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INTRODUCCION

La creciente exigencia social en relacion con la calidad y seguridad de los alimentos, esta
impulsando una serie de cambios tanto en el sector industrial, que tiende a desarrollar y adoptar
nuevos procesos mas seguros, como en el dmbito cientifico, con el desarrollo de nuevas técnicas de
evaluacion analitica mas sensibles, y a nivel institucional, a través de una legislacion mas estricta en
el cumplimiento de las demandas.

Por motivos obvios, entre los aspectos que mas atencion reciben estan los relacionados con el
establecimiento de los limites méximos permitidos para determinadas sustancias consideradas
toxicas y/o alergénicas. Estos limites comprenden muy bajas concentraciones de los contaminantes
lo que permite garantizar la seguridad de los alimentos destinados al consumo humano y definir los
controles necesarios sobre los mismos, para comprobar su cumplimiento y, en su caso, acceder a la
deteccion rapida de eventuales episodios de contaminacion.

Por esta razén, los avances tecnologicos de las dos ultimas décadas en el campo de la
instrumentacién analitica permiten disponer en la actualidad de detectores mas sensibles y
selectivos. Sin embargo, resulta sorprendente que muchos de los procedimientos de preparacion de
muestra habitualmente empleados para la extraccion de trazas de contaminantes en muestras
complejas han evolucionado poco. En general, el objetivo de estos procedimientos es la extraccion
de los analitos de la matriz estudiada y la purificacion progresiva de los extractos obtenidos hasta
llegar a conseguir una fraccion concentrada, lo mas pura posible. Después de esto, es relativamente
frecuente que la etapa de andlisis instrumental de ese extracto concentrado y purificado, implique el
uso de equipos sofisticados capaces de dar una respuesta inequivoca en el intervalo de minutos. En
gran parte, los tratamientos previos necesarios para obtener el extracto purificado y concentrado a
partir de la matriz original se basan en el uso de técnicas tradicionales que, aunque eficaces y
reproducibles, se caracterizan por su elevado consumo de tiempo (p.e. los tiempos tipicos
implicados en una extraccién liquido-liquido (ELL) o con equipo Soxhlet oscilan entre 1-24 horas),
de disolventes organicos y/o adsorbentes, requieren grandes cantidades de muestra y les falta
automatizacion.

Para mejorar estos inconvenientes los esfuerzos realizados en la Gltima década en este campo
de investigacion han llevado a la adaptacion ventajosa de algunos de los métodos clésicos, pero
también al desarrollo de nuevas técnicas. Una de las aproximaciones mas afortunadas para conseguir
este objetivo ha sido el desarrollo de sistemas acoplados en serie, con o sin automatizacion. En este

campo, también la miniaturizacién de los dispositivos se ha revelado como un factor clave para
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INTRODUCCION
desarrollar sistemas analiticos integrados capaces de aumentar de manera significativa la capacidad
de procesar muestras y la autonomia.

Uno de los principales atractivos de los sistemas integrados es que permiten una reduccion
del tamafio de muestra de partida, de gran interés en los casos de disponibilidad limitada de ésta, sin
pérdida apreciable de sensibilidad. Esto presenta indudables ventajas también desde el punto de
vista analitico, ya que se promueve una disminucién en linea de las cantidades de adsorbentes,
disolventes y reactivos necesarios para su tratamiento, incluso en el caso de que se sigan empleando
técnicas clasicas de preparacion de muestra. Ademds, al reducirse el tamafio de la muestra, la
proporcién agente extractor/muestra puede ser ficilmente aumentada con la consecuente mejora en
la eficacia de la transferencia de los analitos de la matriz a la fase extractora sin incremento final del
gasto de disolvente.

La Extraccion en Fase Solida (EFS) es una técnica aplicada a la preparacion de muestras que
permite la reduccion del consumo de disolvente (en general, menos de 30 mL), elimina la necesidad
de ajustar el contenido en agua de las muestras antes de su andlisis y, puesto que puede ser integrada
en un sistema de andlisis por inyeccién en flujo (FIA), permite su acoplamiento con los
subsiguientes procesos de purificacion y analisis instrumental, dando lugar a sistemas integrados
semiautomaticos de analisis. Este hecho, a su vez, redunda en una reduccién adicional de los
tiempos de andlisis por muestra, ya que elimina la necesidad de la concentracion de los extractos
entre tratamientos sucesivos. Al tratarse de un sistema cerrado, se reduce también de manera
importante el riesgo de degradacién, contaminacién y/o pérdida de los analitos, lo cual es de
especial relevancia en el caso de compuestos labiles, traza o volatiles, asi como la posible
exposicion del operario a disolventes y reactivos toxicos.

La Dispersion de la Matriz en Fase Sélida (DMFS) se encuentra entre las técnicas de uso
mads extendido para la extraccion de compuestos organicos. La DMFS técnica patentada en 1989 por
Barker y colaboradores, consiste en la dispersion de la muestra solida o semisolida en la superficie
de un adsorbente apropiado (generalmente silice con grupos organicos quimicamente unidos), la
cual se empaca en una columna en donde se procede a fraccionar los componentes de la muestra con
el disolvente o serie de disolventes elegidos. Para realizar la limpieza del extracto que contiene a los
analitos de interés, suele colocarse otro(s) adsorbente(s) en el fondo de la misma columna o
aplicarse en columnas separadas (Gaunt, P & Barker, S. A., 2000; Crouch M. D. & Barker, S. A.,
1997). De esta manera, una eleccion adecuada del adsorbente debe permitir la retencién selectiva de
los compuestos de interés; la elucion con un disolvente apropiado debe conducir a la desorcién

selectiva de los mismos y la limpieza de los interferentes co-eluidos debe permitir llegar a obtener

-2




INTRODUCCION

un extracto listo para ser analizado en la técnica de separacion-deteccion elegida. La simplificacion
del proceso de preparacion de muestra, con la consecuente disminucion tanto de tiempo como de
disolventes, han hecho que esta técnica resulte particularmente atractiva para su aplicacién en
analisis rutinarios de monitorizacion, incluidos los desarrollados en el campo alimentario. El gran
nimero de aplicaciones y métodos publicados basados en DMFS durante los ultimos afios y la
variedad de los mismos es la mejor prueba de ello. Las ventajas de esta técnica han sido
fehacientemente demostradas en diferentes estudios publicados en los tltimos afios; por ejemplo,
para el analisis de pesticidas en frutas y vegetales de distinta naturaleza, donde la preparacion de la
muestra puede ser completada en tan s6lo 10 min utilizando cantidades de muestra y adsorbente del
orden de los miligramos y volimenes de disolvente en orden de los 10 mL (Navarro, M. Y Pico.,
2002) La determinacién de contaminantes traza, como los congéneres toxicos, también en el caso de
bifenilos policlorados (PCBs) en alimentos grasos de origen animal se efectua por métodos basados
en esta técnica (Ling, Y.C., Chang, M.Y. 1994; Conka, K. Drobn, A and Kocan, A., 2005). Gracias
a sus caracteristicas, la DMFS parece particularmente adaptada para el manejo de muestras
semisdlidas o sélidas, aunque también puede ser empleada para la preparacion de muestras liquidas
previamente liofilizadas. Su desarrollo y primeras aplicaciones se realizaron en extractos de residuos
veterinarios (farmacos) provenientes de matrices bioldgicas complejas como el higado y musculo de
bovino. (Barker, S. A., 2000; Smith R. M., 2003). Los trabajos mas recientes han demostrado la
aplicabilidad de la técnica para la extraccién de analitos organicos de frutas y vegetales. (Barker, S.
A., 2000; Smith R. M., 2003).

Los principios que rigen las DMFS y a la EFS son muy parecidos. La EFS, es una técnica
cuyos parametros pueden ser estimados a partir de los principios de la cromatografia de liquidos. Sin

embargo, en la DMFS se ha encontrado que existen ciertas diferencias que necesitan ser

investigadas més a fondo.
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Por lo tanto, el objetivo general es: Estudiar algunos de los factores que afectan la
eficiencia de extraccion en la técnica de dispersion de matriz en fase sélida, para lo cual fue

necesario alcanzar los siguientes objetivos especificos:

e Estudiar la retencion de los compuestos modelo en una serie de fases estacionarias con

diferentes grupos quimicamente unidos.

e Estudiar la elucion selectiva de los compuestos modelo, con mezclas de disolventes

hidrorgénicos y organicos puros de diferente fuerza eluotropica.

e Estudiar el efecto que presenta la modificacion de la matriz por adicion de agentes quimicos,

agentes activos de superficie o surfactantes.

e Establecer las condiciones de la retencidn y elucion cuantitativa de los compuestos modelo

en higado y musculo provenientes de pescado, mojarra tilapia (Oreochromis niloticus).
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1.1. CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS
I.1.1. Generalidades

La caracteristica que distingue a la cromatografia de liquidos de la mayoria de los métodos
fisicos y quimicos de separacién, es que se ponen en contacto dos fases mutuamente inmiscibles: la
fase estacionaria y la mévil. Una muestra que se introduce en la fase mévil es transportada a lo largo
de la columna que contiene una fase estacionaria. Los compuestos quimicos presentes en la muestra,
experimentan interacciones repetidas (repartos) entre la fase movil y la fase estacionaria. Cuando
ambas fases se han escogido en forma apropiada, los componentes de la muestra se separan
gradualmente en bandas en la fase estacionaria. Al final del proceso, los componentes separados
emergen en orden creciente de interaccion con la fase estacionaria; el componente menos retenido
emerge primero, el retenido mas fuertemente eluye al ultimo. El reparto de los solutos entre las fases
aprovecha las diferencias entre las propiedades fisico-quimicas de los componentes de la muestra.

En la cromatografia de liquidos la seleccion de una amplia gama de materiales para las fases
mévil y estacionaria, permite separar moléculas que difieren muy poco en sus propiedades fisico-
quimicas. En un sentido amplio, la distribucion de un soluto entre dos fases, es el resultado del
balance de fuerzas entre las moléculas del soluto y las moléculas de cada fase, la distribucion refleja
la atraccion o repulsion relativas que presentan las moléculas o iones de las fases competidoras por
el soluto y entre si. Estas fuerzas pueden ser de naturaleza polar, proviniendo de dispersion,

momentos dipolares permanentes o inducidos, puentes de hidrogeno e interacciones dielectricas.

(Skoog, 1998; Snyder, 1979).
1.1.2. Tipos de cromatografia de liquidos

La cromatografia de liquidos, puede clasificarse de acuerdo al tipo de mecanismo

involucrado, asi la cromatografia puede ser de adsorcion, reparto, intercambio i6nico, exclusién y
afinidad.
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Las principales caracteristicas de estos tipos de cromatografia se resumen a continuacion:
o Cromatografia de adsorcion
Consta de una fase estacionaria solida (silice, alimina, carbon activado) y una fase moévil liquida; el
soluto puede adsorberse en la superficie de las particulas solidas. El equilibrio entre la fase
estacionaria y movil es la causa de la separacion.
o Cromatografia de reparto
En esta, una fase estacionaria puede estar constituida por un soporte (generalmente silice) que
contenga grupos funcionales quimicamente unidos de polaridad variada. El soluto se equilibra entre
esta fase estacionaria y una fase movil. Para este tipo de cromatografia se tienen dos metodologias
de trabajo:
o Fase Normal
La fase moévil es no-polar (hexano, tetracloruro de carbono, benceno, etc.) y la fase
estacionaria es polar (generalmente silice con grupos NHj;, CN, COO, etc).
o Fase Inversa
La fase moévil es polar (agua, soluciones amortiguadoras de pH, acetonitrilo, metanol, etc.) y
la fase estacionaria es no-polar (generalmente silice derivatizada con cadenas de n-alquil (C8
y C18).
o Intercambio Iénico
La fase estacionaria es una resina, un polimero o una silice modificada con grupos funcionales
cargados que tiene la propiedad de separar especies ionizadas (cationes o aniones). La fase movil es
generalmente una disolucién acuosa amortiguadora de pH.
o Exclusion
La fase estacionaria estd constituida de particulas altamente porosas (geles) que permiten la
separacion de los componentes en funcién de su tamafio. A la fase estacionaria se le conoce como
gel de permeacion. El cromatograma obtenido representa la distribucién de pesos moleculares.
o Afinidad
Este tipo de cromatografia utiliza interacciones altamente especificas entre un tipo de molécula de

soluto y una segunda molécula unida covalentemente a la fase estacionaria. Por ejemplo, la molécula

inmovilizada podria ser un anticuerpo especifico para una proteina particular.
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La cromatografia de reparto en fase inversa sera descrita con detalle en la siguiente seccion

dado que fue la utilizada en la realizacion del presente trabajo.
L.1.2.1. Cromatografia de reparto en fase inversa

La cromatografia de reparto en fase inversa permite separar moléculas en base a sus
polaridades; la fase estacionaria estd generalmente constituida por particulas de silice quimicamente
modificadas con hidrocarburos saturados, insaturados o aromaticos de diferentes tipos. Esto
proporciona a la fase estacionaria un caréacter apolar. Por lo tanto, para este tipo de cromatografia se
emplean mezclas de disolventes polares, tales como: agua, acetonitrilo, acetato de etilo, acetona y
alcoholes alifaticos, como fases moviles.

En cromatografia en fase inversa las moléculas se retienen en la columna en virtud de las
interacciones hidrofobicas que se establecen con la silice modificada. Aunque, las interacciones
hidrofébicas son en general bastante débiles, son también a menudo muy numerosas y para que las
moléculas eluyan, es casi siempre necesario disminuir la polaridad del disolvente; para ello se puede
sustituir el agua de la fase mévil con un disolvente orgénico cuya concentracion se va aumentando
gradualmente.

La versatilidad y eficiencia de este tipo de cromatografia se ha incrementado con el uso de
sistemas de alta resoluciéon (CLAR), que utilizan alta presion para mejorar la resolucion y reducir los
tiempos de separacion.

En la separacion de compuestos organicos mediante cromatografia de fase inversa, las fases
estacionarias mas comiinmente empleadas, poseen una cadena lineal de 18 carbonos y se denominan
C18.

No obstante, los materiales de empaque con base en silice presentan limitaciones, como su
inestabilidad en fases acuosas a pH extremos y su poca compatibilidad con la actividad biologica de
algunas proteinas. La solucién a estos inconvenientes se ha encontrado en la generacion de fases
estacionarias con base polimérica; el acceso a revestimientos de la silice con una capa polimérica
para incrementar la estabilidad quimica ha resultado como ventaja al hacer a estas fases

estacionarias mas rigidas; el material de empaque de base polimérica mas estudiado, y por lo tanto

mas comercial, es el poliestireno divinilbenceno (PEDVB).
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I.1.3. Instrumentacion

Un sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) completo requiere de
una mezcladora de disolventes, un inyector y una bomba que envia la fase movil a la columna.
Generalmente, las columnas analiticas requieren alta presion para que el flujo de liquido sea
adecuado, la mezcladora se requiere para variar la proporcion de disolvente en la fase mévil y el
inyector permite la aplicaciéon de la muestra. A la salida de la columna se coloca un detector,
generalmente de absorcion ultravioleta o de fluorescencia y si se desea recuperar las moléculas que

eluyen de la columna, se requiere un colector de fracciones.

En la figura I.1 se representa el esquema de un sistema de CLAR tipico.

bhomba 1
1
| I

Recipientes inyector fItro

con los mezclador

I precolumna

columna

I ——

registrador detector

colector de
fracciones

Figura L.1. Diagrama general de un sistema tipico de cromatografia de liquidos de alta resolucién.

El rdpido avance de CLAR en las ultimas décadas se debe principalmente a dos factores, €l
uso de microparticulas de silice en intervalos de 3-10pum como material de empaque en columnas y
el uso de la cromatografia en fase inversa usando fases estacionarias no polares y fases moéviles
(mezcla de disolventes orgdnico-acuosos). También se han realizado notables mejoras en la
preparacién de las particulas de silice modificadas quimicamente y en el entendimiento del
mecanismo de retencion, incluido el rol de los silanoles residuales en cromatografia de liquidos de
fase inversa. Estas mejoras han contribuido a la mejor reproducibilidad en la separacion de

compuestos, por lo que se ha comprobado que en mas del 70% de las separaciones por CLAR se ha

empleado la fase inversa con particulas de silice modificadas quimicamente.
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I.1.4. Parametros que influyen en la separacion cromatografica

El comportamiento cromatografico de un soluto con una columna y una fase mévil dada,
depende de diferentes parametros que seran descritos a continuacion. Sin embargo es importante

introducir las definiciones de los términos siguientes.

I.1.4.1. Definicion de términos

a) Tiempo de retencion (t,). Es el tiempo que un soluto permanece en la columna, se mide
desde el momento de la inyeccion hasta la elucién del maximo pico. Es caracteristico del soluto para

condiciones de operacion constante y auxiliar en la identificacion de los mismos.

b) Tiempo muerto (t,). Es el tiempo requerido para eluir un soluto que no se retiene en la
fase estacionaria. También se define como el tiempo que un soluto permanece en fase movil y

representa el espacio vacio de la columna.

¢) Tiempo de retencion ajustado (t.’). Mide el tiempo que el componente permanece en

fase estacionaria. Se calcula por medio de la ecuacién 1.

t' =t —t, ecuacion (1)

d) Ancho a la base (wy,). Es la porcion de la linea de base intersectada por las tangentes al
pico cromatografico. Para un pico gaussiano es igual a 40 ; wy es tradicionalmente usado en el

calculo de la eficiencia del sistema.

¢) Ancho a la mitad de la altura (w;). Representa una medida mas reproducible, adecuada

para evaluar manualmente la eficiencia del sistema (nimero de platos teéricos).

f) Namero de platos tedricos (N). Cada plato tedrico representa un equilibrio tedrico de
distribucién del soluto entre las fases. El niimero total de platos teéricos de una columna representa

el poder de separacion de la columna. Una buena columna tiene un niimero alto de platos teoricos.

-9.
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g) Volumen de retencién (Vr). La retencion de un soluto refleja su distribucién entre la fase
mévil y la estacionaria. El volumen de fase mévil necesario para transportar la banda de soluto
desde el punto de inyeccion, a través de la columna, hasta el detector (en el maximo del pico del
soluto) se define como el volumen de retencion, Vr. Se puede obtener directamente del
cromatograma multiplicando el tiempo de retencién correspondiente (t;) por el gasto o flujo
volumétrico (Fc) expresado como el volumen de fase mévil por unidad de tiempo de acuerdo con la

ecuacion 2.

Vr=t, Fc ecuacion (2)

El gasto o flujo volumétrico, en términos de los parametros de la columna, depende de la seccion
transversal de la columna vacia, la porosidad total del relleno (empaque) de la columna y la

velocidad lineal promedio de la fase movil.

1.1.4.2. Parametros

a) Coeficiente de reparto (K). Cuando un soluto entra al sistema cromatografico
inmediatamente se reparte o distribuye entre la fase mévil y la estacionaria. Si la fase movil se para
en cualquier momento, el soluto establece un equilibrio de distribucién entre las dos fases. La
concentracion en cada fase al equilibrio esta dada por el coeficiente termodindmico de reparto como

se observa en la ecuacion 3.

K=Cs/Cm ecuacion (3)

donde Cs y Cm son la concentracion de soluto en la fase estacionaria y mévil, respectivamente.
Cuando K = 1, el soluto se encuentra igualmente distribuido entre las dos fases. El coeficiente de
reparto determina la velocidad promedio de desplazamiento en cada zona del soluto, mas
especificamente, del centro de la zona de soluto conforme la fase movil avanza a lo largo de la

columna (Skoog, 1998).
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b) Factor de retencion (k’). El factor de retencion k’ es el pardmetro mas importante de
cromatografia en columna porque relaciona el equilibrio de distribucién de la muestra con las
propiedades termodinamicas de la columna y con la temperatura. Para un conjunto dado de
parametros de operacion, k’ es una medida del tiempo transcurrido en la fase estacionaria en
relacion al tiempo transcurrido en fase movil. Se define como el cociente de las moles de un soluto

en la fase estacionaria entre las moles en la fase movil como en la ecuacion 4.
k’=Cs Vs /CmVm ecuacion (4)

La razén volumétrica de fases, Vm/Vs, se denota usualmente por . Asi, k’=K/B. Dicho de otra
forma, la razén de reparto es el tiempo adicional que una banda de soluto requiere para eluir, en
comparacioén con un soluto no retenido (para el cual k’ = 0), dividido entre el tiempo de elucion de

una banda no retenida. La ecuacion 5 permite calcular k’.
K=t,/t ecuacion (5)

¢) Eficiencia (N). La eficiencia de la columna esta relacionada con el ensanchamiento de la
banda que se encuentra en la columna y puede ser calculada por la ecuacion 6:

N =16 (t, / wp)* ecuacion (6)

y se expresa como un numero de platos tedricos (N) para la columna bajo condiciones
experimentales especificas. La eficiencia es conocida frecuentemente como el nimero de platos
tedricos por metro de columna cromatografica, o expresada como H altura equivalente a un plato

teorico, que es la longitud de la columna (L) dividida por el ntimero de platos tedricos ecuacion 7.
H=L/N ecuacion (7)
A partir de que el valor observado de N depende de factores experimentales tales como la velocidad

de flujo y la carga de la muestra, es importante que las comparaciones sean hechas bajo condiciones

idénticas.
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d) Factor de selectividad o factor de separacién (retencion relativa). El factor de
selectividad (o) de una columna, se define como la habilidad del sistema para separar dos picos. La

ecuacion 8 representa al factor de selectividad.

oa=Kg/Kj ecuacion (8)

donde Kp es el coeficiente de reparto para el soluto maés retenido y K4 es la constante para el menos
retenido. Para esta definicion, el valor de o debe ser mayor de 1, si o = 1 los dos picos tienen el

tiempos de retencién idénticos, es decir, no existe separacion (Skoog, 1998).

e) Resolucién (Rs). El grado de separacion o resolucién de dos bandas adyacentes se mide
como la distancia entre los picos (o centros) dividida entre el ancho promedio de las bandas. Si la
retencion y el ancho de la banda se expresan en unidades de tiempo, la resolucion esta dada por la

ecuacion 9. La ecuacion 10 hace evidencia que la retencion depende de los pardametros N, kK> y o

Rs = 2(tr; — try)/ (wbh2+wby) ecuacion (9)
Rs = Y% (a-1) N'* (K’/1+k’) ecuacién (10)

La resolucion minima aceptable en mezclas sencillas es de 1.0; una resolucion de 1.5 representa
separacion a la linea base. La resolucién alcanzada en un sistema es proporcional al producto de la
selectividad, la eficiencia y la capacidad del sistema, que son los tres méds importantes parimetros de

control en un sistema cromatografico.

La resolucion de picos adyacentes puede mejorarse ya sea aumentando la separacion de los
picos o disminuyendo los anchos de los picos individuales. Esto involucra la selectividad de la
columna cuando se alejan mas los picos y la eficiencia cuando se intenta disminuir el ancho del

pico.
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1.2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS)

I.2.1. Generalidades

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por la Extraccion en Fase Sélida (EFS)
como técnica de enriquecimiento alternativa a la Extraccion Liquido Liquido (ELL). La EFS se ha
desarrollado considerablemente durante los Gltimos 20 afios, con innovaciones y grandes mejoras en
los formatos, automatizaciones, acoplamientos y la introduccién de nuevos adsorbentes capaces de
atrapar los analitos mas polares (los maés dificiles de extraer) y de lograr extractos libres, en lo
posible, de interferencias matriciales. Igualmente, se ha trabajado en desarrollar una teoria de
retencion que posibilite la prediccion del desempefio de un adsorbente en particular, frente a una

muestra dada.

1.2.2. Procedimiento

La EFS se efectua aplicando un volumen dado de muestras a través de un cartucho o
precolumna empacado con un adsorbente capaz de fijar los compuestos de interés. Las interferencias
se eluyen lavando el adsorbente con el fin de minimizar su presencia en la fraccién eluida del analito
final. La recuperaciéon del analito se lleva a cabo por la adicién de un volumen pequefio de
disolvente de elucién fuerte, ya sea un disolvente organico o una mezcla hidrorgéanica. La fraccion
se colecta y puede inyectarse directamente, o puede evaporarse a sequedad para reconstituirse en un
disolvente adecuado para la cromatografia de liquidos o de gases. Puede ocurrir que el analito se
retenga débilmente y por el contrario las interferencias se retengan fuertemente en el cartucho. Una
gran ventaja de la EFS es que la extraccion y la concentracion se llevan a cabo simultanecamente
(Hennion y Scribe, 1993; Snyder et al., 1979).

El principio basico de la EFS es la transferencia de analitos a partir de la fase mévil a los
sitios activos de la fase s6lida adyacente. Esta transferencia se estimula por la seleccion de
condiciones apropiadas de operacién en el sistema de los 3 principales componentes: adsorbente-

analito-eluente (Liska, 2000; Hennion y Pichon, 1994).
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El procedimiento tipico de preconcentracion, comprende entonces las siguientes etapas:

1. Humedecimiento y acondicionamiento del adsorbente.

2. Aplicacion de la muestra.

3. Lavado y, en lo posible, elucién de los compuestos interferentes (limpieza o simplificacion
de la matriz).

4. Elucién de los analitos de interés en un pequeiio volumen de disolvente.

Durante la primera etapa de este proceso, el adsorbente se acondiciona, con el objeto de
prepararlo para recibir la muestra, con un disolvente adecuado y posteriormente con el disolvente
que constituira la muestra. Durante la aplicacion de la muestra, los analitos y algunas interferencias
son retenidos por el adsorbente, estas Gltimas pueden eliminarse haciendo un lavado con una mezcla
de agua y disolvente organico (cuando se utilizan adsorbentes apolares). Finalmente, se lleva a cabo
la elucién de los compuestos de interés aplicando un pequefio volumen de disolvente organico

(Driss at al., 1993; Hennion y Pichon, 1994).

En la figura 1.2 se representan los cuatro pasos basicos descritos para la operacion de la

técnica EFS.

& O 0

1) 2)

humedecimiento aplicacion
¥ dela 3) 4)
acondicionamiento muestra elucidn elucion
de de
interferentes analitos

Figura 1.2. Procedimiento tipico de preconcentracion por extraccion en fase sélida.
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1.2.3. Adsorbentes

Los adsorbentes utilizados en la EFS son los mismos que se usan en la CL, solo que el
intervalo del tamafio de particula (granulometria) es mas amplio. Comtinmente el adsorbente de la
fase se empaca en pequefios tubos o cartuchos. Los adsorbentes también estan disponibles en forma

de disco-filtro para el manejo de muestras acuosas. (Hennion y Pichon, 1994; Dean, 1998).

1.2.3.1. Adsorbentes de caricter polar

Los adsorbentes de fase normal tienen grupos funcionales polares, por ejemplo ciano, amino
y diol (en esta categoria también incluyen las silices sin modificar), la naturaleza polar de estos
adsorbentes indica que son mas afines por los compuestos polares, como el fenol y los productos de
degradacién que contienen grupos funcionales muy polares como hidroxilo, carbonilo y aminas.
Otros adsorbentes comunmente utilizados son la alumina, el florisil y el grafito que se emplean

como adsorbentes de limpieza de extractos.

[.2.3.2. Adsorbentes de caricter apolar

Por lo contrario, los adsorbentes de fase inversa tienen grupos funcionales no polares como
octadecilo, octilo y metilo, que por lo tanto son mas afines a retener compuestos no polares y
medianamente polares, por lo que suelen ser los de eleccion para extraer compuestos como las
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA’s) (Sabik et al., 2000).

El adsorbente mas usado en las aplicaciones publicadas en muestras bioldgicas es la C18, en
donde los analitos apolares se retienen bastante bien y se han alcanzado recobros por encima del 85-
90 %. Sin embargo la retencién de analitos medianamente o débilmente polares han obtenido
recobros por debajo de lo reportado para los apolares (Pichon, 1998), por lo que hoy en dia se
encuentran adsorbentes especificos y aquellos que han sido especialmente disefiados para ampliar €l
intervalo de polaridad. Estos incluyen las silices no recubiertas y monofuncionales con la intencion
de incrementar el nimero de grupos silanol libres sobre la superficie de la silice con el fin de

proveer interacciones secundarias polares con los analitos.
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[.2.3.2.1. Silice n-alquil enlazada

Los adsorbentes mas comunes, se basan en particulas de silice (particulas de forma irregular
con un didmetro de particula entre 30 y 60 um) a la que se enlazan grupos funcionales en los grupos
silanol superficiales para modificar sus propiedades retentivas (Dean, 1998; Sabik et al., 2000).

Las silices octadecil (C18) y octil (C8) enlazadas, han sido los adsorbentes de extraccion
universal durante muchos afios para el manejo de muestras biologicas y ambientales. Un primer
requisito de las silices C18 en la EFS es que provean de altos recobros, no sélo para analitos polares
sino también para la extraccion de analitos de polaridad media. El modelo del mecanismo de
retencién incluye principalmente las interacciones hidrofobicas. Se considera a la fase estacionaria
saturada del componente organico, como activada, y la retencion se origina por repulsion de las
regiones hidrofdbicas de la molécula del analito por las moléculas de agua, lo que conduce a la
interacciéon con los sustituyentes carbondceos de la fase estacionaria o con la capa organica
adsorbida en la superficie de la misma.

El enlace de los grupos funcionales no siempre es completo, asi que permanecen grupos
silanoles sin reaccionar. Estos grupos silanol son sitios acido polares activos y pueden interaccionar
con los analitos. Para reducir estas interacciones, algunos adsorbentes son “recubiertos”, lo que
implica una reaccién posterior para cubrir los grupos silanol libres con grupos alquilo de cadena
corta. Las fases de silice para EFS fueron primero recubiertas, pero con el fin de incrementar el
numero de interacciones secundarias, ha sido de interés incrementar el numero de grupos silanol

residuales (Pichon, 2000).

En la figura 1.3, se representa un modelo molecular de una esfera de silice octadecil, se
muestran en la superficie de la esfera de silice las cadenas alquil C18 hidrofobicas y el

recubrimiento de los grupos silanoles hidrofilicos.
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cadena alquil hidrofobica
¢Pj grupo n-octadecil

recubrimiento 5i-OH
hidrofilico (polar)

esfera de silice 0

Figura L.3. Modelo molecular de una esfera de silice enlazada con grupos octadecilo.

Con el fin de tener una cantidad maxima de cadenas octadecilo en la superficie de la silice,
un primer requerimiento es la porosidad. Casi todas las silices para EFS se hacen de silice con
grandes areas superficiales especificas, en el intervalo de 500 a 600 m?/g, contrariamente al caso de
las fases estacionarias de CL. Partiendo de tales silices porosas, cada proveedor suministra varios
tipos de silice modificada. Algunos estan disponibles con un alto porcentaje de carbon
correspondiendo a una maxima cobertura de la superficie con grupos alquilo. También hay alquil
silices ligeras con bajo porcentaje de carbén y que en general contienen altas cantidades de grupos
silanol sin modificar, con las cuales ocurren fuertes interacciones idnicas con analitos cargados
positivamente. Por ello, se considera que el uso de la silice C18 con un alto recubrimiento
superficial de cadenas alquilo y silanoles residuales incrementa la retenciéon de algunos analitos
polares por la adicién de interacciones secundarias, principalmente puentes de hidrégeno entre los
grupos silanol y los grupos polares; sin embargo, no son aiin convenientes para extraer compuestos

polares a partir de grandes cantidades de muestra (Hennion, 1999; Sabik et al., 2000).

1.2.3.2.2. Poliméricas

Las resinas de poliestireno divinilbenceno (PE-DVB) se presentan como una alternativa a los
adsorbentes de silice enlazada para atrapar compuestos polares. El primer co-polimero comercial
disponible en precolumnas desechables fueron los PRP-1 (Hamilton) y PLRP-S (Polymer Lab) de
grado CL. Una de las ventajas de este adsorbente sobre la silice C18 es su estabilidad cuando se
aplican muestras en el intervalo de pH de 1 a 14. La cualidad de acoplar este adsorbente polimérico

con una columna C18 ha permitido su aplicacion a extraccién multiresiduo incluyendo compuestos
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polares que no se extraen sobre silice C18. Se ha encontrado que para un grupo de compuestos
organicos, los analitos son retenidos alrededor de 10 a 40 veces mas por PRP-1 que por silice C18.
Para usos en diferido, el absorbente de PE-DVB también esta dispuesto en discos (Hennion, 1999;
Pichon, 2000).

En la figura 1.4 se representa la estructura quimica del soporte sélido poliestireno
divinilbenceno.

CH=CH,
CH=CH,

-+

CH=CH,

estireno -
divinilbenceno

s

-CH-CH;-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH,

slo[e[elele

-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH,

0 00 ©

Copolimero de estireno-divinilbenceno con
enlaces cruzados

Figura L4. Estructura molecular del co-polimero estireno divinilbenceno.

El mecanismo de retencion esta gobernado por interacciones hidrofébicas similares a las
discutidas en el caso de las silices enlazadas, pero debido a los anillos aromaticos en la red de la
matriz polimérica, se pueden esperar fuertes interacciones electron-donadoras (n-m) con los anillos
aromaticos de los analitos, ademés de que se esperarian cambios en la densidad electrénica del
analito causada por los sustituyentes presentes (deslocalizacion de electrones). Esto se aprecia en el
hecho de que el benceno es 20-30 veces mas retenido por PRP-1 que por silice C 8. (Hennion, 1999;
Pichon, 2000; Sabik et al., 2000).
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En los ultimos afios, los polimeros con areas superficiales especificas altas (en intervalos de

700-1200 m*/g en vez de 350-500 m*/g) se han puesto disponibles comercialmente en cartuchos

desechables. Algunos estudios han mostrado el alto potencial de estos adsorbentes poliméricos de

alto entrecruzamiento para la extraccion de compuestos polares en agua (Willard, C.C. 1988).

1.2.3.3. Intercambiadores de iones

Se han introducido también resinas funcionalizadas para incrementar la retencion de

compuestos polares tales como: fenoles, alcoholes, aldehidos, ésteres y cetonas mediante la

introduccién de un grupo carboxilico o usando resinas sulfonadas. En tales casos, los adsorbentes

pueden formar puentes de hidrégeno con los analitos y también pueden actuar como

intercambiadores catidénicos (Huck y Bonn, 2000; Pichon, 2000).

En tabla 1.1 se resumen los adsorbentes comerciales disponibles usados para la EFS de

compuestos organicos en muestras biolégicas (Hennion, 1991; Dean, 1998), los mecanismos de

separacion involucrados, la naturaleza de los analitos y la naturaleza del disolvente de desorcion.

Adsorbente Fase Mecanismo Disolvente Naturaleza Aplicaciones
enlazante de de elucion del analito
separacion
FASES NO POLARES
No polares y HPA’s, BPC’s, pesticidas
Silice octil, C 8 Si-(CH,); Fase inversa Disolvente débilmente organofosforados y
CH; organico polares organoclorados,
alquilbencenos,
policlorofenoles, ftalato,
No polares y esteres, policloroanilinas,
Silice octadecil C Si-(CHy)17 Fase inversa Disolvente débilmente herbicidas apolares, acidos
18 CH3 organico polares grasos, aminoantraquinona
Copolimeros Feno!, monoclorofenol,
porosos de Fase inversa | Disolvente No polares y anilina, cloroanilina,
estireno organico débilmente herbicidas moderadamente
divinilbenceno polares polares
Disolvente No polares y Alcoholes, nitrofenoles,
Carbén grafitizado Fase inversa organico débilmente herbicidas relativamente
polares polares
FASES POLARES
Fenol, acido
Silice, Si Si-OH Fase normal Agua Polares notriolotriacético,
fenoxiacidos,
fenilendiaminas, anilina y
Silice cianopropil, . derivados polares, acido
CN Si-(CH,);-CN | Fase normal Agua Polares sulfonico, acido ftalico,
aminofenoles
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FASES DE INTERCAMBIO IONICO

Acido Si-(CH,);- Intercambio Agua (pH Cationes y

bencensulfénico C¢H4-SO; ionico ajustado) aniones
organicos Mismos que en las fases
polares

Amina terciaria Si-(CH,)- Intercambio Agua (pH Cationes y
dietilaminopropil NH"-(CH,- ibnico ajustado) aniones

CHs), organicos

HPA’s = Hidrocarburo Policiclico Aromatico, BPC’s = Bifenilos Policlorados

Tabla I.1. Adsorbentes disponibles usados en EFS, los mecanismos de separacion involucrados, la naturaleza

de los analitos y la naturaleza del disolvente de desorcion.

1.2.4. Parametros de la EFS

La EFS se puede considerar como un proceso de cromatografia de liquidos simple: una
cromatografia frontal durante el paso de extraccion y una cromatografia de elucion o desplazamiento
durante el proceso de desorcion. Ambos modos de CL son bien conocidos y en una primera
aproximacion, la EFS puede analogarse a la CL siendo el adsorbente del cartucho equivalente a la
fase estacionaria de la columna analitica, mientras que el disolvente de la muestra durante el paso de
extraccion (maxima retencién) y el disolvente (o mezcla de disolventes) durante el paso de
desorcion (minima retencion), serian los equivalentes a la fase movil (Hennion, 1991; Pichon,
2000). Por lo tanto para poder describir los parametros de la EFS primero es importante destacar las

similitudes que existen entre la EFS y la CLAR.

En la figura 1.5 se representa graficamente la similitud que existe entre la extraccion en fase
sélida y la cromatografia de elusion considerando como ejemplo, a) la manipulacion de una muestra
acuosa en una precolumna de extraccién cuyo efluente esta directamente conectado a un detector
espectrofotométrico U.V. y b) Inyeccidn directa a la misma precolumna de una solucion concentrada

del compuesto de interés teniendo como fase mdvil agua pura.
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Absorbancia

Absorbancia

Volumen

b Vr

VT = volumen de fuga, Vr = volumen de retencién, Ym = volumen maximo, Ao = absorbancia inicial.

Figura L5. Similitud entre EFS y la CLAR. a) Frente de elucion de un analito aplicado a la precolumna en una
solucién acuosa a nivel traza. b) Pico de elucién en un soluto aplicado a la precolumna por medio de una inyeccion

directa de una solucidn acuosa concentrada.

En la figura 1.5 (a) se observa la curva del frente de elucion obtenido cuando se registra la
sefial UV del efluente. En este caso, la absorbancia inicial de la muestra adicionada (Ao) se midid
previamente pasando directamente la muestra por el detector UV (sin pasar por la precolumna). En
la curva, en un inicio, mientras el analito esta siendo retenido en la precolumna, la absorbancia es
cero. Después, el analito comienza a eluir y la absorbancia aumenta cuando se sobrepasa el volumen

de fuga o fin de fijacion (V).
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El volumen maximo de elucién o desorcién total (Vm) se obtiene cuando la absorbancia de
la solucién efluente es la misma que Ao. Bajo condiciones ideales, esta curva tiene una forma
bilogaritmica, donde el punto de inflexién corresponde al volumen de retencion (Vr) del mismo
analito. Este mismo valor que se obtiene en el pico de elucién de la figura 1.5 (b).

La secuencia a seguir en los procedimientos de la EFS demanda varias decisiones a tomar
con respecto a la seleccion del tipo y la cantidad de adsorbente, la composicion y volumen de la
solucioén de lavado que se puede aplicar sin pérdida de los analitos, la composicién y volumen de la
solucién de desorcién o elucién. Los pardémetros mas importantes que determinan la seleccion de las
condiciones anteriores son el rendimiento de extraccion (R%) y el volumen de muestra que se puede
aplicar sin pérdida del analito o compuesto de interés, conocido como el volumen de fuga (V1).

Estos parametros son dependientes entre si y pueden ser deducidos de la curva del frente de elucion.

1.2.4.1. Volumen de fuga (Vf)

El volumen de fuga o fin de fijacion se define usualmente como el volumen de muestra que
corresponde al 1% de la absorbancia inicial considerando el frente de elucion representado en la
figura 5 a. A partir de este volumen, el frente de elucién comienza a aparecer (el detector comienza a
dar sefial) con lo que se deduce que el analito estd fugando. La fuga de los analitos puede ocurrir ya
sea cuando las muestras no son suficientemente retenidas por los adsorbentes o cuando la capacidad
del adsorbente se ha sobrepasado (saturacion de los sitios activos); este iltimo es poco probable en
el analisis ambiental donde las concentraciones de los compuestos organicos que nos ocupan son del
orden de pug/L o menores (Hennion, 1991).

El VT se podria estimar en una primera aproximacion a partir del volumen de retencion (Vr)
si se conoce el factor de retencion k’ del soluto en el sistema cromatografico dado. La similitud entre
la EFS y la CL indica que los datos generados por CL para la medicion o estimacion de Vr son ttiles
y el conocimiento del comportamiento de la retencion de los analitos por la fase estacionaria
hidrofébica se podria aplicar. En la practica, solamente se necesita contar con un valor aproximado
del Vf para seleccionar el tipo y la cantidad de adsorbente adecuado. Por otra parte, se puede

determinar el Vf experimentalmente.
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1.2.4.2. Método para obtener el frente de elucion

La medicién directa del volumen de fuga a partir del frente de elucion para cada analito de
interés, podria realizarse monitoreando continua o discretamente la sefial UV de salida. Sin embargo
este método consume tiempo y la lectura de Vf al nivel de 1% de absorbancia inicial no es facil ni
exacta, aun mas cuando se encuentra el analito a niveles traza (ug/L). También, conforme el analito
sea mas retenido, la diferencia en el valor de los volumenes de V£, Vr y Vm se hace mayor, ya que
el frente de elucion es mas extendido debido al bajo nimero de platos teodricos de los cartuchos o

precolumnas de extraccion (Hennion et. al., 1998; Subra et. al., 1998; Hennion, 1999).
1.2.4.3. Método de preconcentraciéon en linea con CLAR

Un método alternativo mds rapido, consiste en la medicion del VI mediante la
preconcentracion en la precolumna de volumenes crecientes de muestras de agua pura adicionada
con una cantidad constante de analito De esta manera, conforme el volumen de muestra se
incrementa, la concentracion del analito disminuye, Después de la aplicacién de cada volumen, se
miden las 4reas o las alturas de los picos del analito retenido en el adsorbente cuando es eluido
directamente en la columna analitica (Subra et al., 1988; Hennion y Pichon, 1994; Hennion, 1999).
Como se muestra en la figura 1.6., la cantidad extraida permanece constante mientras la fuga no
ocurre y las areas o alturas de pico permanecen constantes. En el momento en el que la fuga ocurre,
la cantidad extraida disminuye al igual que las areas o alturas de los picos. Los recobros
correspondientes se pueden calcular dividiendo las areas de pico obtenidas después de la fuga entre
aquellas obtenidas antes. Asi, se traza una curva del recobro en funcién del volumen de muestra y el
VT puede considerarse en el punto donde comienza a disminuir en recobro. Otra ventaja de éste

método es que los valores de Vf de varios compuestos se pueden estimar simultaneamente (Hennion

y Pichon, 1994).

La figura 1.6. representa el graficamente el método de preconcentracion en linea en CLAR en

que se determina experimentalmente el Vfy R.
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Figura 1.6. Determinacion experimental del volumen de fuga y el rendimiento de extraccién correspondiente ( Hennion

y Pichon, 1994)

En el presente trabajo se adecud esta metodologia de trabajo, empleando cartuchos de
extraccion empacados con adsorbente C8 y C18 en lugar de precolumnas. En los cartuchos se hizo
pasar una disolucion de analito de concentracién conocida, seguida de la elucién con la serie de
disolventes de la secuencia de elucion. Las fracciones obtenidas con el disolvente de elucion final
fueron analizadas por CLAR y con las dreas obtenidas se construyé la curva de porcentaje de
recobro acumulado en funcién del volumen del disolvente de elucion; el VI se consideré como el

punto que en las fracciones se comenzo a detectar al analito a la longitud de onda determinada.

1.2.4.4. Rendimiento de extraccion

El rendimiento de la extraccion o recobro se define como el cociente entre la cantidad
extraida y la cantidad aplicada. Tedéricamente se alcanza el 100% so6lo cuando ambas cantidades son
iguales. El conocimiento del Vf recibe mucha atencion en el desarrollo de métodos por EFS y por lo
tanto resulta importante su medicién y prediccion cuando, se pretende retener a los analitos, el VI

debe ser lo mas grande posible y cuando se pretende desorberlos debe ser lo mas pequefio posible.
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Solamente los recobros obtenidos con el mismo adsorbente y eluente se pueden comparar entre
experimentos diferentes sélo si se conoce la cantidad de adsorbente y el volumen de muestra o de

eluente aplicado.
1.2.4.5. Usosy aplicaciones

La EFS es un método de preparacién de muestra que se adapta bien para la extraccion de
compuestos en muestras acuosas. Las muestras biologicas deben ser liquidas o si no sufrir un
tratamiento previo que las lleve a este estado antes de aplicarlas a los adsorbentes. Este tltimo paso
es eliminado en la técnica de Dispersién de Matriz en Fase Solida (DMFS) que sera descrita en la
seccién siguiente.

La EFS se usa para 6 propdsitos principales en la preparacion de muestras (Hennion, 1991;

Snyder et al., 1997):

e Remocion de interferencias

¢ Concentracidn, enriquecimiento de trazas de analito
e Eliminacion de sales

e Intercambio de disolvente

e Derivatizacion “in situ”

e Almacenamiento de muestra y transporte

La EFS es un proceso cromatografico que presenta ventajas sobre la ELL como son:

e Extraccion mas completa del analito

e Area superficial mucho mayor

e Separacidn de interferentes mas eficiente

e Consumo reducido de disolventes organicos

e Recoleccion facilitada de la fraccion total del analito
e Procesos manuales mas convenientes

¢ Remocion de particulados

e F4cil automatizacion
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1.3. DISPERSION DE MATRIZ EN FASE SOLIDA (DMFS)
1.3.1. Generalidades

Introducida por S. A. Barker en 1989, la dispersion de matriz en fase s6lida (DMFS) es una
técnica analitica que permite manejar directamente muestras sélidas, semisélidas y viscosas. Esta
técnica provee de un mecanismo que rompe y dispersa simultdneamente la muestra sobre el
adsorbente que es utilizado posteriormente como material de empaque de una columna, generando
asi una fase con caracteristicas cromatograficas Gnicas determinadas por la combinaciéon muestra-
fase estacionaria-analito (S. A. Barker, 2000).

La DMFS es un proceso que involucra la fragmentacién (homogenizacion) de la muestra en
un adsorbente como C18 constituida por un soporte de silice con cadenas de octadecilo enlazadas.
Este tipo de material es el mismo que se utiliza para empacar las columnas de extraccion en fase
solida, las diferencias radican en que dicho adsorbente posee granulometria mas grandes y menos
homogéneas. Asi, el soporte solido de la fase estacionaria sirve como material abrasivo al molerlo
junto con la muestra en un mortero, las fuerzas mecanicas y de cizalla permiten romper la estructura
del tejido aumentando asi la superficie de contacto; pero también el proceso adquiere mayores
alcances al emplear un soporte solido con una fase organica unida, ya que los componentes de la
muestra son dispersados sobre ésta, llevandose a cabo interacciones que permiten que los
componentes de la muestra se distribuya sobre la superficie en base a su polaridad relativa. De esta
manera, los componentes no polares se dispersaran en la fase organica no polar, las moléculas
pequefias muy polares (agua) se asociaran con los silanoles presentes en la superficie y en el interior
de los poros del soporte de silice y con los componentes de la matriz capaces de formar puentes de
hidrégeno, y las moléculas menos polares, se distribuyeran en la superficie, ahora bifasica, que se

formard con los lipidos de la matriz dispersados en la fase unida (S. A. Barker, 2000).
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1.3.2. Procedimiento

La técnica de DMFS, consiste de cuatro pasos simplificados:

1) Dispersién de la matriz en el adsorbente, homogenizando hasta obtener una pasta, en un mortero

de material no poroso (vidrio o agata).

2) Empaque de la pasta en el cartucho, colocando un filtro en el fondo evitando la formacién de
canales en la columna al transferir la pasta y cubriendo con otro filtro. Finalmente se comprime con

ayuda de un émbolo plano de jeringa evitando la sobre compactacion.

3) Elucioén selectiva, usando disolventes de polaridad variada o disolventes modificados por la

adicion de acidos, bases, sales o porcentajes variados de otros disolventes.

4) Limpieza de interferentes con el uso de co-columnas para obtener un fraccionamiento posterior
y para ayudar a la limpieza del extracto. En las muestras de origen animal regularmente se emplean
materiales con la capacidad de retener a los lipidos (gel de silice, florisil, alimina o C18), los cuales
pueden ser empacados en el fondo del cartucho junto a la pasta de dispersién o usarse en una
columna externa que colecte y fraccione el eluato de la primera. Es posible realizar eluciones
multiples o secuenciales que permitan aislar una o varias clases de compuestos con la dispersion de
una sola muestra. También se ha demostrado que se puede fraccionar toda la muestra, lo que permite
aislar e identificar a los compuestos endogenos. Para este proposito las columnas de DMFS
preparadas con fase estacionaria C18 han sido eluidas con una secuencia de disolventes iniciando
por los polares (acetato de etilo, acetonitrilo, metanol), y puede ser seguido de diluciones de 4cidos,
bases o sales para alterar la fuerza idnica de los componentes de la columna, hasta llegar a los mas

apolares como el hexano (S. A. Barker, 2000).
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En la figura 1.7 se representan estos 4 pasos simplificados con que se realiza la DMFS.
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4) limpieza de mterferente:

Figura 1.7. Esquema simplificado del procedimiento de dispersién, empaque, elucion y limpieza aplicando DMFS.

1.3.3. Factores que afectan la retencion en DMFS

La DMFS junto con la EFS se pueden considerar como procedimientos de cromatografia de

liquidos simple y en general se aplican los mismos principios. Sin embargo la DMFS posee

caracteristicas que la diferencian de la EFS y la hacen mas compleja, en comparacién con los

procesos cromatograficos estandar. La DMFS se disefié principalmente para romper y dispersar los

componentes de una muestra solida, con un soporte solido unido a una fase organica que pueda ser

utilizado posteriormente como material de empaque de una columna, de la que pueden eluirse los

componentes de interés. De esta forma, la muestra dispersa forma parte de la columna misma y en

sentido estricto es parte del sistema cromatografico (S. A. Barker, 2000). En DMFS las

interacciones dinamicas involucradas no se comprenden del todo. Sin embargo, se conocen varios

factores que han mostrado afectar la eficiencia en el proceso, los cuales se describen a continuacion.
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1.3.3.1. Naturaleza del soporte sélido

Hasta el momento la mayoria de los articulos publicados que involucran DMFS utilizan
soportes a base de silice. Un aspecto positivo de usar este tipo de soportes, es la presencia de grupos
silanoles sin derivatizar, los cuales tienen un papel importante, ya que son capaces de formar
puentes de hidrégeno con las moléculas de agua, lo que permite obtener un homogenizado seco que

de otra forma seria mas complicado lograr (S. A. Barker, 2000).
1.3.3.2. Tamaiio de particula

Se ha reportado el uso de particulas de 40 um de didmetro; también se han empleado
materiales que contienen mezclas de particulas entre 40-100 pm que producen buenos resultados
~ ademas de ser mas econdmicos. Las particulas de mayor tamafio no son recomendadas, porque

generan dificultades de flujo.
1.3.3.3. Naturaleza de la fase unida

La mayoria de las aplicaciones de la DMFS utilizan materiales para la generacion de
cromatografias en fase inversa como el C8 y C18. Existen algunas dudas respecto al rol que
desempefian la presencia y la naturaleza de la fase unida; se cree que la fase unida lipofilica es
esencial para romper y dispersar la muestra y también se cree que la fase lipofilica permite la
formacion de una nueva fase o bicapa que se asemeja a una membrana celular. Dos puntos que han
demostrado ser esenciales para la EFS y la DMFS son el pre-lavado para eliminar posibles

interferentes y acondicionamiento con disolventes (S. A. Barker, 2000).
1.3.3.4. Naturaleza de la muestra

Debido a que la matriz forma parte de la columna cromatografica, es de esperarse que habra
variaciones en los resultados y recobros de los analitos al cambiar de una matriz a otra. Mientras que
la fase unida ésta inmovil sobre el soporte solido, los componentes de la matriz dispersa no lo estan.
Por esta razén, ciertos componentes de la matriz se eluyen por clases de compuestos o fracciones,

dependiendo del disolvente que se emplea para eluir y las interacciones dindmicas entre los
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componentes de la matriz dispersa y la fase solida. De esta forma, en muchos de los casos, los
analitos tienden a eluir en fracciones que no son del todo predecibles por su distribucion relativa en
la fase sélida o el disolvente de elucién. Esto se explica por el hecho de que los analitos de cierta
naturaleza quimica co-eluyen con los compuestos de la matriz, en las mismas fracciones. En muchos
casos las interferencias pueden ser removidas empleando cartuchos de EFS posterior a la DMFS.
Las interacciones de la matriz con la fase solida y la fase mévil afectan de forma importante el orden

de elucion de los compuestos de la columna de DMFS (S. A. Barker, 2000).

1.3.3.5. Modificaciones a la matriz

Asi como en ocasiones es necesario en EFS, alterar las muestras para modificar el estado de
jonizacién de los componentes de la muestra y asegurar que ciertas interacciones entre las fases
estacionarias y/o el disolvente de elucion ocurran; en la DMFS pueden adicionarse 4cidos, bases,
sales, agentes quelantes o antioxidantes antes de dispersar la muestra y/o aditivos en el disolvente de

elucion para aumentar la eficiencia del proceso (S. A. Barker, 2000).

1.3.3.6. Naturaleza y secuencia de adicién del disolvente de elucion

Asi como la polaridad relativa del disolvente de elucion y la naturaleza de la fase
estacionaria juegan un papel importante en la EFS para determinar lo que permanece en la columna
y lo que se eluye; en la DMFS también se tienen que considerar para la retencion y la elucion de los
componentes de la matriz. Si se da el caso en que muchos de los analitos de interés eluyen con los
componentes de la matriz, la secuencia y el disefio del perfil de elucion, pueden ayudar a retener los
componentes de la muestra en la columna y recuperar los analitos de interés con alto grado de
especificidad. Esto no siempre se logra y es entonces cuando el uso de co-columnas y otras técnicas

de limpieza deben ser empleadas (S. A. Barker, 2000).
1.3.4. Aplicaciones
La aplicacién de la DMFS ha permitido resolver problemas analiticos complicados ademas

de presentar numerosas ventajas respecto a los métodos convencionales de extraccion. La DMFS

reduce significativamente el tiempo de andlisis, el consumo de disolventes que suelen ser de dificil
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tratamiento (reciclaje), las cantidades de muestra, ademas de que permite la extraccion selectiva de

los analitos y provee resultados comparables a los obtenidos por métodos tradicionales u oficiales.

En la actualidad, los método basados en la DMFS ha tenido aplicacion exitosa en el
aislamiento de fArmacos y contaminantes organicos como pesticidas e hidrocarburos policiclicos
aromaticos, en tejidos animales y vegetales (M. Navarro, Y. Pico, 2002; L. Pensado, 2005; S.A.
Barker, 2000).

En la tabla 1.2 se resumen los métodos reportados en la literatura del afio 2000 al 2005 en
donde se aplica la DMFS para la extraccion de contaminantes en tejidos de pescado. En las
diferentes publicaciones se mencionan los diferentes analitos evaluados, asi como el adsorbente en

que fue dispersada la muestra, el disolvente de elucion, adsorbente de limpieza y técnica de analisis

empleada.
Matriz Analito Adsorbente Elucion y Determinacion | Referencia
limpieza
Musculo _
e higado Na,SOy, n-hexano, CG-DCE Martinez
de PCB’s y PBDE’s florisil silice acida A, 2005
pescado
Alimento :
para PBDE’s, PCB’s y Pb’s. C18 ~ Hexano, CG-EM Carro,
pescado alimina basica AM, 2005
Pescado PAH’s Na,S04 Acetonitrilo, CLAR-DFF Pensado.
C18 C18, florisil L, 2005
Diclorometano,
Musculo C 18, metanol,
de Lactosas macrociclicas alimina Carbén CLAR-EM Lagafia, A,
pescado neutra activado 2003
Acetonitrilo
Misculo | Alquinbencensulfonatos con 1% de CLAR-DCE | Crescenzi,
de Lineales C18 acido acético, CLAR-EM C, 2001
pescado EFS

PBB’s: Bifenilos polibromados, PCB’s: Bifenilos policlorados, PBDE’s: Eteres difenil policromados, PAH’s:
Hidrocarburos piliciclicos aromaticos, CG: Cromatografia de gases, CLAR: Cromatografia de liquidos de alta
resolucién, DCE: Detector de captura de electrones, DFF: Detector fotométrico de flama, EM: Espectrometria de masas,
EFS: extraccion en fase solida.

Tabla 1.2. Resumen de los métodos reportados en la literatura del afio 2000 al 2005 en donde se aplica la DMFS para la
extraccion de contaminantes en tejidos de pescado.
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1.4. PRESENCIA DE CONTAMINANTES PERSISTENTES EN MUESTRAS BIOLOGICAS

1.4.1. Generalidades

Las sustancias orgénicas que son persistentes, bioacumulables y que poseen caracteristicas
de toxicidad capaces de ocasionar efectos adversos a la salud o al ambiente se conocen como
Sustancias Persistentes, Toxicas y Bioacumulables (PTB’s). Dependiendo de su movilidad en el
ambiente, estas sustancias pueden ser de interés local, regional o global. Los Contaminantes

Orgéanicos Persistentes (COP’s) se definieron como una subclase de los PTB’s.

1.4.2. Caracteristicas toxicas de los Contaminantes Organicos Persistentes (COP’s)

Por su cardcter toxico, los COPs estin ligados a una serie de efectos nocivos a la salud
humana, como trastornos congénitos, dafio al sistema inmunoldgico y respiratorio, problemas
reproductivos, desérdenes de indole sexual, periodos de lactacion humana mas cortos y mal
funcionamiento endoécrino. Otros sintomas de la exposicién nociva a los COPs sobre la salud
humana incluyen: alergias, hipersensibilidad, dafio al sistema nervioso, desérdenes neuroldgicos de
comportamiento y desarrollo, pérdida de la memoria a corto plazo y cancer. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), a través de su Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer,
considera a muchos de los COP’s como potenciales carcinégenos humanos.

Los COP’s son lipofilicos por lo que se bioacumulan de forma exponencial en la cadena
alimenticia. Los animales pertenecientes a los niveles tréficos superiores de las cadenas alimenticias
son capaces de absorber concentraciones de estos compuestos mucho mayores a las encontradas en
el medio ambiente, a través de un mecanismo conocido como biomagnificacion.

Debido a que los COP’s son compuestos semivolatiles, una vez en el aire, pueden viajar
distancias considerables a través de los ciclos de evaporacion y deposicién atmosférica. De esta
manera, estos compuestos se pueden hallar a miles de kilémetros de distancia de sus fuentes de
origen. Tanto el viento como el agua acarrean estos compuestos hasta los lugares mas reconditos del

planeta, incluyendo el océano abierto, los desiertos y las regiones polares (Alcock et al., 1999; Baker
& Hites, 1999).
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1.4.3. Fuentes de emision y generacion

Aunque existen algunas fuentes naturales de COP’s, la mayor parte de estas sustancias deben
su origen a fuentes antropogénicas asociadas con la fabricacion, uso y eliminacién de determinados
productos quimicos organicos. Algunos de estos compuestos son plaguicidas (aldrin, clordano, DDT
y metabolitos de éste, dieldrin, endrin, heptacloro, mirex, organofosforados, toxafeno, atrazina, etc.)
y se han utilizado extensivamente durante largo tiempo, aunque es escasa la informacion existente
sobre las cantidades liberadas al ambiente. Algunos otros se emplean como aditivos o auxiliares en
una variedad de aplicaciones industriales (bifenilos policlorados, hexaclorobenceno, etc.). Otros
COP’s, como las dioxinas, los furanos y los hidrocarburos policiclicos aromaticos se generan como
subproductos no intencionales en todo tipo de procesos de combustion entre los que se encuentran la
quema de combustibles fosiles, basura, incineracion no controlada de residuos sélidos y peligrosos,
en incendios forestales, etc. Esto hace que sea extremadamente dificil evaluar los niveles liberados
al ambiente. (K.C. Jones., P de Voogt, 1999).

En este trabajo se utilizaron el benzo(a)pireno uno de los hidrocarburos policiclicos
aromdticos de mayor interés por sus propiedades carcinogénicas y dos pesticidas 6rganofosforados
(clorpirifos y fenitrotién) ampliamente usado en ganaderia. Las propiedades fisico-quimicas de estos

compuestos se presentan en el capitulo de anexo.
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CAPITULO II
MATERIALES Y EQUIPO

I1.1. DISOLVENTES Y REACTIVOS

Metanol grado cromatografico (J.T. Baker. México).

Acetonitrilo grado cromatografico (Mallinckrodt, USA).

Agua grado cromatografico purificada en sistema de micro filtracion (COLE-
PARMER, USA).

Estandares plaguicidas (Chemservice, West Chester) clorpirifos 99%, fenitrotion
99%.

Estandar PAH’s (Chemservice, West Chester) benzo(a)pireno 98%.

Heptansulfonato de sodio (SIGMA, USA).

Lauril sulfato de sodio (SIGMA-ALDRICH USA).

II.2. Dispersion de Matriz en Fase Sélida

Mortero de 4gata de 30 mL.

Reservorios con filtro para empacar cartuchos de EFS de 6 mL (VARIAN, USA).
Octil silano C8 Supelclean (Supelco, USA).

Octadecil silano C18 Supelclean (Supelco, USA).

Octadecil silano C18 Chromabond (MACHEREY-NAGEL).

Polimero bondesil-env (VARIAN USA).

Filtros para cartucho de EFS %2”’, 20 um (VARIAN, USA).

Cémara de vacio con regulador de presion (Ashcroft, USA).

Biohomogenizador 1- 200 mL, COLE-PARMER INSTRUMENT Co.
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IL3. SISTEMA CROMATOGRAFICO

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion (VARIAN, USA) bomba ternaria 9010,
automuestreador 9100 con bucle de 20 uL, detector UV-Vis de arreglo de diodos
9065. Software de control y procesamiento de datos “Star Workstation” versién 4.5
(VARIAN, USA).

Columna analitica de acero inoxidable 150 mm de longitud por 4.6 mm d.i.
empacada con silice fase reversa RES ELUT C18 tamafio de particula 5 pm.
Pre-columna de guarda de acero inoxidable Hicrom de 13 mm de longitud por 4.5
mm d.i. empacada con silice fase inversa Nucleosil C18 (Phenomenex, USA)

tamafio de particula 10 um.

I1.4. MUESTRAS BIOLOGICAS

Higado de mojarra tilapia (Oreochromis niloticus).

Musculo de mojarra tilapia (Oreochromis niloticus).

IL5. OTROS MATERIALES Y APARATOS UTILIZADOS
Sistema de filtracion por vacio para fase mdvil, Micro Filtration System (Cole
Parmer, USA).

Membranas de nylon tamafio de poro 0.45 um y 47 mm de didmetro (Cole Parmer,
USA).

Ultrasonido modelo 1210 (Bransonic, USA).

Micropipeta de volumen variable 2-20 pL (Transferpette, Germany).
Micropipeta de volumen variable 20-200 puL. (Eppendorf, Germany).
Micropipeta de volumen variable 100-1000 uL (Eppendorf, Germany).

Microbalanza analitica modelo AG 245 (Mettler Toledo, Suiza).
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

I11.1. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO

III1.1.1. Solucién madre de benzo(a)pireno

Se pesaron con precision 1.02 mg de estandar benzo(a)pireno, pureza de 98%, (Chemservice,
West Chester). Se disolvieron en 5 mL de metanol con agitacion manual a temperatura ambiente
hasta su completa disolucion, para finalmente llevar a un aforo de 10 mL en un matraz volumétrico.
La solucion madre de 100 ppm se almacend en un frasco de vidrio color ambar con tapdn rosca, en
refrigeracion hasta su uso. A partir de esta solucién se prepararon las diluciones de trabajo a

diferentes concentraciones.

II1.1.2. Solucion madre de la mezcla de contaminantes

Se midieron con precisiéon 5.05 mg de estandar del plaguicida fenitrotién pureza de 99%
(Chemservice, West Chester). Por separado se pesaron con precision 5.05 mg de estandar plaguicida
clorpirifos pureza de 99% (Chemservice, West Chester) y 1.02 mg de estandar benzo(a)pireno,
pureza de 98%, (Chemservice, West Chester). Los diferentes compuestos se disolvieron juntos en 5
mL de metanol con agitacion manual a temperatura ambiente hasta su completa disoluciéon para
finalmente llevar a un aforo de 10 mL en un matraz volumétrico. Se obtuvo asi una solucién de 500
ppm de fenitrotion, clorpirifos y 100 ppm de benzo(a)pireno. La solucién madre de la mezcla de
contaminantes se almacen6 en un frasco de vidrio color &mbar con tapdn rosca, en refrigeracion
hasta su uso. A partir de esta solucion se prepararon las diluciones de trabajo a diferentes

concentraciones.

II.2. ESTABLECIMIENTO PARA LA SEPARACION Y EL ANALISIS
CROMATOGRAFICO

I11.2.1. Establecimiento de las condiciones para la deteccién

Se caracterizd a los analitos obteniendo su espectro de absorcion en un intervalo de 190 a
350 nm con el detector de arreglo de diodos (DAD). Para esto, se realizarén inyecciones de una
solucién a una concentracion de 5 ppm para el clorpirifos y fenitrotion y 1 ppm para el

benzo(a)pireno. Obteniéndose las longitudes de onda de maxima absorcion.
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IIL3. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION Y ANALISIS
CROMATOGRAFICO PARA EL BENZO(A)PIRENO

II1.3.1. Variacion del factor de retencion (k’) en funcién de % metanol

Se realizaron inyecciones de 20 uL de la soluciéon 1 ppm con las que midié el tiempo de
retencion del benzo(a)pireno variando la composicion de la fase mévil 100% metanol, 90:10, 80:20
y 70:30 metanol:agua, con una velocidad de flujo de 1mL min™'. A partir de éstas se calcul6 el factor

de retencion para cada composicion de la fase mévil probada, mediante la siguiente relacion:

k’ = t,r / t() donde t’r = tr— t0

Con la que se construy¢ la curva log k> = f ( % de metanol).
I11.3.2. Linealidad y limite de deteccion

Para conocer la linealidad del sistema cromatografico, se realizé una curva de calibracion de
benzo(a)pireno, inyectando soluciones estandar de benzo(a)pireno a concentraciones de 1, 0.5, 0.1 y
0.05 ppm con las que se registrd la respuesta del detector en unidades de area del pico. Asi se
construyo el grafico de respuesta del detector en funcion de la concentracion de benzo(a)pireno. Los
limites de cuantificacion (LC) y deteccion (LD) se calcularon a partir de este grafico mediante la

siguiente relacion:

LC=10s/S donde s es la desviacion estandar de la
respuesta y S es el error de la curva de
LD=33s/S calibracion.

I11.3.3. Reproducibilidad

Se realizaron por triplicado las inyecciones de una dilucion estandar de benzo(a)pireno a
concentraciones de 1, 0.5, 0.1 y 0.05 ppm. Con los datos generados se calcul6 el coeficiente de

variacion para cada punto con la siguiente relacion:

ev=[s/ x] 100
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IIL.4. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION Y ANALISIS
CROMATOGRAFICO PARA LA MEZCLA DE COMPUESTOS BENZO(A)PIRENO,
CLORPIRIFOS Y FENITROTION

I11.4.1. Variacion de k’ en funcién de % metanol

Se realizaron inyecciones de 20 pL de la mezcla de compuestos a concentraciones de 5 ppm
de clorpirifos y fenitrotién y 1 ppm de benzo(a)pireno, con las que se midi6 el tiempo de retencion
para cada uno de los compuestos variando la composicion de la fase mévil en 100 % metanol, 90:10,
80:20 y 70:30 metanol:agua, con una velocidad de flujo de 1mL min™. A partir de estos valores de
tiempo de retencion se calculd el factor de retencion para cada composicién de la fase movil

probada, mediante la siguiente relacion:

k, = t,r / t() dOllde t’r = tr_ t()

Se construyeron las graficas de log k* = f ( % de metanol) para cada compuesto.

I11.4.2. Linealidad y limite de deteccién

Se realiz6 una curva de calibracion para cada uno de los compuestos, utilizando soluciones
por separado de estandar de benzo(a)pireno, clorpirifos y fenitrotion a concentraciones de 1, 0.5, 0.1
y 0.05 ppm para benzo(a)pireno y 5, 2.5, 0.5 y 0.25 ppm para clorpirifos y fenitrotion. Bajo estas
condiciones se registrd la respuesta del detector en unidades de area del pico, con los datos
obtenidos se construyé el grafico de respuesta del detector en funcion de la concentracién de cada
uno de los compuestos. Los limites de cuantificacion (LC) y deteccion (LD) se calcularon a partir de

este grafico mediante la siguiente relacion:

LC=10 s/S donde s es la desviacion estandar de la
respuesta y S es el error de la curva de
LD=33s/S calibracion.
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I11.4.3. Reproducibilidad

Se realizaron por triplicado las inyecciones de dilucion estandar de benzo(a)pireno, clorpirifos y
fenitrotion a concentraciones de 1, 0.5, 0.1 y 0.05 ppm para benzo(a)pireno y 5, 2.5, 0.5 y 0.25 ppm
para clorpirifos y fenitrotion. Con los datos generados de la respuesta del detector se calcul6 el
coeficiente de variacion para cada punto con la siguiente relacion:

ev=[s/ x] 100

I11.5. CONDICIONES FINALES DE ANALISIS CROMATOGRAFICO
I11.5. A 1) Benzo(a)pireno solo

Fase estacionaria: columna analitica VARIAN de 150 mm de longitud por 4.6 mm d.i. empacada
con fase inversa RES ELUT C18 tamafio de particula 5 um.

Fase mévil: flujo: isocratico velocidad 1 mL / min, composiciéon metanol 100 %

Deteccion: UV arreglo de diodos (DAD), aX 263 nm.

Tiempo de andlisis: 10 minutos.

I11.5. A 2) Mezcla de contaminantes

Fase estacionaria: columna analitica VARIAN de 150 mm de longitud por 4.6 mm d.i. empacada
con fase inversa RES ELUT C18 tamailo de particula 5 um.

Fase movil: flujo: gradiente de 0 a 5 minutos composicién de 85 a 100 % de metanol; isocratico de
5 a 15 minutos, composicion 100 % metanol, velocidad 1mL/min.

Deteccién: UV arreglo de diodos (DAD), a A 263 nm para benzo(a)pireno, A 287 nm para clorpirifos
y A 268 nm para fenitrotion.

Tiempo de analisis: 15 minutos.

IIL6. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION
I11.6.1. Acondicionamiento de los adsorbentes
Se acondicionaron los adsorbentes haciendo pasar un volumen de acetonitrilo al 100 %

similar al que ocupa el sélido, esto se realizd empacando 5 g del adsorbente en un cartucho de EFS;

que se colocé en una camara de vacio con regulador de presion, en donde se le aplicé un volumen de
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disolvente 1.5 mL por g de adsorbente. El secado se realizé aplicando vacio durante 1 h
aproximadamente. El adsorbente acondicionado se conservo en un frasco de vidrio color ambar de

30 mL con tapon rosca a temperatura ambiente hasta su uso.

I11.6.2. Obtencién y conservacion de muestras biologicas

Se obtuvieron 25 pescados frescos de mojarra tilapia (Oreochromis niloticus), a los que se
les extrajo el higado que tenia un peso de 20 g aproximadamente. Se homogenizé el total de las
muestras, se almacen6 en porciones de 1 g y se mantuvo en congelacion hasta su uso. De igual

manera se procedio en la conservacion del musculo.

I11.6.3. Calculo del porcentaje de recobro

El analisis de datos se realizo en gran parte a partir de los graficos de % de recobro en
funcion del volumen de fase mévil aplicada. Asi se obtuvieron parametros cromatograficos como el

volumen de retencion, volumen de elucién y volumen de fuga de los analitos.

El porcentaje de recobro se calculd con la siguiente relacion:

[ arcamyestra / éreaesténdar] [nginyectados/ HLinyectados] [p-Lfraccién analizada/ ngfortiﬁcado] 100

simplificado:

[ [Areamyestra/ ar€aestandar] CONCENtracion estanda,] 100

IIL.7. PROTOCOLO PARA REALIZAR LA DISPERSION Y EL EMPAQUE DE LA
COLUMNA

En la figura III.7A se presenta el procedimiento de preparaciéon de muestra, dispersion y

elucion aplicando la técnica de DMFS.
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Figura IIL.7A. Diagrama del procedimiento de preparacion de muestra, dispersién y elucion aplicando la técnica de
DMFS.

El paso 1 consisti6 en depositar la cantidad de muestra en un mortero de 4gata, a la que se fortifico
con el volumen de solucién de estandar indicado correspondiente a 10 pg/g de benzo(a)pireno. Se
deja equilibrar por 1 hora.

El paso 2 consistio en incorporar el adsorbente a la muestra fortificada, homogenizando
(dispersando) con ayuda del pistilo del mortero hasta su completa disgregacion.

El paso 3 consistié en transferir la pasta formada con la muestra dispersa en el adsorbente a un
cartucho de extraccion.

El paso 4 consistié en compactar la pasta, aplicando presion con ayuda de un émbolo, procurando
no dejar canales y sin compactar de mas para evitar problemas en la eluciéon con disolventes.

El paso 5 consistié en aplicar la secuencia de elucion para eliminar interferentes (generalmente agua
y/o mezclas de disolvente organico-agua).

El paso 6 consisti6 en aplicar el disolvente de elucion de los analitos (generalmente mezclas de

disolventes organicos-agua y/o disolventes organicos puros).

Las fracciones obtenidas se analizaron mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion,

con el sistema cromatografico descrito en condiciones finales de andlisis cromatogrdfico IIL5 A 1.

Para optimizar la secuencia y los volumenes de elucién de los pasos 5y 6 se efectuaron los

ensayos que se describiran a continuacion.
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IIL.8. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION DEL
BENZO(A)PIRENO POR DMFS

I11.8.1. Ensayos por Extraccion en Fase Solida (EFS)

Para realizar estos ensayos se empacaron cartuchos con 400 mg de las fases estacionarias
octil silano supelclean y octadecil silano supelclean previamente acondicionadas con metanol. Se les
aplic6 1 mL de solucién de estandar benzo(a)pireno disuelto en metanol al 100 % a una
concentracién de 1 ppm. Posteriormente se aplico la siguiente secuencia de elucion:

2 mL de acetonitrilo:agua 30:70
2 mL de acetonitrilo:agua 50:50
2 mL de acetonitrilo:agua 70:30
3 fracciones de 4 mL de acetonitrilo al 100 %
El analisis de las tres fracciones finales se analizaron por CLAR con el sistema
cromatografico II1.5.A 1.
También se aplicaron las siguientes disoluciones estandar de benzo(a)pireno preparadas en

diferentes mezclas de metanol agua: 80:20, 85:15, 90:10 y 95:5. Previamente se observd su

apariencia para verificar que el benzo(a)pireno no se insolubilizara por la adicion de agua.

111.8.2. Ensayos por Dispersién de Matriz en Fase Sélida (DMFS)
I11.8..2.1. DMFS con solucién estindar

Para realizar estos ensayos se adicionaron 500 pL de la solucion esténdar de benzo(a)pireno
10 ppm disuelta en metanol:agua 95:5 a 400 mg de las fases octil silano supelclean y octadecil
silano supelclean. La dispersion se realizo siguiendo el protocolo que se describe en la figura II1.7A.
Posteriormente a la columna se le aplico la siguiente secuencia de elucion:

4 mL de agua (grado cromatografico)

2 mL de acetonitrilo:agua 30:70 (solo en ensayos con octil silano)
2 mL de acetonitrilo:agua 50:50

2 mL de acetonitrilo:agua 70:30

3 fracciones de 4 mL de acetonitrilo al 100%

El andlisis de las tres fracciones finales se analizaron por CLAR con el sistema

cromatografico III.5 A 1.
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I11.8.2.2. DMFS con muestras de pescado (higado)
I11.8.2.2.1. Estudio de retencion y elucion de benzo(a)pireno

Para realizar estos ensayos se utilizaron las fases estacionarias octil silano supelclean y
octadecil silano supelclean en las que se dispersaron 100 mg de higado de pescado fortificadas con
100 pL de la solucién madre de benzo(a)pireno, siguiendo el protocolo que se describid en la figura

[11.7A. Posteriormente se aplico la siguiente secuencia de elucion a la columna.

5 mL de agua grado cromatografico
4 mL de acetonitrilo:agua 30:70
4 mL de acetonitrilo:agua 50:50
4 mL de acetonitrilo:agua 70:30
2 fracciones de 5 mL de acetonitrilo 100%.
El analisis de las dos fracciones finales se analizé por CLAR con el sistema cromatografico

LS Al

I11.8.2.2.2. Estudio cualitativo de los extractos (observacion de turbiedad y coloracion)

Para reducir los interferentes propios de la matriz en los extractos se realizo un estudio
cualitativo variando el volumen y la composicién acetonitrilo:agua en las fracciones de lavado en la

secuencia de elucién, para ello se probaron los siguientes volimenes y mezclas de disolventes.

Volumen (mL) Disolvente o mezcla de disolventes
10,7,5y3 agua grado cromatogréfico
7,5,4y3 acetonitrilo:agua 30:70
7,5,4y3 acetonitrilo:agua 50:50
7,5,4y3 acetonitrilo:agua 70:30

De las observaciones hechas se estructurd el protocolo final de elucién de interferentes.
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I11.9. ELIMINACION DE LiPIDOS INTERFERENTES EN LA SECUENCIA DE ELUCION

Para realizar estos ensayos se utilizé la fase octadecil silano supelclean, en las que se
dispersaron muestras de higado fortificadas con 100 pL de la soluciéon madre de benzo(a)pireno,

siguiendo el protocolo que se describe en la figura ITL.7A.

Se probaron las siguientes fracciones de elucion:

3 fracciones de 5 mL de acetonitrilo:agua 80:20
3 fracciones de 5 mL de acetonitrilo:agua 90:10
3 fracciones de 5 mL de acetonitrilo al 100%

El analisis de los extractos obtenidos se analizé por CLAR con el sistema cromatografico
IL.5 Al

111.10. LIMPIEZA DE EXTRACTOS CON ADSORBENTES

Para realizar estos ensayos de utilizaron cartuchos empacados con 1) 500 mg de gel de silice, 2)
750 mg de florisil como se describe en la figura 1.2, en cada uno se adicionarén los extractos

obtenidos de la elucién de acetonitrilo al 100 % de los ensayos de la seccién anterior.

II1.11. ELUCION DE BENZO(A)PIRENO CON DIFERENTES MEZCLAS DE
ACETONITRILO:AGUA EN DIFERENTES FASES ESTACIONARIAS

Para realizar estos ensayos se dispersaron muestras de higado fortificadas con 100 pL de la
solucién madre de benzo(a)pireno en cada una de las siguientes fases octil silano supelclean,
octadecil silano supelclean, octadecil silano chromabond, polimero bondesil-env, siguiendo el

protocolo que se describe en la figura II1.7A. A la que se aplico la secuencia de elucion siguiente:

5 mL de agua grado cromatografico

2 mL de acetonitrilo:agua 30:70

2 mL de acetonitrilo:agua 50:50

2 fracciones de 5 mL de acetonitrilo 100%

El andlisis de las dos fracciones finales se analizaron por CLAR con el sistema
cromatografico II1.5 A 1.
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[I1.12. OBSERVACION POR MICROSCIPIA ELECTRONICA DE HIGADO Y MUSCULO
DISPERSO EN FASE ESTACIONARIA

Para realizar estas observaciones se realizaron dispersiones de higado y musculo de pescado
en la fase octadecil silano supelclean. Se tomaron fotografias por microscopia electronica antes y

después de aplicar la secuencia de elucion a 750 aumentos.

II1.13. FRENTES DE ELUCION DE BENZO(A)PIRENO DE LAS FASES SILICE N-
ALQUIL CON DOS DIFERENTES MATRICES

II1.13.1. Benzo(a)pireno con dos diferentes matrices
I11.13.1.1. Ensayos en higado

Para realizar estos ensayos se utilizaron las fases octil silano supelclean, octadecil silano
supelclean y octadecil silano chromabond, en las que se dispersaron muestras de higado fortificadas
con 100 pL de la solucién madre de benzo(a)pireno, siguiendo el protocolo que se describe en la
figura IT11.7A. A la que se aplicé la secuencia de elucion siguiente:

5 mL de agua grado cromatografico
2 mL de acetonitrilo:agua 30:70
2 mL de acetonitrilo:agua 50:50
Fracciones de 1 mL hasta 10 mL de acetonitrilo:agua 80:20
El analisis de las ultimas fracciones obtenidas se analizd por CLAR con el sistema
cromatografico IT.5 A 1. Con los datos obtenidos del analisis se construy6 el grafico de frente de

elucién de benzo(a)pireno a partir del porcentaje de recobro acumulado en funcion del volumen del

eluente.
111.13.1.2. Ensayos en musculo

Para realizar estos ensayos se utilizaron las fases octil silano supelclean, octadecil silano
supelclean y octadecil silano chromabond; en las que se dispersaron muestras de musculo
fortificadas con 100 pL de la solucién madre de benzo(a)pireno, siguiendo el protocolo que se
describe en la figura II1.7A. A la que se aplico la secuencia de elucion siguiente:

5 mL de agua grado cromatografico

2 mL de acetonitrilo:agua 30:70

2 mL de acetonitrilo:agua 50:50

Fracciones de 1 mL hasta 10 mL de 80:20 acetonitrilo:agua
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El andlisis de las tltimas fracciones obtenidas se analiz6 por CLAR con el sistema
cromatogréfico III.5 A 1. Con los datos obtenidos del analisis se construy6 el grafico de frente de
elucién de benzo(a)pireno a partir del porcentaje de recobro acumulado en funcion del volumen del

eluente.

III.14. FRENTES DE ELUCION DE BENZO(A)PIRENO, CLORPIRIFOS Y
FENITROTION CON DOS DIFERENTES MEZCLAS DE DISOLVENTES
ORGANICO:AGUA EN OCTADECIL SILANO SUPELCLEAN

Para realizar estos ensayos se utilizaron muestras de higado fortificadas con 100 pL de la
solucién madre de mezcla de contaminantes benzo(a)pireno, clorpirifos y fenitrotion, dispersas en
octadecil silano supelclean siguiendo el protocolo que se describe en la figura III.7A. A la que se
aplico la secuencia de elucion siguiente:

5 mL de agua grado cromatografico

2 mL de acetonitrilo:agua 30:70

2 mL de acetonitrilo:agua 50:50

a) fracciones de 1 mL hasta 10 mL de acetonitrilo:agua 80:20

b) fracciones de 1 mL hasta 10 mL de metanol:agua 80:20

El analisis de los extractos obtenidos se analizé por CLAR con el sistema cromatografico

IIL5 A 2. Con los datos obtenidos del analisis de las fracciones en a) y b) se construy® el grafico de
frente de elucién de benzo(a)pireno a partir del porcentaje de recobro acumulado en funcion del

volumen del eluente.

III.15. FRENTES DE ELUCION DE BENZO(A)PIRENO, CLORPIRIFOS Y
FENITROTION  CON DOS DIFERENTES MEZCLAS DE DISOLVENTES
ORGANICO:AGUA EN BONDESIL-ENV

Estos ensayos se efectuaron con la solucion estandar de los contaminantes orgénicos. Asi se
dispersaron 100 uL de la solucién madre de la mezcla de contaminantes en 400 mg del polimero
bondesil-env, siguiendo el protocolo que se describe en la figura IIL7. A la que se aplico la

secuencia de elucidn siguiente:

3 mL de acetonitrilo:agua 30:70

3 mL de acetonitrilo:agua 50:50

a) fracciones de 1 mL hasta 8 mL de acetonitrilo:agua 80:20

b) fracciones de 1 mL hasta 8 mL de acetonitrilo:agua 90:10

¢) fracciones de 1 mL hasta 5 mL y de 5 en 5 hasta 20 mL de 100% de acetonitrilo
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El analisis de los extractos obtenidos se analizé por CLAR con el sistema cromatografico
TI1.5 A 2. Con los datos obtenidos del analisis de las fracciones en a), b) y c) se construyd el grafico

del frente de elucion para cada compuesto.

I11.16. ENSAYOS CON SOLUCION ESTANDAR CON ADICION DE SURFACTANTES

Para realizar estos ensayos se aplica el mismo protocolo que se emple6 para realizar la
dispersion y empaque de la columna descrita en la figura 1.7, realizando la adicion del volumen de

surfactante entre el tiempo de fortificacion de la muestra y la dispersion con el adsorbente.

111.16.1. Selecciéon de surfactante

Para reélizar estos ensayos se utilizaron soluciones de heptansulfonato de sodio (HSNa) 1M
y lauril sulfato de sodio (LSNa) 1M. Se adicionaron 100 y 400 pL de estos surfactantes en
fortificaciones de 100 pL de la solucién de mezcla de contaminantes en 400 mg del adsorbente
polimérico bondesil-env. La adicién del surfactante se realizé después de transcurrir el tiempo de
fortificacion y se dejé reposar durante 30 min mas a temperatura ambiente, se continu6 con el
protocolo de dispersion y empaque de la columna de elucion que se describe en la figura lII.7A. A la
que se aplicé la secuencia de elucion siguiente:

3 mL de acetonitrilo:agua 30:70
3 mL de acetonitrilo:agua 50:50
Fracciones de 1 en 1 mL hasta 5 mL de 100% de acetonitrilo
Fracciones de 5 en 5 mL hasta 30 mL de 100% de acetonitrilo
Los extractos obtenidos de las ultimas fracciones se analizaron por CLAR con el sistema
cromatografico descrito en IIL.5 A 2. Con los datos obtenidos del andlisis de las fracciones se

construy6 el grafico de frente de elucion de benzo(a)pireno a partir del porcentaje de recobro

acumulado en funcién del volumen del eluente.

I11.16.2. Ensayos con muestras de higado fortificada con los 3 compuestos benzo(a)pireno,

clorpirifos y fenitrotion en octadecil silano supelclean y polimero bondesil-env sin surfactante

Para realizar estos ensayos se utilizaron muestras de higado fortificadas con 100 pL de la
solucién madre de la mezcla de contaminantes en 400 mg de cada adsorbente, sin adicionar el
surfactante, siguiendo el protocolo que se describe en la figura IIL.7A. A la que se aplico la siguiente

secuencia de elucidn:
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3 mL de acetonitrilo:agua 30:70
3 mL de acetonitrilo:agua 50:50
Fracciones de 1 en 1 mL hasta 10 mL de acetonitrilo al 100%
Fracciones de 5 en 5 mL hasta 30 mL de acetonitrilo al 100%
El andlisis de los extractos obtenidos se analiz6 por CLAR con el sistema cromatografico
IIL5 A 2. Con los datos obtenidos del analisis de las fracciones se construy® el grafico de frente de
elucion de benzo(a)pireno a partir del porcentaje de recobro acumulado en funcion del volumen del

eluente.

I11.16.3. Frentes de elucion de benzo(a)pireno en polimero bondesil-env con surfactante

I11.16.3.1. Recobro de benzo(a)pireno en funcién de diferentes cantidades de HSNa 1M

Para realizar estos ensayos se utilizaron muestras de higado fortificadas con 100 pL de la
solucion madre de la mezcla de contaminantes, dispersas en 400 mg de adsorbente poliméro
bondesil env, a las que se adicioné 100, 200 y 400 uL de HSNa 1M; después de transcurrir el tiempo
de fortificacién, se dejé reposar por 30 min més y se continué siguiendo el protocolo que se describe

en la figura IT1.7A, a la que se aplico la siguiente secuencia de elucion:

3 mL de acetonitrilo:agua 30:70
3 mL de acetonitrilo:agua 50:50
Fracciones de 1 en 1 mL hasta 10 mL de acetonitrilo al 100%
Fracciones de 5 en 5 mL hasta 30 mL de acetonitrilo al 100%
El andlisis de las ultimas fracciones obtenidas se realizo por CLAR con el sistema
cromatografico II1.5 A 2. Con los datos obtenidos se construyd el grafico de porcentaje de recobro

acumulado en funcion del volumen del disolvente de elusién. A partir de este gréfico se obtuvieron

los parametros Vf, Vry Vm.
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IV.1. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES PARA LA DETECCION Y EL
ANALISIS CROMATOGRAFICO

IV.1.1. Establecimiento de las condiciones para la deteccion

En la tabla IV.1 se muestran los porcentajes de maxima absorcion y las longitudes de onda
de maxima absorcion de cada compuesto, también se presentan las longitudes de onda que el
detector de arreglo de diodos tiene establecidas para el despliegue de resultados. Con éstas se llevé a
acabo la cuantificacion a través de una calibracién externa. Los espectros de absorcion de luz

ultravioleta de cada uno de los compuestos evaluados se presentan en el anexo 1.

longitud de onda de porcentaje de longitud de onda
compuesto maxima absorcion UV | miximo de absorcién | para cuantificar
(nm)
262.07 100
294.12 87.7
benzo(a)pireno 282.80 86.1 263
202.82 69.3
220.82 52.6
199.53 100.0
clorpirifos 228.10 41.8 287
288.91 21.7
fenitrotion 200.60 100.0 268
267.63 42.7

Tabla IV.1. Longitudes de onda de méxima absorcién y de cuantificacién de los compuestos evaluados.

Se optd por monitorear al benzo(a)pireno a 263 nm, porque en esta longitud de onda presenta
la maxima absorcién, ademas de no presentar interferentes con los espectros de los otros compuestos
empleados. En el caso del clorpirifos se optdé por monitorear a 287 nm, pues corresponde a la
segunda longitud de onda méxima que interfiere menos con los maximos de los otros compuestos; el

mismo caso se presenta con el fenitrotion a 268 nm.

IV.2. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION
CROMATOGRAFICA PARA EL BENZO(A)PIRENO

IV.2.1. Variacién del factor de retencién (k’) en funcion de % metanol
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La tabla IV.2 presenta los valores de tiempo de retencion (tr), factor de capacidad (k) y log

k’ para el benzo(a)pireno con los diferentes porcentajes de metanol de la fase movil.

% metanol tr k’ log kK’
100 6.630 3.7357 0.5723
90 15.904 10.360 1.0156
80 47.282 32.773 1.5155
70 > 150.00 No determinado No determinado

Tabla IV.2. Variacion de factor de capacidad (k’) de benzo(a)pireno en funcién del porcentaje de metanol en la fase
movil. to = 1.4 min.

En la figura IV.1 se representa el comportamiento del log k’ en funcién del porcentaje de

metanol en la fase movil.

1.6 -
Log k'
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Figura IV.1. Variacién del factor de capacidad (k’) de benzo(a)pireno en funcién del porcentaje de metanol en la fase
movil.

Se observa que al disminuir el porcentaje de metanol en la fase movil el log k’ aumenta
notablemente siguiendo una relacion lineal. De acuerdo a estos resultados se procedi6 a analizar al
benzo(a)pireno con una fase movil compuesta por metanol puro porque proporcionaria un tiempo de
retencion lo suficientemente alejado del pico del tiempo muerto y suficientemente rapido para su

analisis en los extractos durante la optimizacion de las condiciones de extraccion.
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1V.2.2. Linealidad y limite de deteccion

La figura IV.2 representa la respuesta del detector en funciéon de la concentracion de

benzo(a)pireno.
25000 -
Area
20000 -
15000 -
10000 -
y=20638x +85.224
5000 R?=0.9999
error de la pendiente 30.6285
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
ppm

Figura IV.2. Respuesta del detector en funcion de la concentracion de benzo(a)pireno, deteccion por UV a 263 nm.

El ajuste estadistico realizado con los valores obtenidos presentan un muy buen coeficiente

de correlacion.
Los limites de deteccion y cuantificacion calculados a partir de la regresion lineal para

benzo(a)pireno en este sistema cromatografico son:

Limite de deteccion (LD) =0.0430 mg L™
Limite de cuantificacion  (LC)=0.1302 mg L™

El limite de deteccion y cuantificacion experimental fue de 0.05 ppm y el de cuantificacion

de 0.15 ppm.

1V.2.3. Reproducibilidad

La tabla IV.3 presenta los valores de area obtenidos como respuesta de deteccion a las

inyecciones de cada concentracidon de benzo(a)pireno evaluada.
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concentracion en ppm
1 0.5 0.1 0.05
cv 2.58 % 2.64 % 2.67 % 5.89 %

Tabla IV.3. Reproducibilidad del sistema cromatografico a diferentes concentraciones.

Se obtuvo buena reproducibilidad a concentraciones de 1, 0.5 y 0.1 ppm con coeficientes de
variacion por debajo de 3 %. Con la concentracion de 0.05 ppm se presentdé mayor variabilidad
aunque aceptable, dado que es una concentracion cercana al limite de deteccion.

Con estos resultados se optd por trabajar con una concentracion de 1 ppm de benzo(a)pireno
como solucién de referencia en los ensayos de extraccion, porque esta concentracion presenta mejor
reproducibilidad y buena definicion de pico en el cromatograma con el sistema cromatografico
empleado. Dos de las condiciones indispensables para realizar el analisis de los extractos de los
ensayos en muestras fortificadas, con que se estudiaran los factores que modifican la eficiencia de la

extraccion por DMFS.

IV.3.  ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE SEPARACION
CROMATOGRAFICA PARA LA MEZCLA DE COMPUESTOS BENZO(A)PIRENO,
CLORPIRIFOS Y FENITROTION

1V.3.1. Variacion de k’ en funcion de % metanol

La tabla IV.4 presenta los valores de tiempo de retencion (tr), factor de capacidad (k’) y log

k’ para benzo(a)pireno, clorpirifos y fenitrotion con los diferentes porcentajes de metanol en la fase

movil.
% metanol benzo(a)pireno clorpirifos fenitrotion
tr k’ logk’ tr k’ log k’ tr k’ log k’
(min) (min) (min)
70 >150 | NC NC 31.65 | 21.60 1.3345 6.982 | 3.987 | 0.6007
80 47.28 | 32.77 | 1.5155 | 10.24 | 6.317 0.8005 3.538 | 1.527 | 0.1838
90 1590 | 1036 | 1.0156 | 3.805 [ 1.718 0.2350 2.206 | 0.576 -0.239
100 6.630 | 3.735 | 0.5723 | ND NC NC ND NC NC

ND = no determinado debido a la superposicién de los picos en el cromatograma. NC = no se calculo por no contar con
el tr.

Tabla IV.4. Variacién de factor de capacidad (k’), log k’ y tiempo de retencién de benzo(a)pireno, clorpirifos,
fenitrotion en funciéon del porcentaje de metanol en al fase moévil, con una velocidad de flujo de ImL min y
composicion de la fase movil metanol:agua variable. Tiempo muerto de 1.4 min,
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En la figura IV.3 se representa el log k> de cada compuesto en funcion del porcentaje de

metanol en la fase movil.
Log 'gl.55 .
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Figura IV.3. Variacion del log k* de benzo(a)pireno, clorpirifos y fenitrotion en funcién del porcentaje de metanol en la
fase mévil, velocidad de flujo de 1mL min™' deteccion por UV. Concentracién de 1mg L

En la figura IV.4 se muestra la buena separacion de las curvas de los compuestos evaluados
ademds de que las curvas corren paralelas. Respecto el benzo(a)pireno, no fue posible determinar
experimentalmente su k> con 70% de metanol, pues después de 150 minutos de corrida no se
presentd respuesta del detector, por lo que no se consider6 realizar una separacion analitica de este
compuesto con fracciones por debajo del 80% de metanol; en tanto que clorpirifos y fenitrotion
presentaron un tr medible en 70% de metanol. Por el contrario, para estos dos compuestos que son
sensiblemente mas polares que el benzo(a)pireno, la eluciéon con metanol a 100% derivo en la
superposicién de los picos en el cromatograma. De acuerdo a estas curvas se dedujo que una
separacion por gradiente era la mas apropiada para tener un tiempo de andlisis corto con una

resolucion apropiada.
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En la figura IV.4 se representa la separacion de los compuestos mediante una elucién en

gradiente.
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Figura IV.4. Cromatograma de los compuestos en estudio, velocidad de flujo de ImL min', composicién de la fase
movil: gradiente metanol:agua 85 a 100% de metanol en 5 minutos y constante 100% metanol de 5 a 15 minutos.

Inyeccion de 20uL, deteccion por absorcion UV. 1) fenitrotién (268 nm), 2) clorpirifos (287 nm), 3) benzo(a)pireno
(263 mn).

IV.3.2. Linealidad y limite de deteccion

La figura IV.5 representa la respuesta del detector en funcion de la concentracion de
fenitrotion.
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12000 -

10000 -
8000 -

6000 -

4000 - y = 2058.5x - 0.1751
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Figura IV.5. Respuesta del detector en funcion de la concentracién del fenitrotion. Composicion de la fase movil
gradiente de 85 a 100% metanol de 0 a 5 min, velocidad de flujo de 1mL min™ deteccién por UV a 268 nm.
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La figura IV.6 representa la respuesta del detector en funcion de la concentracion de clorpirofos.

Area
6000 ~
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
y=1123.6x+ 17.18
R® = 0.9998
1000 - error de la pendiente 44.2719
0 T T T T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5

o= c|orpirifos ppm

Figura IV.6. Respuesta del detector en funcion de la concentracion de clorpirifos. Composicion de la fase mévil
gradiente de 85 a 100% metanol de 0 a 5 min, velocidad de flujo de ImL min™ deteccién por UV a 287 nm,

La figura IV.7 representa la respuesta del detector en funcién de la concentracion de

benzo(a)pireno.
Area
25000 1
20000 -
15000 -
10000 -
y=20638x+ 85.224
5000 - R2 = 0.9999
error de la pendiente 30.6285
0 <@ r . : . T T : T T )
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—o— Benzo(a)pireno ppm

Figura IV.7. Respuesta del detector en funcién de la concentracion de benzo(a)pireno, sistema cromatografico:
composicion de la fase movil: isocratico metanol al 100%, velocidad de flujo de ImL min™, deteccién por UV a 263
nm.
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El ajuste estadistico realizado con los valores obtenidos en los 3 casos muestran un muy buen

coeficiente de correlacion en el intervalo de concentraciones evaluadas.

Los limites de deteccion y cuantificacion calculados a partir de la regresion lineal para
fenitrotion en este sistema cromatografico son:

Limite de deteccién (LD)= 0.12 mg L!
Limite de cuantificacién (LC)= 0.28 mg L'
Los limites de deteccion y cuantificacion calculados a partir de la regresion lineal para

clorpirifos en este sistema cromatografico son:
Limite de deteccién (LD)= 0.12mgL"
Limite de cuantificacion (LC)= 0.18 mg L!
Los limites de deteccion y cuantificacion calculados a partir de la regresion lineal para

benzo(a)pireno en este sistema cromatografico son:

Limite de deteccion (LD)=0.0430 mg L}
Limite de cuantificacion (LC)=0.1302mg L™
IV.3.3. Reproducibilidad

La tabla IV.5 presenta los valores de area obtenidos como respuesta de deteccion a las

inyecciones de cada concentracion de fenitrotion evaluada.

concentracion en ppm
5 2.5 0.5 0.25
cV . 3.32% 3.06 % 5.62 % 11.24 %

Tabla IV.5. Reproducibilidad del sistema cromatografico a diferentes concentraciones de fenitrotion.

Se obtuvo buena reproducibilidad en concentraciones de 2.5 y 5 ppm, a concentraciones de
0.5 y 0.25 ppm el coeficiente de variacion es mayor dado la proximidad del limite de cuantificacion

y deteccion que dificulta la integracion del 4rea de los picos.

La tabla IV.6 presenta los valores de drea obtenidos como respuesta de deteccion a las
inyecciones de cada concentracion de clorpirifos evaluada.

concentracion en ppm
5 2.5 0.5 0.25
cv 1.63 % 6.03 % 9.32 % ----

Tabla IV.6. Reproducibilidad del sistema cromatografico a diferentes concentraciones de clorpirifos.
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Se obtuvo muy buena reproducibilidad sélo a una concentracién de 5 ppm, a concentraciones

de 2.5y 0.5 ppm el coeficiente de variacion es mayor dado que se dificulta la integracion del area.

La tabla IV.7 presenta los valores de area obtenidos como respuesta de deteccion a las
inyecciones de cada concentracion de benzo(a)pireno evaluada.

concentracion en ppm
1 0.5 0.1 0.05
cv 2.58 % 2.64 % 2.67 % 5.89 %

Tabla IV.7. Reproducibilidad del sistema cromatogréfico a diferentes concentraciones de benzo(a)pireno.

Se obtuvo buena reproducibilidad a concentraciones de 1, 0.5 y 0.1 ppm con coeficientes de
variacion por debajo de 3 %. Con la concentracion de 0.05 ppm se presentdé mayor variabilidad,

dado que es una concentracion cercana al limite de deteccion.

IV.4. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION DEL
BENZO(A)PIRENO POR DMFS

IV.4.1. Ensayos por EFS con octil silano supelclean

Para establecer las condiciones en las que se realizarian los ensayos por DMFS se estudid
primero el comportamiento del benzo(a)pireno por EFS.
La tabla IV.8 presenta los recobros obtenidos con la secuencia de elucién aplicada en cada uno de
los eluatos y en el efluente de la columna de 400 mg. La solucion estandar de benzo(a)pireno

aplicada se realizé en metanol puro.

fraccién acetonitrilo:agua fraccion acetonitrilo 100% total
efluente | 30:70 50:50 70:30 acumulado
(2mL) (2mL) (2mL) (4mL) (4mL) (4mL)

712 % 3.6 % 4.5% 193% | 1.30% 0.0 % 0.0 % 106 %

Tabla IV.8. Elucién de benzo(a)pireno con EFS, en octil silano supelclean aplicando 1mL de benzo(a)pireno en
metanol 100 %.

En esta tabla se observa que en la EFS sobre octil silano, el compuesto fugd en un 77 % con
el efluente, lo cual puede deberse a que el compuesto estaba disuelto en metanol que es uno de los
disolventes capaces de eluir al compuesto, Asi, el disolvente de la disoluciéon estdndar aplicada
disminuy0 la retencion del compuesto, arrastrandolo a la fuga. Por lo tanto, para corroborar esto se

prepararon disoluciones estandar en diferentes mezclas de metanol-agua, para tener la certeza de que
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el compuesto no se fugara por efecto de acarreo del disolvente. Previamente se observo si en estas
disoluciones estandar, el benzo(a)pireno permanecia soluble, para aplicar solamente aquellas en las

que el compuesto se solubilizara completamente.

La tabla IV.9 muestra la turbiedad observada del benzo(a)pireno en diferentes disoluciones

de metanol:agua.

Fracciones (metanol:agua)
80:20 85:15 90:10 95:5 100 %
+++ +++ ++ 0 0
+++ alta turbiedad, ++ moderada turbiedad, -+ baja turbiedad, 0 traslucido.

Tabla IV.9. Apariencia de diluciones de benzo(a)pireno en diferentes fracciones de metanol:agua.

Se observa que las diluciones metanol:agua 80:20, 85:15 y 90:10 probadas presentaron
turbiedad que fue indicativo de insolubilidad del compuesto a causa del contenido de agua, por lo
que solamente la dilucién de metanol:agua 95:5 y la disolucion en matanol 100 % no presentd
turbiedad aparente. Por lo tanto se decidio probar la dilucion acetonitrilo:agua 95:5 para aplicar el

estandar de benzo(a)pireno en la fase octil silano supelclean.

La tabla IV.10 presenta los resultados obtenidos al aplicar el benzo(a)pireno en una
disolucion metanol:agua 95:5 al cartucho de EFS, también presenta los porcentajes de recobro

obtenidos con las diferentes eluentes.

fraccion acetonitrilo:agua fraccion acetonitrilo 100% total
efluente 30:70 50:50 70:30 acumulado
(2mL) (2mL) (2mL) (4mL) (4mL) (4mL)
3.14 % 0.0 1.53% | 9.62% | 655% | 3.11% | 3.68 % 86.08 %

Tabla IV.10. Elucién de benzo(a)pireno con EFS, en octil silano supelclean aplicando ImL de benzo(a)pireno en
metanol:agua 95:5.

De estos resultados se observa que, en efecto, al hacer la dilucion de la solucion estandar en
una fraccion de metanol:agua se contribuy6 a que no fugara el compuesto en el efluente porque se
presento sélo el 3.14 % de fuga. Con esio, el octil silano mostré retener al compuesto, aunque en la
fraccion de 2 mL acetonitrilo:agua 50:50 comenzé a fluirse un poco; también en la de
acetonitrilo:agua 70:30. Sin embargo, se observa que la mayor cantidad se recuper6 en la primera

fraccion de 4 mL de acetonitrilo al 100 %.
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IV.4.2. Ensayos por EFS con octadecil silano supelclean

La tabla IV.11 presenta los recobros obtenidos al adicionar el benzo(a)pireno en una
disolucién metanol:agua 95:5 al cartucho de EFS octadecil silano supelclean. También se presentan

los porcentajes de recobro obtenidos con los diferentes eluentes.

fraccion acetonitrilo:agua fraccién acetonitrilo 100 % total

efluente | 30:70 | 50:50 | 70:30 acumulado
emL) | emL) | @GmL) | 4mL) | (4mL) | (“4mL)

0.0 % 0.0 0.0 % 134% | 776% | 3.30% 0.0 % 94.3 %

Tabla IV.11. Elucién de benzo(a)pireno con EFS, en octadecil silano supelclean aplicando ImL de benzo(a)pireno en
metanol:agua 95:5.

Se observa que con octadecil silano supelclean, a diferencia de la octil silano no se presento
fuga en el efluente y la elucion del compuesto inicid con la fraccion de acetonitrilo:agua 70:30. De
igual manera, la mayor cantidad de compuesto fue recuperada en la primera fraccion de acetonitrilo
100 %.

Comparando el comportamiento de benzo(a)pireno en ambas fases es notable que la fase
octadecil silano supelclean presenté mejor retencion, ya que fue mas lenta su elucién inicial (con un
porcentaje mayor de acetonitrilo), también presenté un mejor porcentaje de recobro acumulado

después de aplicar el tren de elucién completo.

IV.5. ENSAYOS POR DISPERSION DE MATRIZ EN FASE SOLIDA (DMFS)

IV.5.1. DMFS con solucion estandar fase octil silano supelclean

El primer ensayo realizado por DMFS se basé en las resultados de la EFS presentados en la
tabla IV.10. Asi, se aplicé la misma secuencia de elucion eliminando el lavado con acetonitrilo:agua
70:30 dado que se considerd que comenzaria a eluir el benzo(a)pireno. También se agregd un primer

lavado de la columna de dispersion con agua.

-59.




CAPITULO IV
RESULTADQS Y DISCUSION

Los resultados de la elucién de benzo(a)pireno en la fase octil silano se presentan en la tabla
IV.12.

fraccion acetonitrilo:agua fraccion acetonitrilo 100% total
agua 30:70 50:50 acumulado
4 (mL) (2 mL) (2 mL) (4 mL) (4 mL) (4 mL)
0.0 % 76.7 % 11.9 % 6.10 % 0.0 % 0.0 % 95.0 %

Tabla IV.12. Elucién de benzo(a)pireno con DMFS, en octil silano supelclean aplicando 500 pL solucién estandar 10
ppm.

Se observa que a diferencia de como ocurrié en EFS, el compuesto fugd en un 76.7 % con
las fracciones de elucion de acetonitrilo:agua 30:70, lo que aparent6 deberse a una baja en la fuerza
de retencion del compuesto en esta fase. Para corroborar, si el efecto se debia a que la disolucién
estandar para la fortificacion fue preparada en metanol 100 % y esto ocasionaba la fuga, de igual
forma que en EFS, se probé la aplicacion de la disolucion estandar para la fortificacion en una
mezcla metanol:agua 95:5. También se suprimio la elucién con acetonitrilo:agua 30:70, pues en esta
fraccion eluye la mayor parte del compuesto, el objetivo de ésta fraccion es eluir compuestos

interferentes; y se incluyo la elucion acetonitrilo:agua 70:30 como en la EFS.

En la tabla IV.13 se muestran las resultados obtenidos después de haber hecho las

modificaciones mencionadas.

fraccion acetonitrilo:agua fraccion acetonitrilo 100 % total
agua 50:50 70:30 acumulado
(4mL) (2mL) (2mL) (4mL) (4mL) (4mL)
0.0 % 0.0 % 34.4 % 36.36% | 2.50 % 1.90 % 74.35 %

Tabla IV.13. Elucion de benzo(a)pireno con DMFS, en octil silano supelclean aplicando 500 pL de una disolucién de la
solucion estandar en metanol:agua 95:5.

Se observo que de esta manera se repitié el comportamiento presentado en EFS. En efecto al
hacer la dilucién de la solucién estandar en una fraccion de metanol:agua se contribuy6 a que no
fugara el compuesto en la fraccion acetonitrilo:agua 50':50, pero aun con estas sensibles mejoras, la
fraccion de acetonitrilo:agua 70:30 mostré eluir un mayof porcentaje del compuesto que en EFS: un
34.4 % lo que representa el 50 % del recobro total. La otra mitad recuperada con respecto al recobro

global se obtuvo practicamente en la primera fraccion con acetonitrilo 100 %.
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IV.5.2. DMFS con solucién estindar fase octadecil silano supelclean

En la tabla IV.14 se presentan los recobros obtenidos de la elucién de benzo(a)pireno
disperso en la fase octadecil silano. Con este adsorbente se elimind la fraccion de acetonitrilo:agua
30:70 de la secuencia de elucion y se aplicé la disolucion estandar preparada en una mezcla de

metanol:agua 95:5.

fraccion acetonitrilo:agua fracciéon acetonitrilo 100% total
agua 50:50 70:30 acumulado
(4mL) (2mL) (2mL) (4mL) (4mL) (4mL)
0.0 % 0.0 % 6.93 % 854% | 335% 0.0 % 95.7 %

Tabla IV.14. Elusion de benzo(a)pireno con DMFS, en octadecil silano supelclean fortificado con 500 pL de disolucién
estdndar en metanol:agua 95:5.

Los resultados muestran que se obtuvo mejor recobro global que con octil silano; la elucién
en la fraccion de lavado acetonitrilo:agua 50:50, que corresponderia a elucion de interferentes con la
muestra, parece ser superado. En este caso, se inicia la elucion de 6.93 % del compuesto con la
fraccion acetonitrilo:agua 70:30 y la mayor cantidad de compuesto se obtiene en la primera fraccion
de 4 mL con acetonitrilo al 100 %. Por lo tanto, estos resultados se consideraron para la aplicacion

de las muestras de pescado que a continuacion se describen.

IV.5.3. DMFS con muestras de pescado (higado)
IV.5.3.1. Estudio de retencion y elusion de benzo(a)pireno

Una vez establecido el comportamiento que presenta el benzo(a)pireno aplicado en
disolucién estandar en el octadecil silano supelclean, fue importante saber cuales eran las
variaciones que se presentarian cuando la matriz fuera integrada. Dependiendo de la matriz
empleada se hace evidente que una gran cantidad de estructuras y/o compuestos interaccionaran con
la fase; estos interferentes de naturaleza quimica diversa pudieran interferir co-eluyendo con el
benzo(a)pireno. Por lo tanto, se probaron diferentes secuencias de elucion para eliminar la mayor
parte de estos interferentes previamente a la recuperacion del benzo(a)pireno y se hicieron

observaciones en cuanto a coloracion y turbidez.
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Asi se probo la siguiente secuencia de limpieza de interferentes para su observacion:

orden de aplicacién volumen (mL) disolvente o mezcla de disolventes
A 10,7,5y3 agua grado cromatografico
B 7,5,4y3 30:70 acetonitrilo:agua
C 7,5,4y3 50:50 acetonitrilo:agua
D 7,5,4y3 70:30 acetonitrilo:agua

IV.5.3.2. Observaciones en los eluatos obtenidos de la secuencia de limpieza de interferentes

A) disolvente: agua grado cromatografico.

La tabla IV.15 resume las apariencias de los eluatos obtenidos al aplicar el volumen de

disolvente indicado.

volumen (mL)
A) 10 7 5 3
apariencia que ligera coloracion coloracion mayor coloracion,
presenta el eluato coloracion, | rojiza, turbidez. | rojiza, turbidez. turbidez.
turbidez.

Tabla IV.15. Apariencia de elucion de la dispersion de higado en octadecil silano supelclean a diferentes voliimenes de
agua grado cromatografico.

La apariencia de los eluatos en las diferentes fracciones, presenté a simple vista los
interferentes (restos de macromoléculas) que provenian de la muestra de higado. Siendo tan baja la
solubilidad del compuesto en agua, se tiene la certeza que, con el volumen de agua empleada en
cada caso, no se podria tener desorcion del benzo(a)pireno con este disolvente. Por lo tanto, se
considerd una buena opcién el realizar un primer lavado con 5 mL de agua para eliminar gran parte

de interferentes polares provenientes de la muestra.
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La tabla IV.16 resume las apariencias de los eluatos obtenidos al aplicar el volumen de

disolvente indicado.

apariencia que volumen de elucién (mL)
presenta el eluato 7 5 4 2
+ + ++ +++
B) turbidez sin turbidez sin turbidez sin turbidez y poca
coloracion coloracién coloracioén coloracion
+ ++ ++ ++
0) turbidez sin turbidez sin turbidez sin turbidez y poca
coloracion coloracién coloracién coloracion
+ + ++
D) sin turbidez sin turbidez sin turbidez sin turbidez sin
coloracién coloracion coloracién coloracion

+++ muy turbio, ++ turbio, + poco turbio.

Tabla 1V.16. Apariencia de elucién de la dispersion de higado en octadecil silano supelclean a diferentes volimenes de
B) acetonitrilo:agua 30:70 C) acetonitrilo:agua 50:50 D) acetonitrilo:agua 70:30.

De la observacion de la apariencia de los eluatos obtenidos en las tres diferentes fracciones
de mezcla de disolventes evaluadas B), C) y D) coincide que en el menor volumen de elucion
empleado se presenta la mayor turbidez lo que implica alta elucion de interferentes. Por el otro
extremo, el volumen mayor empleado aparenta contener menor cantidad de interferentes, si se
considera la disminuciéon gradual de la turbidez. Asi, se plante6 la secuencia de elucién de
interferentes, empleando un volumen de 4 mL por fraccion de disolvente. Lo que alin estaba sujeto a
modificacion pues se debia garantizar que el benzo(a)pireno no eluyera en alguna de estas
fracciones.

En los ensayos de DMFS con solucion estandar se demostrd que un pequefio porcentaje del
compuesto se eluia en la fraccion con acetonitrilo:agua 70:30; por lo que entre las modificaciones
que se consideraron, fue limpiar el extracto obtenido de la eluciéon con la fraccion de
acetonitrilo:agua 70:30.

Asi, se probo la siguiente secuencia de elucion considerando un lavado con agua y lavados
con diferentes mezclas de acetonitrilo:agua.

5 mL de agua grado cromatografico

4 mL de acetonitrilo:agua 30:70

4 ml de acetonitrilo:agua 50:50

4 mL de acetonitrilo:agua 70:30

2 fracciones de 5 mL de acetonitrilo 100%
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La tabla IV.17 presenta los recobros obtenidos al analizar las fracciones que no presentaron

turbidez.
fraccion de elucién
5SmL 4 mL 4 mL 4 mL 5mL SmL % de recobro
agua | acetonitrilo:agua | acetonitrilo;agua | acetonitrilo:agua | acetonitrilo | acetonitrilo total
30:70 50:50 70:30 100 % 100 %
% de
recobro NI NI 9.85 % 53.7% 33.95 % 0.0 97.5 %

NI = no inyectado

Tabla IV.17. Secuencia de elucién de benzo(a)pireno, fortificado en higado disperso en octadecil silano supelclean.

En la tabla se observa que desafortunadamente el benzo(a)pireno comienzo6 a eluir a partir de

la fraccion de acetonitrilo:agua 50:50 en un 9.85 % de la cantidad fortificada, seguido de la elucion

de 53.7 % en la fraccion acetonitrilo:agua 70:30, para terminar de desorberse en la primera fraccion

de acetonitrilo al 100 %. Con lo que se comprueba que la elucion del benzo(a)pireno se da en gran

porcentaje cuando se aplica la la mezcla de disolventes acetonitrilo:agua 70:30, que ésta destinada a

la remocién de interferente. Se decidi6 filtrar a través de una membrana de nylon con poro de 0.45

pum el extracto de la fraccién acetonitrilo:agua 50:50 debido a que se presentd la perdida de

aproximadamente el 12 % del compuesto. El recobro global considerando estos tres eluatos

representa un 97.5 % del compuesto, por lo que al parecer el volumen que se esta probando fue

demasiado grande con las mezclas de disolventes en polaridad decreciente. Por lo que se decidié

reducir a la mitad estos volumenes para comparar el efecto.

La secuencia modificada de elucion de interferentes es la siguiente:

5 mL de agua grado cromatografico
2 mL de acetonitrilo:agua 30:70
2 mL de acetonitrilo:agua 50:50
2 mL de acetonitrilo:agua 70:30

2 fracciones de 5 mL de acetonitrilo 100%

La tabla IV.18 presenta los recobros obtenidos después de aplicar la modificacion en el

volumen aplicado.

fraccion de elucion

5mL 2mL 2mL 2mL 5mL 5mL % de recobro
agua | acetonitrilo:agua | acetonitrilo:agua | acetonitrilo:agua | acetonitrilo | acetonitrilo total
30:70 50:50 70:30 100 % 100 %
% de
recobro | NI NI 0.0 7.3 % 87.5 % 3.1 % 97.9 %

NI = no inyectado

Tabla IV.18. Secuencia de elucién de benzo(a)pireno, fortificado en higado disperso en octadecil silano supelclean.
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Se comprueba que la reduccion en el volumen de elucion consiguié que el benzo(a)pireno no
se desorbiera en las primeras fracciones de la secuencia de elucion de interferentes (acetonitrilo:agua
30:70 y 50:50); no obstante, €l 7.3 % si logro ser eluido con la fraccion de acetonitrilo:agua 70:30.
Por ello, se opt6 por eliminar dicha mezcla de elucién aun cuando podria considerarse como minima
la cantidad eluida de compuesto.

Finalmente asi, la secuencia de elucion de interferentes quedd de la siguiente manera:

5 mL de agua grado cromatografico
2 mL de acetonitrilo:agua 30:70
2 mL de acetonitrilo:agua 50:50
2 fracciones de 5 mL de acetonitrilo 100%
Los resultados obtenidos después de la modificacion a la secuencia de elucién se presentan

en latablaIV.19.

fraccion de elucion
S mL 2mL 2mL 5SmL 5mL % de recobro
agua acetonitrilo:agua | acetonitrilo:agua | acetonitrilo | acetonitrilo total
30:70 50:50 100 % 100 %
% de
recobro NI NI 0.0 84.2 % 13.8 % 98.0 %

NI = no inyectado
Tabla IV.19. Secuencia de elucion de benzo(a)pireno, fortificado en higado disperso en octadecil silano supelclean.

Las modificaciones hechas a la secuencia de elucién de interferentes dieron buenos
resultados tanto en apariencia de las fracciones de acetonitrilo al 100 % como en el recobro
cuantitativo de benzo(a)pireno. Asi, se establecio esta secuencia de elucion de interferentes,
garantizando que el benzo(a)pireno fue retenido por la fase y desorbido por el acetonitrilo al 100 %.
También, al eluir con las fracciones de mezcla de disolventes se favorecié la eliminacion de
compuestos interferentes que en orden de polaridad eran menos retenidos por el adsorbente. En este
mismo contexto se busco reducir la proporcion de interferentes menos polares y apolares que co-
eluyeron con el compuesto y que potencialmente interferirian en el sistema cromatografico de
analisis porque al recuperar el benzo(a)pireno con acetonitrilo al 100 % conducia a la elucién
simultanea de lipidos los cuales se acumulaban gradualmente en la precolumna a medida que se
efectuaban las inyecciones de los extractos. La eliminacion de estos interferentes apolares resulto ser
mas dificil de efectuar dado que el benzo(a)pireno también presenta cardcter lipofilico. Asi, se
realizaron estudios de la elucion del benzo(a)pireno con mezclas de acetonitrilo con 10 %y 20 % de
agua para intentar retirar la mayor parte de lipidos en el cartucho de extraccion y eluir

cuantitativamente al benzo(a)pireno.
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IV.6. E,LIMINACI(')N DE LiPIDOS INTERFERENTES EN LA SECUENCIA DE
ELUCION

En esta seccién se pretendia aplicar diferentes mezclas hidroorganicas (acetonitrilo:agua
90:10 y 80:20) para tratar de disminuir los interferentes lipidicos retenidos en la columna. Sin
embargo, como se muestra en la tabla IV.20 con las recuperaciones obtenidas después de aplicar los
voltimenes indicados para diferentes mezcla de disolventes, los recobros acumulados disminuyen

notablemente a mayor % de agua en la mezcla eluente.

volumen de elucién (mL) % acumulado
eluente 5 5 5 15 mL
acetonitrilo 100%
88.5 6.41 0.0 94.91
acetonitrilo:agua
90:10 68.15 3.16 0.0 71.31
acetonitrilo:agua
80:20 60.80 1.36 0.0 62.16

Tabla IV.20. Elucién de benzo(a)pireno disperso en octadecil silano supelclean en fracciones de acetonitrilo 100%,
acetonitrilo:agua 90:10, acetonitrilo:agua 80:20.

Los porcentajes acumulados muestran que la elucion de benzo(a)pireno con dos fracciones
de 5 mL de acetonitrilo 100 % se presenta como la mejor opcion para desorber la mayor cantidad del
compuesto, en tanto que en las fracciones de acetonitrilo:agua 90:10 y 80:20 sélo lograron desorber

el 71 %y el 61 % de compuesto respectivamente.

Asi, se establecid que, para desorber con la mejor cuantitatividad el benzo(a)pireno del
octadecil silano supelclean, 10 mL de acetonitrilo al 100 % era la mejor fase eluente. No obstante,
utilizar acetonitrilo al 100 %, implicaba también que algunos de los compuestos interferentes
apolares propios de la matriz dispersa co-eluyeran con éste como se menciond anteriormente. Los
interferentes, que no eran a simple vista observables, se hacian evidentes al bloquear la pre-columna
analitica después de 2 o 3 inyecciones (aumento de la presion). Por esta razon, se plane6 realizar la
limpieza de los extractos de acetonitrilo 100 % utilizando adsorbentes como la silice virgen y el

florisil.
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Las tablas IV.21 y IV.22 se presentan los recobros obtenidos antes y después de la limpieza

con los dos absorbentes empleados.

% recobro sin limpieza % recobro con limpieza gel Disminucion del % de
de silice recobro
100.9 92.80 8.10
101.0 91.90 9.10
101.3 91.45 9.85
cv=0.20 % cv=0.75%

Tabla IV.21. Recobro de benzo(a)pireno después de la limpieza con gel de silice.

% recobro sin limpieza % recobro con limpieza gel Disminucion del % de
de silice recobro
100.0 99.15 0.85
101.0 99.10 1.90
99.50 98.25 1.25
cv=0.76 % cv=0.51 %

Tabla 1V.22. Recobro de benzo(a)pireno después de la limpieza con florisil.

Se observé que la limpieza de los extractos con el adsorbente florisil present6 globalmente
menor pérdida de benzo(a)pireno, aunque con baja reproducibilidad. En contraparte, la limpieza con
gel de silice mostr6 mayor pérdida de compuesto, pero con reproducibilidad aceptable. La
realizacion de una limpieza del extracto con adsorbentes redujo considerablemente la presencia de
lipidos, esto se hizo evidente ya que disminuyeron los problemas con la precolumna de guarda que
pudo utilizarse hasta con 20 inyecciones, antes de necesitar un cambio de la misma, y aparte realizar
un proceso de limpieza a los extractos con esta metodologia fue conveniente principalmente cuando
se trataba con volimenes de eluatos iguales o mayores a 5 mL. En los ensayos siguientes se
obtuvieron los frentes de elucién y por esta razon, la metodologia varié en el fraccionamiento de
extractos a 1 mL, con el fin de obtener mas puntos con que construir las curvas. Con esta reduccion
del volumen de los eluatos no se presentaron dificultades con los lipidos, ya que no se acumulaban
en la precolumna, para fines practicos de rapidez y simplicidad, en estos estudios no se continud

realizando la limpieza de extractos a través de adsorbentes.
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IV.8. ELUCION DE BENZO(A)PIRNO CON MEZCLAS DE ACETONITRILO:AGUA EN
DIFERENTES FASES ESTACIONARIAS

En las figuras IV.8, IV.9, IV.10 y IV.11 se presentan los graficos de los recobros globales de
benzo(a)pireno, eluido con acetonitrilo:agua 80:20, 90:10 y acetonitrilo 100 % en cada adsorbente

en la Ultima fraccion de la secuencia de elucidn seleccionada.
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Octil silano Supeiclean
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% recuperado
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Figura IV.8. Recuperacion global de benzo(a)pireno en octil silano supelclean, eluido con diferentes eluentes de
acetonitrilo:agua.

-68 -




CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

100 - Octadecil silano Supelclean

% recuperado

Figura IV.9. Recuperacion global de benzo(a)pireno en octadecil silano supelclean, eluido con diferentes mezclas de
acetonitrilo:agua.
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Figura IV.10. Recuperacion global de benzo(a)pireno en octadecil silano chromabond, eluido con diferentes mezclas de
acetonitrilo:agua.
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Figura IV.11. Recuperacion giobal de benzo(a)pireno en polimero bondesil-env, eluido con diferentes mezclas de
acetonitrilo:agua.

Los mejores recobros en cada fraccion de eluente se lograron con el octadecil silano
chromabond, seguido del octadecil silano supelclean, estos dos adsorbentes comparten estructura
ISi0,-(CH2),,-CH;. El adsorbente chromabond resulté ser la mejor opcidén para la recureracion
cuantitativa de benzo(a)pireno; considerando que en la elucién con acetonitrilo:agua 80:20 se obtuvo
mejor recobro que incluso con la eluciéon de acetonitrilo:agua 90:10 en el adsorbente octadecil silano
supelclean. Por su parte, se hacen mas notables los recobros mas bajos obtenidos con octil silano
supelclean. Esto puede deberse a baja retencion del benzo(a)pireno, pues es muy posible que parte
importante del compuesto fuese eluido con las fracciones de limpieza de interferentes; tal parece que
la cadena C8 de este adsorbente no interactua lo suficiente con el compuesto para ser retenido
completamente, como ocurre en la EFS, por lo que con este resultado se evidencia que el papel de la
matriz presente en la columna es muy importante, caracteristica en la DMFS. Dado que hasta este
momento se han comparado los resultados de los ensayos en donde la silice es compartida como
soporte solido por los tres adsorbentes, las diferencias encontradas entre las mismas deben ser
exclusivas de la longitud en la fase enlazante octil y octadecil y probablemente en la taza de

recubrimiento entre las octadecil supelclean y chromabond (aunque no se cuenta con este dato).
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El caso del polimero bondesil-env fue distinto, al tratarse de una estructura polimérica

basada en poliestireno divinilbenceno; era de esperarse que las interacciones entre los enlaces n-w de

los anillos del soporte y el compuesto fueran de mayor fuerza. Por tanto, la fuerza de desorcion del

disolvente no fue suficiente para desorberlo. Asi pues, se encontr6 que la elucién de benzo(a)pireno

con la mezcla de disolventes en acetonitrilo:agua 80:20 y 90:10 present6 desorcion nula, sélo en el

caso de la elucion con acetonitrilo al 100 % se logro recuperar apenas el 11.5 % del compuesto. Lo

anterior hizo implementar un proceso que ayudard a disminuir las interacciones analito-adsorbente

que se presentaran mas adelante en la seccion de adicién de surfactantes.

En la figura IV.12 se presenta el grafico de porcentaje de recobro acumulado de

benzo(a)pireno en funcion del volumen de eluente en los diferentes adsorbentes estudiados.
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Figura 1V.12. Frente de elucién de benzo(a)pireno fortificado en higado, disperso en diferentes adsorbentes, eluido con

acetonitrilo al 100%.
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De las curvas anteriores se determinaron los valores de los volumenes de elucién total del
benzo(a)pireno, los cuales se presentan en la tabla IV.23.

fase estacionaria Vm (mL)
octil silano supelclean 5
octadecil silano supelclean 7
octadecil silano chromabond 4
polimero bondesil-env 10

Vm = volumen maximo o de desorcién completa.

Tabla IV.23. Volumenes de elucion total de benzo(a)pireno obtenidos de la elucion con acetonitrilo 100 % por DMFS
en diferentes adsorbente.

Se observa claramente que con el adsorbente octadecil silano chromabond; se alcanzé a
estabilizar la curva con un menor volumen de disolvente de elucion (4 mL), por lo que hace a este
adsorbente la mejor opcion para aplicar la técnica, considerando ademas que proporciona los mas
altos recobros, como ya se discuti6. Como segunda opcion, se encuentra el octadecil silano
supelclean, que si bien alcanza un valor maximo de recobro de 95 % (relativamente alto), este se
obtiene hasta los 7 mL de disolvente de elucion. De todas maneras, este adsorbente también puede
ser considerado apropiado para desarrollar un método de extraccion de trazas de benzo(a)pireno.

De los resultados anteriores se considerd que el comportamiento mostrado por el octil silano
supelclean fué el 6ptimo para tomarlo como base para el desarrollo del protocolo de extraccion del
benzo(a)pireno. En el caso de los otros adsorbentes (octil silano supelclean y polimero bondesil-env)
no se pueden considerar apropiados, particularmente el polimero bondesil-env, para el que mas
adelante se propone utilizar agentes quimicos que ayuden a disminuir las interacciones adsorbente-

analito.
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IV.9. OBSERVACION POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE HIGADO Y MUSCULO
EN LA FASE

IV.9.1. Fase octadecil silano supelclean sin muestra

Las fotografias por microscopia electrénica de barrido de la fase octadecil silano supelclean

acondicionada con metanol, y molida se pueden apreciar en las figuras IV.13 y IV.14.

Figura 1V.13. Fotografia del octadecil silano sin Figura IV.14. Fotografia del octadecil silano molida
moler obtenida por microscopia electronica de en mortero obtenida por microscopia electrénica de
barrido al vacio, 750 aumentos. barrido al vacio, 700 aumentos.

En la figura IV.13 se observa que las particulas de fase son irregulares en forma y tamafio
(alrededor de 40-100 pm), caracteristica comtn en un adsorbente destinado a la extraccion. En la
figura IV.14 se puede apreciar que al moler la silice en el mortero se pierde la estructura original del

octadecil silano, reduciéndose a menor tamaiio la totalidad de la particula.
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IV.9.2. Muestras dispersas en la fase octadecil silano supelclean

En las figuras IV.15 y IV.16 se presentan las fotografias de la dispersion de higado y

musculo de pescado en la fase octadecil silano supelclean.

Figura IV.15. Dispersion de higado en octadecil Figura IV. 16. Dispersiéon de misculo en octadecil
silano  supelclean obtenida por microscopia silano supelclean obtenida por microscopia
electrénica de barrido al vacio, 750 aumentos. electrdnica de barrido al vacio, 750 aumentos.

En la figura IV.15 se muestra como el higado se adhiere como una pelicula a la silice de tal
manera que sus particulas quedan englobadas por los componentes de la matriz, al mismo tiempo

que algunos pequefios fragmentos de la fase se acumulan sobre dicha cubierta formando

aglomerados.

En la figura IV.16 se observa el mismo comportamiento que en las anteriores, aunque en
ellas se resalta la estructura fibrosa del musculo, por lo que la pasta queda menos homogénea que la
de higado; se forman aglomerados mas pequefios y en menor cantidad. Sin embargo, la interaccion

de los restos de tejido con el adsorbente sigue siendo evidente.
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1V.9.3. Fase octadecil silano supelclean después de la elucion con acetonitrilo al 100%

Las figuras IV.17 y IV.18 representan la dispersion de cada uno de los tejidos después de la

elucidn con acetonitrilo al 100%.

T

Figura 1V.17. Dispersion de higado en octadecil Figura IV.18. Dispersion de musculo en octadecil
silano supelclean, eluido con acetonitrilo al 100% silano supelclean, eluido con acetonitrilo al 100%
obtenida por microscopia electrénica de barrido al obtenida por microscopia electrénica de barrido al
vacio, 750 aumentos. vacio, 1500 aumentos.

En las figuras IV.17 y 1V.18 se observan como el tejido queda adherido en el adsorbente
después de efectuar la elucion con acetonitrilo al 100%. En este caso, se observa que ya son menos
evidentes sobre los tejidos, los fragmentos de la fase aglomerada, con lo que da idea de que en buena
proporcion los compuestos apolares son separados del complejo matriz-adsorbente.

En las fotografias del higado sobresale la presencia de segmentos o glébulos (grasas) que
engloban al adsorbente. Esto es una diferencia significativa con las muestras de musculo, dado que
la constitucién de cada tejido varia su proporcion de lipidos que pueden presentarse como
interferentes en la extraccion. Las muestras de higado dado su alto contenido de grasas resultan mas
dificiles de limpiar ya que se adhieren a la superficie del adsorbente y pueden co-eluir junto con

compuestos apolares como el benzo(a)pireno.
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En efecto, dado que en la dispersion, la matriz es fracturada mediante la fuerza de abrasion
que ejerce el soporte sélido sobre ella, con ello se aumenta la superficie de contacto, favoreciéndose
el reparto de los componentes de la muestra con la fase estacionaria.

Esta suposicion se vera reforzada si se observaron diferencias en los pardmetros de las curvas
de frente de elucién: volumen de fuga o inicio de desorcién (Vf), volumen de retencion (Vr) y
volumen méximo o desorcion completa (Vm), con respecto a un mismo compuesto (en este caso
benzo(a)pireno) y diferentes tipos de matriz (en este caso higado y musculo), resultados presentados

y discutidos a continuacién.

IV.10. FRENTES DE ELUCION DE BENZO(A)PIRENO DE LAS SILICES N-ALQUIL
CON LAS DOS DIFERENTES MATRICES

IV.10.1. Ensayos en higado

En la figura IV.19 se presentan los frentes de elucion con una mezcla acetonitrilo:agua
80:20, para benzo(a)pireno disperso en octil silano supelclean, octadecil silano supelclean y

octadecil silano chromabond.
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% acumulado de recobro

—&—octil silano supelclean == octadecil silano supelclean == octadecil silano chromabond

Figura IV.19. Frentes de elucién de benzo(a)pireno fortificado en higado y disperso en diferentes soportes sélidos,

eluido con 80:20 acetonitrilo:agua.
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En estos ensayos la recuperacién de benzo(a)pireno disperso en octadecil silano
chromabond; present6 el mejor recobro de 83.34 %, como ya se habia discutido en la seccion
anterior; le sigue en forma decreciente, el octadecil silano supelclean con un recobro de 71.74 % y el
octil silano supelclean con un recobro de 47.78 %. Sélo en el caso del octil silano supelclean, se
comprobé que el bajo recobro fue debido a la retencion insuficiente, como también fue discutido en
la seccidn anterior; parte del compuesto se pierde en los lavados.

De la comparacion de las curvas se observa que los recobros mejoran en funcion del aumento
en el porcentaje del disolvente organico con que se eluye. Estos se acercan al 100 % conforme se
aumenta el porcentaje de acetonitrilo en el eluente. Los ensayos reportados de la figura IV.19 se
realizaron con acetonitrilo:agua 80:20 como eluente final para disminuir el contenido de lipidos en
el extracto final por lo que los recobros globales son inferiores al 100 % para las fases octadecil

silano que con la elusion de acetonitrilo puro.

I1V.10.2. Ensayos en musculo

En la figura IV.20 se representan los frentes de elucion para benzo(a)pireno disperso en octil

silano supelclean, octadecil silano supelclean y octadecil silano chromabond.
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Figura IV.20. Frente de elucién de benzo(a)pireno fortificado en musculo y disperso en diferentes soportes sélidos,
eluido con 80:20 acetonitrilo:agua.
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En el caso del musculo se repite el mismo comportamiento que las eluciones de
benzo(a)pireno de las dispersiones en higado en cuanto a la cuantitatividad en el recobro
dependiente del adsorbente usado. Se obtuvo para el octadecil silano chromabond un recobro de
95.7 %, para el octadecil silano supelclean un recobro de 74.1 % y para el octil silano supelclean un
recobro de 50.9 %.

También se presentaron interferentes (que se hacen notar en la vida util de la precolumna)
inherentes de la matriz pero en menor proporcion, por lo que comparando los recobros maximos
obtenidos con la elucién acetonitrilo:agua 80:20 en ambos tejidos respecto al tipo de fase
estacionaria, resulta ser que en musculo se obtienen mejores recobro que en higado, lo cual parece
16gico pues esta documentado que la cantidad de grasas es mayor en tejido hepético que en las fibras
musculares.

De manera general, se puede decir que no existen grandes diferencias al comparar el
comportamiento del benzo(a)pireno en las matrices estudiadas, si bien se trata de matrices
provenientes de la misma especie, en la que la variabilidad mas evidente es por el contenido de las
biomoléculas que se encuentran en proporciones mayoritarias en higado. Sin embargo, en la
siguiente seccion, en donde se comparan los frentes de elucion con las dos matrices si se observan

diferencias notables.

1V.10.3. Comparacién de los frentes de elucién de benzo(a)pireno en extractos de dispesion de
higado y misculo en octil silano supelclean, octadecil silano supelclean, octadecil silano

chromabond

En las figuras IV.21, IV.22 y IV.23 se presentan los frentes de elucién de benzo(a)pireno de
las dos matrices higado y musculo en los adsorbente octil silano supelclean, octadecil silano
supelclean y octadecil silano chromabond. En las tablas 1V.24, IV.25 y IV.26 se presentan los

parametros de los frentes de elucion correspondientes.
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Figura IV.21. Comparacién de los frentes de elucion de benzo(a)pireno en higado y musculo de cartuchos de extraccion

de octil silano supelclean.

Muestra Vr (mL) Vm (mL)
Higado 2.47 5.7
Musculo 1.50 6.3

Tabla IV.24. Parametros cromatograficos del frente de elucion de benzo(a)pireno en higado y musculo de cartuchos de
extraccion de octil silano supelclean.
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Figura IV.22. Comparacion de los frentes de elucion de benzo(a)pireno en higado y musculo de cartuchos de extraccion
de octadecil silano supelclean.

Muestra Vr (mL) Vm (mL)
Higado 2.15 5.8
Musculo 2.30 6.8

Tabla IV.25. Parametros cromatograficos del frente de elucion de benzo(a)pireno en higado y musculo de cartuchos de
extraccion de octadecil silano supelclean.
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Figura IV.23. Comparacion de los frentes de elucion de benzo(a)pireno en higado y musculo de cartuchos de extraccion

de octadecil silano chromabond.

Muestra Vr (mL) Vm (mL)
Higado 2.40 5.2
Musculo 3.20 7.2

Tabla IV.26. Parametros cromatograficos del frente de elucion de benzo(a)pireno en higado y musculo de cartuchos de
extraccion de octadecil silano chromabond.
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Los resultados muestran comportamientos practicamente similares, desde el punto de vista
en que desde el primer mililitro eluido en los tres adsorbentes, es mayor el recobro para higado que
para musculo. Conforme aumenta el volumen de elusion y se obtiene completa la curva de frente de
elucion en higado, se observa desplazada hacia la izquierda en las silices C 18. Con la muestra de
musculo la elucién es un poco més lenta, pero mas eficiente la desorcién de benzo(a)pireno. Esto se
observa con mayor claridad en los frentes de elucion en cartuchos de octadecil silano chromabond,
en la que, de inicio las curvas de frente de elucion corren paralelas hasta llegar a un punto en que se
cruzan y se obtiene mayor recobro en la elucién de los cartuchos de dispersion en musculo que en la
de higado. En el caso del octil silano supelclean (figura IV.21) este comportamiento se ve invertido,
pues en la curva del frente de elucion con higado es mucho més extendida y cabe destacar que con
este adsorbente se tuvieran pérdidas en el lavado. Estas particularidades se hacen evidentes en los
parametros de los frentes de elucion; dado que, en los adsorbentes los Vr y Vm son menores en

higado que en musculo.

Estas variaciones en los valores de los parametros de los frentes de elucion refuerzan la
suposicién de que la matriz modifica la cinética de desorcién por DMFS, que evidencian los
desplazamientos que se observan en las curvas de frente de eluciéon. En la seccion anterior se
menciond que la diferencia en el contenido de biomoléculas entre las matrices podria ser la razon
mas importante para explicar los diferentes comportamientos. Pues si bien, se acepta que una matriz
como el higado es mas compleja que el musculo por la mayor proporcién de lipidos, también esto
sugiere que debido a los componentes de dicha matriz las interacciones entre el analito y el
adsorbente sean mas rapidas y fuertes, a demas de que los lipidos ocupen sitios activos en el
adsorbente y esto sea una de las diferencias que explique el desplazamiento de los frentes de elucion

y los menores recobros.

El estudio de como influye la naturaleza de la matriz en la eficiencia de extraccion
empleando la dispersion en fase solida, puede revelar diferencias mas notables cuando se analice el
comportamiento de un compuesto modelo con matrices provenientes de especies diferentes y/o

composicion (p.ej. muestra vegetal y animal).
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IV.11.FRENTES DE ELUCION DE FENITROTION, CLORPIRIFOS Y BENZO(A)PIRENO
CON DOS DIFERENTES MEZCLAS DE DISOLVENTES ORGANICO-AGUA

En las figuras IV.24, IV.25 y V.26 se presentan los frentes de elucion en higado para cada
compuesto estudiado, segun el orden de elucion presentado por polaridad decreciente utilizando

acetonitrilo:agua 80:20 y metanol:agua 80:20.
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-&~=fenitrotion 80:20 metanol:agua =& fenitrotién 80:20 acetonitrilo:agua

1

Figura IV.24. Frente de elucién de fenitrotion eluido de dispersion de higado en octadecil silano supelclean, con
fracciones de 1mL de acetonitrilo:agua 80:20 y metanol:agua 80:20.
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Figura IV.25. Frente de elucién de clorpirifos eluido de dispersion de higado en octadecil silano supelclean, con
fracciones de 1mL de 80:20 acetonitrilo:agua y 80:20 metanol:agua.
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Figura IV.26. Frente de elucién de benzo(a)pireno eluido de dispersion de higado en octadecil silano supelclean, con
fracciones de 1mL de 80:20 acetonitrilo:agua y 80:20 metanol:agua.

Se observa que en los tres casos la mezcla de acetonitrilo:agua conduce a eluciones mas

rapidas y cuantitativas.
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IV.11.1. Comparacion de los frentes de elucion de fenitrotion, clorpirifos y benzo(a) pireno con
dos diferentes mezclas de disolventes orginico-agua en la fase octadecil silano supelclean

En las figuras IV.27 y IV.28 se comparan las curvas de los frentes de elucion de los tres
compuestos eluidos con 80:20 acetonitrilo:agua y 80:20 metanol:agua respectivamente. En la tabla
IV.27 se presentan los recobros globales de extraccion (% R) y el volumen de elucién total (Vm)

para cada uno de los compuestos obtenidos de cada frente de elucion.
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Figura IV.27. Frentes de elucion de los tres los compuestos eluidos con fracciones de 1 mL de acetonitrilo:agua 80:20.
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Figura IV.28. Frentes de elucion de los tres compuestos eluidos con fracciones de 1 mL de 80:20 metanol:agua.

Compuesto Mezcla eluente Vm (mL) % recobro
80:20

acn: H,O 5 94
Fenitrotion MeOH:H,0O 7 95
acn: H,O 10 90
Clorpirifos MeOH:H,0O >10 45*
acn: H,O 8 70
Benzo(a)pireno MeOH:H,0 10 53

acn = acetonitrilo, MeOH = metanol.
* No se alcanza a medir puesto que, las curva no se estabiliza hasta este punto de la elucién.

Tabla IV.27. Rendimientos de extraccion y volumen de elucién obtenidos por cada mezcla de eluente utilizado para
cada compuesto.
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Se observa que en los frentes de elucion de la columna de dispersion de higado en octadecil
silano supelclean los recobros de los analitos se realizan de acuerdo a su hidrofobicidad (Log P) y a
la fuerza eluente de los disolventes (a mayor Log P menor recobro global).

En el orden de elucién, se present6 en primer lugar el fenitrotion con recobros del 94 % con
acetonitrilo:agua 80:20, en un Vm de 5 mL y del 95 % con metanol:agua 80:20, en un Vm de 7 mL.
Para este compuesto, que es el mas polar se respeté el orden de elucion segln la fuerza del eluente
para desorber el compuesto de la fase estacionaria tal como se esperaria en la EFS.

En segundo lugar se presentd el clorpirifos con un recobro de 90 % con acetonitrilo:agua
80:20 en un Vm de 10 mL y de 45 % con metanol:agua 80:20 en un Vm de 10 mL. Finalmente, se
present6 el benzo(a)pireno con un recobro de 70 % con acetonitrilo:agua 80:20 en un Vm de 8 mL y

de 53 % con metanol:agua 80:20 en un Vm de 10 mL.

De acuerdo a estos resultados, se observa que el orden de elucién se da de acuerdo a la
polaridad de los compuestos como en EFS. Sin embargo, los Gltimos dos compuestos presentaron un
comportamiento interesante, pues las curvas de los frentes de elucion se sobrepusieron. En el caso
del clorpirifos, también es muy notorio que eluye muy lentamente originando un frente muy
expandido que no llega a estabilizarse, al menos hasta los 10 mL de eluente que se adicionaron. Lo
que no se observa con el benzo(a)pireno, en éste si se alcanza a estabilizar el frente con las dos
mezclas de disolventes probadas. Estos resultados podrian sugerir que el orden de elucion se
invierte; probablemente por efecto de los componentes de la muestra integrados en el adsorbente
ademas de los analitos. Sin embargo, esta suposicion tendra que comprobarse en ensayos posteriores
en que se continue la elucién con esta mezcla de disolventes, porque también puede ser un efecto de
la baja eficiencia de la columna de dispersion y a una interaccion mucho mas lenta el clorpirifos con

el adsorbente.
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IV.12.FRENTES DE ELUCION DE FENITROTION, CLORPIRIFOS Y BENZO(A)PIRENO
EN LA FASE BONDESIL-ENV

El estudio de la DMFS con el polimero bondesil-env mostré que el benzo(a)pireno
presentaba una desorcién muy baja, puesto que se dificulté su elucion con las mezclas de
disolventes utilizadas en las silices. Por esta razén se consider¢ este adsorbente ideal para evaluar el
efecto de la adicién de agentes quimicos como los surfactantes en el mejoramiento de los recobros
en los extractos. También se decidié trabajar con los otros dos compuestos fenitrotion y clorpirifos

de polaridad diferente al benzo(a)pireno.
IV.12.1. Ensayos con solucién estandar sin adicién de surfactantes

Antes de efectuar la DMFS con el higado de pescado fortificado con los compuestos de
interés, se realizaron ensayos por DMFS utilizando soluciones estdndar de los compuestos
directamente aplicadas al adsorbente bondesil-env antes de la maceracion y empaque de los

cartuchos, simulando la DMFS con muestra.

En las tablas IV.28, IV.20 y IV.30 se presentan los recobros obtenidos de la elucion de los

compuestos con mezclas de acetonitrilo:agua 80:20, 90:10 y 100% acetonitrilo.

acetonitrilo:agua 80:20

Recobros (%)
Fracciones consecutivas de 1 mL
Contaminante [ cetonitrilo:agua | acetonitrilo:agua acetonitrilo:agua
30:70 50:50 80:20 acumulado
1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5 6 7 8

Fenitrotion NI T NT | NI | 28 | 37 | 27 | 34 | 88 | 367|185 | 88 | 3.1 | ND | ND | 885%

Clorpirifos NI | NI | NI | ND | ND | ND | 18 | 20 | 131 | 125 | 11.6 | 103 | ND | ND | 51.4%
Benzo(a)pireno | Nl | NI | NI | ND | ND | ND | ND |[ND | ND [ND [ 09 | 13 [I3 |ND[ 35%

NI: no inyectado, ND: no detectado.
Tabla IV.28. Recobros de la elucién de estandares, en polimero bondesil-env, en fracciones de 1 mL de
acetonitrilo:agua 80:20.
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acetonitrilo:agua 90:10

Recobros (%)
Fracciones consecutivas de 1 mL
Contaminante | acetonitrilo:agua | acetonitrilo:agua acetonitrilo:agua
30:70 50:50 90:10 acumulado
1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5 6 7 8

Fenitrotion NI NI NI ND ND ND | 06 | 25 [ 206 | 625|130 | ND [ ND | ND 99.2%

Clorpirifos NI NI NI ND ND ND | ND [ ND | ND | 856 | 22.0 | 248 | 21.0 | 150 91.4%
Benzo(a)pireno NI NI NI ND ND ND |ND|ND| ND | ND { ND | ND [ ND | ND 0.0 %

NI: no inyectado, ND: no detectado.

Tabla IV.29, Recobros de la elucién de estindares, en polimero bondesil-env, en fracciones de 1 mL de
acetonitrilo:agua 90:10.

acetonitrilo al 100%

Recobros (%)

Fracciones consecutivas de 1 mL
Contaminante | acetonitrilo:agua | acetonitrilo:agua acetonitrilo

30:70 50:50 100 % acumulado
1 2 3 1 2 3 1 2 3 4 5 10 15 20

Fenitrotién NI | NI | NI | ND | ND | ND | 233|756 | 18 | ND|[ND | ND | ND [ ND 100%
Clorpirifos NI | NI | NI | ND | ND | ND | 100 | 562|300 | 43 [ND | ND | ND [ ND 100%
Benzo(a)pireno | N | NI | NI | ND | ND [ ND [ ND [ ND [ ND [ND | 50 [105[ 159 [ND | 314%

NI: no inyectado, ND: no detectado.

Tabla 1V.30. Recobros de la elucién de estandares, en polimero bondesil-env, en fracciones de 1 mL de acetonitrilo 100
%.

En las tablas se observa que la retencién para el fenitrotion en esta fase estacionaria fue
menor en comparacion con la de los otros compuestos, debido a su mayor polaridad del compuesto.
En el caso de la elucion con acetonitrilo:agua 80:20 se presentd una fuga ligera de este compuesto
en la fraccion acetonitrilo:agua 50:50 que se emplea como elucién de limpieza, aunque esto no se
presento6 en los ensayos subsecuentes. Se observa que el porcentaje global recuperado aumenta para
fenitrotion y clorpirifos con el porcentaje de acetonitrilo del eluente, pero el benzo(a)pireno presenta
recobros muy bajos o no es detectado con las fracciones acetonitrilo:agua 80:20 y 90:10 de eluente;
en el caso de acetonitrilo al 100% como eluente si se recuperd aunque en un porcentaje muy bajo.

Este comportamiento puede ser explicado desde el punto de vista de la polaridad de los
compuestos, presentando un coeficiente de reparto octanol/agua Log P de 3.43 para fenitrotion, 4.7
para clorpirifos y 6.0 para benzo(a)pireno; y se estan tratando de retener en una fase estacionaria
apolar como el bondesil-env que presenta una estructura de polimérica poliestireno divinilbenceno,
en la que las interacciones analito-fase estacionaria son mas fuertes para los analitos mds apolares y
con mayor cantidad de enlaces 7. Por esta razon, en el caso del benzo(a)pireno que es una molécula

completamente apolar, las interacciones entre los enlaces 7-n de los anillos aromaticos resultan ser
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muy fuertes obteniéndose recobros globales muy bajos siendo el maximo alcanzado de apenas el

31.4 % utilizando 15 mL de acetonitrilo al 100 % como eluente de extraccion.

1V.12.2. Ensayos con solucion estindar con adicién de surfactantes para la extraccion de

fenitrotion, clorpirifos y benzo(a)pireno en polimero bondesil-env

En el estudio de adicion de surfactantes para el mejoramiento de los recobros en la fase
polimero bondesil-env, se utilizé la mezcla de los tres compuestos considerando la desorcion del
benzo(a)pireno, compuesto més retenido en el polimero bondesil-env y no eluido cuantitativamente

con los eluentes probados.
IV.12.2.1. Seleccién de surfactante

Se probaron dos surfactantes, el heptansulfonato de sodio (HSNa) y lauril sulfato de sodio
(LSNa). Después de aplicarlos a las muestras y realizar la DMFS, con cada uno de ellos se
obtuvieron los porcentajes de recobro de la elucién de benzo(a)pireno con acetonitrilo al 100 %. Se

adicionaron de cantidades variables de estos surfactantes.

En la tabla IV.31 se presentan los recobros obtenidos de la elucion de la columna de

dispersion.
% de recobro por fraccion de
mL de acetonitrilo al 100%
1 2 3 4 5 10 15 20 25 | 30 | 35 | acumulado
Blanco 0| 0] 0] 0| S5 |[105]154] 48 0 0 0 36.0 %
HSNa100uL | O | O | O | 0 |3.2}28.1 | 120 | 4.0 0 0 0 47.0 %
LSNalOOuL | O | 2 | 4 |58[55(292 257|157 |58 |61] O 100 %
HSNa400uL | O | O | O | O | 6 | 387|507 4.6 0 0 0 100 %
LSNa400uL | 0 | 1662 ]6.0]67]398 285 |1121] O 0 0 100 %

Tabla IV.31. Recobro de benzo(a)pireno, en polimero bondesil-env, con diferentes cantidades de surfactantes HSNa y
LSNa, eluido con acetonitrilo al 100%.

Se obtuvieron resultados combinados para ambos surfactantes probados; 100 pL de
heptansulfonato de sodio (HSNa) fué capaz de desorber hasta un 47 % del analito eluyendo con 20
mL de acetonitrilo al 100%, se mejord el recobro en un 11.6 %. La adicién de 100 pL de lauril
sulfato de sodio (LSNa) desorbio el 100 % del analito eluyendo con un volumen total de 30 mL de

acetonitrilo al 100 %. Por otro lado, con 400 nL de HSNa se recuper6 el 100 % del analito eluyendo
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con 20 mL de acetonitrilo al 100 % y con 400 uL de LSNa lo hizo también con 20 mL, aunque en

este ultimo caso la desorcion del analito inici6 en el segundo mL de elucion.

De los resultados se deduce que, con 400 pL de lauril sulfato de sodio a una concentracion
de 1M se mejor recobro de benzo(a)pireno en el polimero bondesil-env. Este surfactante presenta
una cadena alifitica de mayor numero de carbonos, con que, la desorcién de benzo(a)pireno se
incrementa notablemente. Por lo tanto se puede considerar a este surfactante como el mas
conveniente para aplicarlo a las muestras dispersas. Desafortunadamente se presento el
inconveniente de no contar con la cantidad suficiente de este surfactante en el laboratorio para
realizar mas ensayos, asi que se opté por realizar los ensayos con HSNa, para realizar estudios
comparativos con muestras de higado fortificado y disperso en esta misma fase estacionaria. El
eluente seleccionado fue el acetonitrilo al 100 % dado que solo con esta fase movil se obtuvieron

recobros cuantitativos.

IV.12.3. Ensayos con muestras de higado fortificadas con los tres compuestos en octadecil

silano supelclean y polimero bondesil-env sin surfactante

En la figura IV.29 y IV.30 se representan los frentes de elucion de benzo(a)pireno,
clorpirifos y fenitrotion en dispersion de higado con octadecil silano supelclean y polimero bondesil-

env, eluidos con acetonitrilo al 100 %.
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Figura IV.29. Frente de elucién de fenitrotion, clorpirifos y benzo(a)pireno, eluido con acetonitrilo al 100% en octadecil
silano supelclean.
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Figura IV.30. Frente de elucién de fenitrotion, clorpirifos y benzo(a)pireno, eluido con acetonitrilo al 100% en polimero
bondesil-env.
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El orden de elucion en el octadecil silano supelclean se presento parecido al mostrado en la
seccion IV.10.1 con la aparente sobreposicion de los frentes de elucion de clorpirifos y
benzo(a)pireno. En este ensayo se noto mas claramente que el benzo(a)pireno eluye en primer lugar
que el clorpirifos, lo que pareciera no ser acorde a lo que se espera en EFS; sin embargo, la
dependencia de la polaridad y el recobro de los compuestos se respeta al observar los recobros
globales. El Vm también se obtiene en un volumen mayor para el compuesto mas hidrofobo (Tabla
IV.33).

En el polimero se hace mas que evidente lo limitado de la desorcién del benzo(a)pireno de

esta fase estacionaria.

En la tabla IV.32 se resumen los valores de los parametros obtenidos de la elucién de los

compuestos de dispersiones de higado en las dos fases estudiadas.

octadecil silano supelclean polimero bondesil-env
Compuesto % recobro Vm (mL) % recobro Vm (mL)
Fenitrotion 100. 4 100 3
Clorpirifos 100 5 100 4
Benzo(a)pireno 95.3 7 36 20

Vm = volumen maximo de elucion,
Tabla IV.32. Porciento de recobro y volumen de elucién total para cada compuesto eluidos de cartuchos de dispersion
de higado en octadecil silano y polimero bondesil-env con acetonitrilo al 100%.

Los recobros obtenidos para fenitrotion y clorpirifos de las dos fases en estas condiciones de
elucion difieren solo en el Vm, siendo éste de apenas 1 mL. Por lo que, el incluirlos en el estudio de
desorcién por adicion de surfactante no presentd utilidad.

La diferencia en el Vm fue muy evidente para el benzo(a)pireno entre el adsorbente octadecil
silano supelclean y el polimero bondesil-env. En este ultimo en los primeros 10 mL de la elucion
solo se recuper6 alrededor del 15 %, en el acumulado de las fracciones sucesivas de 5 mL, solo fue
posible recuperar el 36 % con un Vm de 20 mL de acetonitrilo al 100 %. Debido a este

comportamiento mostrado, se realizo la adicién de heptansulfonato de sodio (HSNa) IM a la
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dispersion de higado en la fase bondesil-env, siguiendo primordialmente la desorcion del

benzo(a)pireno de esta fase.

IV.12.4. Recobro de benzo(a)pireno en funcién de diferentes cantidades de HSNa 1M

En la figura IV.31 se representa el frente de elucion de benzo(a)pireno con adiciones de 100,

200 y 400 pL de HSNa 1M, eluido con acetonitrilo al 100 %. En la tabla I'V.33 se presentan los

porcentajes de recobro global de benzo(a)pireno y los Vm obtenidos por efecto de la adicion de

HSNa IM.
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Figura IV.31. Frentes de elucion para benzo(a)pireno de cartuchos de higado disperso en polimero bondesil-env,

adicionado con diferentes volumenes de HSNa 1M, eluido con acetonitrilo al 100%.

uL de HSNa IM % recobro Vm (mL)
100 47.32 20
200 100 25
400 100 20

Tabla IV.33. Porcentajes de recobro globales y Vm para benzo(a)pireno por efecto de la adicién de volumenes variables

de HSNa 1M.
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Los resultados muestran que los mejores recobros de benzo(a)pireno se obtuvieron con la
adicién de 200 y 400pL de HSNa 1M en la dispersién de higado en la fase bondesil-env. Siendo la
adicion de 400 pL la que ayuda a extraer el 100 % del compuesto en un volumen de elucion menor.

Los estudios con y sin muestra al parecer no varfan mucho; esto puede ser debido a que el
efecto del surfactante se presente mas directamente en la interaccion con el analito y la fase
estacionaria, por ello aumenta el recobro independientemente de si tiene o no muestra la fase
estacionaria.

Con los resultados obtenidos de los frentes de elucién se calcularan los pardmetros Vi, Vry
Vm con que se construy la grafica de Vr en funcion de la cantidad de surfactante adicionada y se

comprob¢ la reproducibilidad de éstos.

En la figura IV.32 se representa la correlacion existente entre la cantidad de HSNa 1M
adicionada y el volumen de retencién para el benzo(a)pireno en la dispersion de higado en la fase

bondesil-env.
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Figura 1V.32. Variacién del volumen de retencion en adicion de heptan sulfonato de sodio 1M en la dispersién de
higado en polimero bondesil-env.
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Se observa la tendencia lineal de desorcién del benzo(a)pireno en el polimero bondesil-env
conforme se aumenta el volumen de HSNa 1M adicionada. Se presenta muy buena correlacion entre
el volumen de retencién y los uL de HSNa 1M adicionados.

El principal beneficio que se obtuvo con la incorporacién del surfactante en la dispersion de
matriz en fase sélida fue mejorar el porcentaje de recobro del benzo(a)pireno, no asi, en la reduccion
considerable del volumen de disolvente de elucion. Un beneficio adicional que se obtuvé fue la
limpieza de los extractos con la fase polimérica, debido a que parte de los interferentes (grasas y
proteinas) que persistian en extractos de otras fases estacionarias probadas, no se presentaron en la

elucion de analitos del polimero.

Debido a las escasas referencias existentes en las que se apliquen surfactantes en esta
técnica, se requiere realizar mas estudios del efecto de surfactantes en la desorcion de analitos en

este tipo de fases estacionaria, con analitos de polaridades semejantes.

IV.12.5. Reproducibilidad en las curvas de los frentes de elucion de benzo(a)pireno adicionada

con HSNa 1M, en la dispersion de higado en la fase bondesil-env

En las tablas IV.34 se presenta la reproducibilidad [coeficiente de varacion (c.v.)] de los
parametros calculados a partir de las curvas de frente de elucién, obtenidos a partir de la adicion de

cantidades variables de HSNa 1M.

Elucién de benzo(a)pireno
(coeficientes de variacion n = 3)

uL de HSNa IM Vf Vr
100 62.7% 9.33%
200 64.9% 4.62%
400 18.23% 11.90%

Tabla 1V.34. Reproducibilidad n = 3 (coeficiente de variacion) de los parametros calculados a partir de los frentes de
elucién para benzo(a)pireno en los estudios de reproducibilidad de efecto de la cantidad de heptansulfonato de sodio 1M
adicionada.

La reproducibilidad mostrada para cada pardmetro calculado en cada ensayo, represento la
alta variabilidad del método de preparacién de muestra y su elucién. Para el Vf se mostraron c.v. (s)
muy altos, debido a que el porcentaje recuperado en el primer fraccionamiento no partia del mismo
punto. En el Vm se present6 lo contrario, se consideré al dltimo volumen del fraccionamiento

afiadido como el final de la elucion del analito, al ya no presentar respuesta en el detector.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

El inconveniente fue que, debido a la manera en como se estructurd la secuencia de elucion,
las fracciones empleadas fueron de 5 mL de disolvente, por esto no se observa con precision el
volumen total de elucién. Por lo que, para obtener estos parametros con certeza, s€ requerira
implementar otra metodologia de fraccionamiento o de monitoreo de los extractos. Asi, el unico
parametro en que se obtuvo informacién con un c.v. apropiado para el analisis del comportamiento
de elucién de benzo(a)pireno por adicién de HSNa IM fue el Vr, con el que se construyo el grafico
presentado en la figura IV.32 en la que se mostré la correlacién lineal que presenta la cantidad de

HSNa 1M adicionada y el Vr.
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CONCLUSIONES

Aunque la Dispersion de Matriz en Fase Sélida comparte caracteristicas similares a la
Extraccion en Fase Solida, los factores que gobiernan el proceso en la Dispersion de Matriz en Fase
Sélida aun no han sido estudiados profundamente, ya que en algunos casos los analitos presentan
comportamientos diferentes a los que se presentarian en Extraccion en Fase Solida.

Se demuestra con este trabajo que la naturaleza de la matriz, la naturaleza del eluente y la
naturaleza de la fase estacionaria, juegan los papeles méas importantes al igual que en la Extraccion
en Fase Solida.

Las diferencias entre Extracciéon en Fase Solida y Dispersion de Matriz en Fase Sélida son
mas evidentes cuando en esta Gltima, algunos compuestos presentan retenciones muy fuertes,
inclusive irreversibles, que no suceden en la Extraccion en Fase Sélida. En algunos casos la
naturaleza de la matriz, del analito y de la fase estacionaria interaccionan de tal manera que es dificil
liberar a ciertos analitos de la columna. Ademas, en este caso se observo que la naturaleza de la
muestra podria modificar el orden de elucién de algunos de los analitos, suposicion que se tendra
que verificar con mas trabajo experimental.

El principal beneficio que se obtuvo con la incorporacion del surfactante en la Dispersién de
Matriz en Fase Solida fue mejorar el porcentaje de recobro del benzo(a)pireno, no asi, en la
reduccién del volumen de disolvente de elucion. Un beneficio adicional que se obtuvo, fue la
limpieza de los extractos, debido a que parte de los interferentes (grasas y proteinas) que persistian
en extractos de otras fases estacionarias probadas, no se presentaron en la elucion de analitos del
polimero bondesil-env. Debido a las escasas referencias existentes en las que se apliquen
surfactantes en la Dispersion de Matriz en Fase Solida, se requiere realizar mas estudios del efecto
de surfactantes en la desorcién de analitos en este tipo de fases estacionaria, con analitos de
polaridades semejantes, aunque con diferentes estructuras quimicas. Es evidente que el efecto en la
modificacién de la matriz por la adicion de algunos agentes quimicos es un factor a considerar en el
estudio de los principios que gobiernan la Dispersion de Matriz en Fase Solida.

También en este trabajo se demostré que con los diferentes analitos y muestras utilizadas, se
siguen conservando los principios generales de la cromatografia, puesto que se presentan los
fenomenos de retencidn que se esperarian de una columna cromatografica empacada con una fase
inversa. Ademas se consiguio establecer las condiciones optimas para la derminacion de los analitos
en el higado y musculo de pescado. El sistema cromatografico mostré muy buena linealidad, limites
de deteccion, cuantificacién y reproducibilidad para los analitos utilizados. El método de extraccion

presento recobros cuantitativos y reproducibles.
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Nombre comun:
Nombre IUPAC:

Propiedades fisico-quimicas
Peso molecular:

Férmula molecular:
Forma:

Punto de fusion:

Presion de vapor:
Densidad:

LogP

Absorbancia maxima en UV:

Solubilidad:
Estabilidad:
Usos:
Analisis:

Modo de accion:

Toxicologia:

ANEXO

H:;C\I
0,2
e o
0. _N_ _Cl
\“/ T
L
o~ a

clorpirifos, dursban
0, O-dietil O-3,5,6 tricloro-2-piridil fosforotioato

350.58 g/mol

CoHj, CL3; NO;3 PS

cristales incoloros, con un olor a mercaptanos

42-43.5°C

2.5 mPa (25 °C)

1.116-1.118 g/L (25 °C)

4.7

200, 229, 289 nm

2 mg/l. de agua (25 °C), 6.5 g/kg de acetona, 7.9 g/kg de
benceno, 450 g/kg de metanol

La velocidad de hidrélisis en agua incrementa con el pH, la
temperatura, la presencia de cobre y posiblemente con otros
metales puede formar quelatos

Para el control de moscas, mosquitos (larvas y adultos),
presencia en suelo de 60-120 dias

Por CLAR con deteccién UV y CG-EM

Insecticida no sist¢émico y acaricida, acciébn en el sistema
respiratorio, digestivo y por contacto. Inhibidor de la
acetilcolinesterasa

DLsg oral para ratas 135-163 mg/kg
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Nombre comiin:

Nombre IUPAC:
Propiedades fisico-quimicas
Peso molecular:

Férmula molecular:
Forma:

Punto de fusiéon:

Presion de vapor:
Densidad:

Log P

Absorbancia maxima en UV:

Solubilidad:

Estabilidad:

Usos:

Analisis:
Toxicologia:

ANEXO

CHz
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Op#
!
HC” O CHg
e
| o

fenitrotion, metolnitrofos
0, O-dimetil O-(3-metil-4-nitrofenil)fosforoditioato

277.23 g/mol

CoH;2NOs P, S

Liquido amarillo o ligeramente café o ambar

140-145 °C

18 mPa (20 °C)

1.32-1.34 g/mL

3.43

200, 268 nm

14 mg/L de agua (25 °C), > lg/kg de diclorometano, metanol,
xileno y 42 g/kg de hexano

Estable por 2 afios a temperatura entre 20-25 °C, hidrolizado en
alcalis a 30 °C, 50% de la perdida ocurre en 4.5 h en una
solucion de 10 M de NaOH

Potente insecticida por contacto, efectivo contra una amplia
variedad de plagas como insectos chupadores y masticadores
(del café o trigo)

CG-DTI

DLs oral para ratas 250-800 mg/kg




Nombre comin: benzo(a)pireno
Nombre IUPAC: 3,4-Benzopireno

Propiedades fisico-quimicas

Peso molecular: 252.3 g/mol

Formula molecular: CxHpz

Forma: Polvo o cristales amarillo palido, inodoro

Punto de fusion: 179-179.3 °C

Presion de vapor: 8.7 mPa (20 °C)

Densidad: 1.4 g/mL

LogP 6.04

Absorbancia maxima en UV:  202.8, 220.2, 262, 282.8, 294.1 nm

Solubilidad: Benceno, tolueno, xileno, metanol, insoluble en agua
Analisis: CG-DTI

Ejemplo de calculé con datos experimentales:

Datos: fortificacion con 40 pL de disolucion 100 ppm de benzo(a)pireno, fraccion de | mL de la elucion con
acetonitrilo 100 %, inyeccion de 20 pL.

[ aramyestra / éreaesténdar] [nginyectados/ uLinyectados] [“Lfracci(')n analizada/ ngfortiﬁcado] 100

[ 34671 /29531] [20 ng/20 uL] [1000 pL/ 4000 ng] 100 = 29.35 %
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En la tabla AIl se presentan los porcentajes de recobro acumulado en funcién de los mL de
eluente acetonitrilo 100% de dispersiones de higado en los diferentes adsorbentes que se ilustra en la
figura IV.12 donde se presenta el grafico de % de recobro acumulado de benzo(a)pireno en funcion

del volumen de eluente en los diferentes adsorbentes.

fase estacionaria
mL de octadecil silano octadecil silano
acetonitrilo 100 octil silano Supelclean Chromabond polimero
% Supelclean bondesil-env
1 37.68 29.72 16.02 0
2 67.35 69.23 85.14 0
3 72.18 81.76 98.04 1.11
4 73.66 88.50 99.97 2.60
5 74.68 92.40 99.97 4.07
6 74.68 94.80 99.97 5.55
7 74.68 95.26 99.97 7.03
8 74.68 95.26 99.97 8.51
9 74.68 95.26 99.97 9.99
10 74.68 95.26 99.97 11.47

Tabla All. Porcentajes de recobro acumulado de la elucién de benzo(a)pireno con acetonitrilo 100% de dispersion de
higado en los diferentes adsorbentes.

En la tabla BII se presentan los porcentajes de recobro acumulado en funcién de los mL de
eluente 80:20 acetonitrilo:agua de dispersiones de higado en los tres diferentes adsorbentes que se
ilustra en la figura IV.19 donde se presentan los frentes de elucién con una mezcla 80:20
acetonitrilo:agua, para benzo(a)pireno disperso en octil silano supelclean, octadecil silano supelclean

y octadecil silano chromabond.

octil silano octadecil silano octadecil silano
mL 80:20 Supelclean Supelclean Chromabond
acetonitrilo:agua % de recobro acumulado
1 14.08 8.82 547
2 20.71 33.22 28.52
3 27.35 52.16 54.97
4 37.62 62.17 73.06
5 43.50 67.07 79.05
6 45.71 69.55 81.26
7 47.03 70.75 82.76
8 47.78 71.74 83.34
9 47.78 71.74 83.34
10 47.78 71.74 83.34

Tabla BII. Porcentajes de recobro acumulado de la elucion de benzo(a)pireno con una mezcla de 80:20 acetonitrilo:agua
de dispersion de higado en los tres diferentes adsorbentes.
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En la tabla CII se presentan los porcentajes de recobro acumulado en funcién de los mL de
eluente 80:20 acetonitrilo:agua de dispersiones de musculo en los tres diferentes adsorbentes que se
ilustra en la figura IV.20 donde se representan los frentes de elucion para benzo(a)pireno disperso en

octil silano supelclean, octadecil silano supelclean y octadecil silano chromabond.

octil silano octadecil silano octadecil silano
mL 80:20 Supelclean Supelclean Chromabond
acetonitrilo:agua % de recobro acumulado ‘
1 5.68 0.58 0.75
2 37.11 19.0 15.63
3 44.27 48.35 38.18
4 46.82 64.31 61.97
5 48.22 70.77 80.78
6 49.32 72.75 90.74
7 50.15 73.65 94.15
8 50.89 74.18 95.71
9 50.89 74.18 95.71
10 50.89 74.18 95.71

Tabla CII. Porcentajes de recobro acumulado de la elucion de benzo(a)pireno con una mezcla de 80:20 acetonitrilo:agua
de dispersion de masculo en los tres diferentes adsorbentes.

En la tabla DII se presentan los porcentajes de recobro acumulado en funcion de los mL de eluente
80:20 acetonitrilo:agua y 80:20 metanol:agua de las dispersiones de higado en octadecil silano

spelclean. Los frentes de elucion se ilustran en Is figuras IV.27 y IV.28.

mezcla de 80:20 metanol:agua 80:20 acetonitrilo:agua
disolventes % acumulado de recobro % acumulado de recobro
mL fenitrotion clorpirifos benzo(a)pireno fenitrotion clorpirifos benzo(a)pireno
1 0 0 0 0 0 0
2 2 0 0 5 2 0
3 25 3 0 49 12 9
4 65 8 3 83 25 33
5 80 15 9 94 38 52
6 92 23 18 94 50 62
7 95 31 32 94 62 67
8 95 38 53 94 75 69
9 95 43 53 94 84 70
10 95 46 53 94 89 71

Tabla DII. Porcentajes de recobro acumulado de la elucion de cada uno de los compuestos con 80:20 acetonitrilo:agua y
80:20 metanol:agua.
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