante 1 intervalo de tiempo correspondiente
a un tostado comercial, mientraz otros lo hacen fuera de este
intervalo. Ez notable 21 heche de que mientras muchos de los
constituventes volatiles disminuven cuando el tostado se continua
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vaelocidades de formacion de

(

uncs  pocog compuestos excaden sus velocidades de eliminacidén en
el area de sobre-tostado. El hecho de que la concentrascidon de

algunos volatiles después de una disminucidén inicial aumenta de

nuevao, puede entenderse considerando gque una sustancia volatil
dada, puede derivarse de dog o mds precursores de diferente
ecstabilidad téarmica. De otra parte, es posible para un precursor
dado, dar origsen a una cierta sustancia volatil por dos o Ras

vias de diferentes requerimientos energéticos.

57



Altura del pico

o
furnn

Figura 15

Formacién de constituyentes volatiles durante
el tostado del café.(referencia 41)

De arriba a aba