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RESUMEN

TITULO: DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE UN GRUPO SELECTO DE PAH, EN
ACEITES Y GRASAS VEGETALES COMESTIBLES*

Autor: BAUTISTA OTALORA, Julie Alexandra **

Palabras claves: aceites vegetales, grasas vegetales, PAH, saponificacion, SPE, HPLC-
FLD.

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) representan una de las clases mas grandes
e importantes de carcinbgenos ambientales. Su presencia en los alimentos, genera
productos de baja calidad y constituyen un riesgo para la salud de los consumidores; pueden
producir efectos mutagénicos y carcinogénicos, desordenes en el desarrollo corporal, entre
otros. Estos efectos adversos han hecho que organizaciones internacionales regulen con
fundamento cientifico las cantidades de PAH potencialmente peligrosas para la salud y sean
sometidos a monitoreo en el medio ambiente y productos alimenticios. Debido a su
naturaleza lipofilica, los PAH se solubilizan con facilidad en los aceites y grasas comestibles
vegetales, que son una fuente importante de alimentacion.

En el presente proyecto se desarrollaron los métodos analiticos para el analisis de los PAH:
B[a]P, BIK]F, B[e]P y Per se analizaron simultdneamente usando cromatografia liquida con
detector de Fluorescencia (HPLC-FLD). Adicionalmente, se estudi6 la recuperacion de los
analitos en muestras de aceites y grasas vegetales comestibles mediante saponificacién con
KOH, extraccién liquido-liquido y extraccion en fase sélida (SPE); para ello se disefid un
experimento factorial que involucré los principales factores, siendo la concentracién del KOH
y la temperatura de la saponificacion, las variables de mayor incidencia sobre la eficiencia.

Se evalud el contenido de éstas sustancias en muestras de aceites y grasas vegetales
comestibles aleatorias provenientes del mercado local, con la metodologia de extraccién y
analisis propuesta. Finalmente se dispone de una metodologia analitica cromatografica
confiable y reproducible para la determinacién de un grupo selecto de PAH en aceites y
grasas vegetales comestibles, y asi poder ofrecer un respaldo técnico a los organismos de
control nacionales en eventuales exportaciones del producto y, garantizar la seguridad
alimentaria a los ciudadanos.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Directores: Dra. Elena Stashenko y Dr. Jairo
Martinez.
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ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION AND QUANTIFICATION OF A SELECT GROUP OF PAH IN
VEGETABLE OILS AND FATS EDIBLE *

Author: BAUTISTA OTALORA, Julie Alexandra **
Keywords: vegetable oils, vegetable fats, PAH, saponification, SPE, HPLC-FLD.

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) represent one of the largest and most important
classes of environmental carcinogens. Their presence in food, produces low quality products
are a health risk to consumers, can produce mutagenic and carcinogenic effects, physical
developmental disorders, among others. These side effects have made international science-
based regulating the amounts of PAH are potentially dangerous to health and are subject to
environmental monitoring and food products. Due to its lipophilic nature, PAH are solubilized
easily in edible vegetable oils and fats, which are an important source of food.

In this project we developed analytical methods for analysis of PAH: B [a] P, B[k] F, B [e] P
and Per were also analyzed using HPLC with fluorescence detector (HPLC-FLD).

Additionally, we studied the recovery of the analytes in samples of edible vegetable oils and
fats by saponification with KOH, liquid-liquid extraction and solid phase extraction (SPE) for
this factorial experiment was conducted involving the main factors being the KOH
concentration and temperature of the hydrolysis, the main factors affect the efficiency.

We evaluated the content of these substances in samples of edible vegetable oils and fats
random from the local market, with the extraction and analysis methodology proposed. Finally
we have a reliable chromatographic analytical methodology and reproducible for the
determination of a select group of PAHs in edible vegetable oils and fats, so we can provide
technical support to national control agencies in possible exports of the product and ensure
safety food to citizens.

* Project level
** Faculty of Science, School of Chemistry, Directors: Dr. Elena E. Stashenko and Dr. Jairo
R. Martinez.
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INTRODUCCION

Los estudios realizados en las Ultimas décadas sugieren que, si bien la
predisposicion genética es un factor importante, la aparicion de cancer en el
hombre también esta estrechamente relacionada con los factores
ambientales. En particular, la atencion se ha centrado en el papel
desempefiado por carcinégenos quimicos existentes en el medio ambiente.
Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) representan una de las

clases mas grandes e importantes de carcinégenos ambientales [1].

Los PAH constituyen un importante grupo de contaminantes, que se
encuentran en todos los campos ambientales, y son principalmente los
productos de la combustién incompleta de las actividades naturales (e.g.,
fuegos forestales, erupciones volcénicas) y antropogénicas (e.g., ignicion de
combustibles fosiles, procesos industriales y tubo de escape de vehiculos).
Hasta ahora, se han encontrado mas de 400 tipos de PAH, y de sus
derivados [2-4].

Los PAH son una familia diversificada de contaminantes organicos lipofilicos,
compuestos por dos o mas anillos arométicos fusionados. Debido a sus
multiples fuentes potenciales de contaminacion, los PAH se encuentran
distribuidos en la naturaleza. Por tanto, la exposicibn humana es
practicamente inevitable, lo que plantea un importante problema de salud
publica debido a su reconocida actividad carcin6gena, ya que sSus
metabolitos se unen al ADN y pueden inducir una mutacion y el cancer. La
exposicion humana a los PAH estd en un 88-98% relacionada con los
alimentos [5]. La presencia de PAH en los alimentos, genera productos de
baja calidad y constituyen un riesgo para la salud de los consumidores;
pueden producir efectos mutagénicos y carcinogénicos, alteraciones en el
desarrollo corporal, entre otros. Estos efectos adversos han hecho que

organizaciones internacionales regulen con fundamento cientifico las
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cantidades de PAH potencialmente peligrosas para la salud y sean

sometidos a monitoreo en el medio ambiente y productos alimenticios. [2].

Entre los 16 PAH que son clasificados como contaminantes prioritarios por la
Agencia de la Proteccion Ambiental (EPA) sobre la base de su ocurrencia y
la carcinogenicidad, se encuentran benzo[a]pireno (B[a]P),
benzo[K]fluoranteno (B[k]F), benzo[e]pireno (B[e]P) y perileno (Per); que se
clasifican como PAH pesados, por el contenido de mas de 4 anillos

aromaticos [4].

Debido a su naturaleza lipofilica, los PAH se solubilizan con facilidad en los
aceites y grasas comestibles vegetales, que son una fuente importante de
alimentacion. Esta contaminacion puede ser un resultado de la absorcion de
un medio ambiente contaminado o de los métodos de preparacion de
alimentos. En el caso especifico de aceites vegetales, se tiene conocimiento
sobre las principales fuentes de su contaminacion: (a) la contaminacion del
material vegetal, principalmente a través del aire; (b) el secado del material
vegetal con humo antes de la extraccion; (c) la contaminacion a través de la

extraccion con disolventes [6, 7].

Los siguientes son los principales problemas asociados con el andlisis de los
PAH a saber: (a) la mayoria de los PAH estan presentes en pequefias
cantidades (partes por billon o partes por trilléon) en el medio ambiente (aire,
agua y suelo), o en alimentos y, ademas, pueden sufrir pérdidas durante la
preparacion o extraccion de la muestra; (b) muchos compuestos organicos
pueden ser co-extraidos con los PAH e interferir con su posterior analisis,
identificacion y cuantificacion; (c) la mayoria de los PAH son similares
estructuralmente, lo que puede hacer dificil su separacion y una identificacion
inequivoca. En la industria de aceites y grasas, un método fiable y rapido

para la determinacién de un grupo selecto de PAH, es muy importante para
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fines del control del proceso; ademas, permitird estimar el nivel de PAH
pesados en lugar de su analisis completo [2, 6].

La naturaleza de los procesos de combustion, la variedad de la materia
organica y los combustibles fosiles, exigen que una técnica en particular
deba ser capaz de manejar mezclas complejas; teniendo en cuenta esto,
cromatografia de gases (GC) o cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) son sin duda las técnicas de eleccion. El poder de resolucién,
velocidad de andlisis y bajos limites de deteccion son ventajas importantes

que ofrecen estas técnicas [7].

Una de las desventajas de GC es la posible degradacion de algunos PAH
cuando se exponen a altas temperaturas durante la separacion y, ademas,
algunos PAH isémeros tales como B[a]P, B[K]F, B[e]P y Per son dificiles de
separar completamente cuando se usa una columna inadecuada; por estas
razones, y debido a la volatilidad de los PAH; HPLC es frecuentemente una

técnica de analisis de eleccion [6, 7].

En la HPLC, ademas de la fase estacionaria, la fase moévil (ya sea régimen
isocratico o gradiente de elucién), y la temperatura de la columna permite,
diferentes posibilidades de separacion y deteccion que ofrece alto nivel de
versatilidad aprovechando las caracteristicas espectrales de los PAH. La
deteccion de fluorescencia (FLD) ofrece mejores resultados que la deteccién
ultravioleta (UV) debido a su mayor sensibilidad y selectividad para los
analitos. Ademas, las longitudes de onda de fluorescencia se pueden
escoger para mejorar la especificidad y la selectividad hacia los PAH
individuales presentes en la mezcla, a fin de minimizar las interferencias

procedentes de las muestras [7].

La mayoria de los métodos utilizados para el aislamiento de PAH de aceites
0 grasas consisten en procedimientos que consumen tiempo: saponificacion

de grasas, extraccion por solvente, y la extraccion de columna o clean-up.
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Actualmente hay una demanda alta de métodos analiticos r4pidos, de costos
adecuados, “limpios” y suficientemente sensibles para poder controlar la
contaminacion en el ambiente y establecer las concentraciones requeridas en

analisis de alimentos.

Por lo anterior, en el presente proyecto se desarrollaron los métodos
analiticos para el andlisis de los PAH: B[a]P, B[K]F, B[e]P y Per se analizaron
simultdneamente usando cromatografia liquida con un detector de
fluorescencia (FLD). Se evalud el contenido de estas sustancias en muestras
de aceites y grasas vegetales comestibles provenientes del mercado local,

con la metodologia de extraccion propuesta.

La Universidad Industrial de Santander dispone de una metodologia analitica
cromatografica confiable y reproducible para la determinacion de un grupo
selecto de PAH en aceites y grasas vegetales comestibles, y por ende,
puede ofrecer un respaldo técnico a los organismos de control nacionales en
eventuales exportaciones del producto y, contribuir a garantizar la seguridad

alimenticia de los ciudadanos.
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1 ESTADO DEL ARTE

1.1 ACEITES Y GRASAS VEGETALES COMESTIBLES

Los aceites y grasas se encuentran en la naturaleza como constituyentes de
muchos tejidos animales y vegetales, de donde pueden ser extraidos por
meétodos industriales. La diferencia mas simple entre los aceites y las grasas
radica en su consistencia a la temperatura de 15 °C; los aceites funden a
temperaturas inferiores, mientras las grasas lo hacen a temperaturas

superiores [8, 9].

Los aceites y grasas vegetales se obtienen a partir de frutos y semillas ricos
en grasa; las plantas a las que pertenecen estos frutos y semillas se agrupan
bajo el nombre de plantas oleaginosas. Se obtiene aceite de las semillas de
ajonjoli, girasol, soya, mani, algodon, mostaza; del germen del maiz, de la

nuez del coco y del cacao, de la palma y la aceituna [8-10].

Los lipidos juegan papeles de importancia en el organismo. El primero es su
funcién energética, es decir, su aporte calérico a la dieta; el segundo es
funcional, puesto que intervienen en la estructura de las células
especialmente a nivel de las membranas. Las grasas son fuentes de acidos
grasos, es asi como, las grasas ingeridas retardan la secrecién de jugo
gastrico y tienden a hacer que el alimento permanezca por mas tiempo en el

estdbmago prolongando asi la sensacién de saciedad [9].

1.1.1 Composicién quimica de los aceites y grasas vegetales

Quimicamente, los aceites y grasas son mezclas de triglicéridos, es decir, de
ésteres de acidos grasos y glicerol. Entre los acidos grasos saturados los
mas importantes son el palmitico y el esteérico, y entre los insaturados, el

oléico y el linoléico [8, 9].
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Los &cidos grasos insaturados presentan puntos de fusiébn mas bajos que sus
homélogos saturados, y esta temperatura disminuye a medida que aumenta
la insaturacion. Esto explica porqué la existencia de substancias grasas que
son liquidas (aceites) y otras que son solidas (grasas). Cuanto mayor es la

insaturacion de un aceite o grasa, mas bajo es su punto de fusion [8-10].

Ademas de los triglicéridos, existen en los aceites y grasas diversos

componentes menores. Entre estos se deben mencionar:

e Los monoglicéridos y diglicéridos; son el resultado de reacciones
hidroliticas en las materias primas o durante la transformacién, pero
no ocasionan problemas particulares en los productos finales. En
estos compuestos el glicerol se encuentra esterificado Unicamente
con uno o dos acidos grasos, lo que le permite tener buenas

propiedades emulsificantes.

e Los fosfolipidos, los cuales provienen de la esterificacion de la
glicerina con acidos grasos y acido fosforico; los mas comunes son la
lecitina y la cefalina. Los subproductos recuperados se venden como
lecitina comercial para su uso en margarinas y confiteria que requiere

un emulsificador soluble en grasas.

e Esteroles como el fitosterol que es un alcohol policiclico complejo.

e Vitaminas E y buenos contenidos de alfa y beta-carotenos,
precursores de la vitamina A. Muchos aceites, particularmente si se

obtienen de semillas inmaduras, contienen niveles apreciables de

pigmentos de clorofila que dan un tinte verdoso a las grasas.
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e Otros entre los cuales se encuentran los hidrocarburos policiclicos

aromaticos, aldehidos y cetonas.

La acidez es un parametro indicador de la cantidad de &cidos grasos libres
presentes en un aceite y se expresa en porcentaje de acido oleico, porque es
el acido graso mayoritario en muchos aceites. Para la legislacion colombiana,
las condiciones de los productos grasos que se encuentran en el mercado
para consumo directo del publico tendran que cumplir los valores fisicos-
quimicos, segun la Resolucién del Ministerio de Salud 000126 del 22 de
febrero de 1964 [9].

1.1.2 Propiedades fisicas

En la produccién de los aceites y grasas vegetales el peso especifico, la
viscosidad y el punto de fusién son las propiedades fisicas de los aceites que
revisten mas interés para el proceso. En razon de las grandes semejanzas
entre las moléculas de triglicéridos que hay en los diferentes aceites y
grasas, las densidades y viscosidades de estos no varian significativamente
[11-12].

El peso especifico de casi todas las grasas en estado liquido no tiene
diferencias notables. Los valores usuales estan entre 0.914 y 0.964 kg/L a

15 °C. Las densidades de las grasas en estado sélido son mucho mas altas
(1 a 1.06 kg/L) que las de las grasas liquidas. Los puntos de fusién de las
grasas Yy aceites comerciales son indicaciones poco precisas de las
propiedades de los productos. La fusion comienza en una gama mas amplia
de temperaturas y aumenta con la longitud de la cadena de acidos grasos. El
indice de yodo da una indicacién del grado de insaturacion de los aceites y
grasas, expresado como el nimero de centigramos de yodo absorbidos por

gramo de grasa o aceite. El indice de refraccion aumenta con el peso
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molecular y tiene una relacion que crece de modo aproximadamente lineal
con el grado de insaturacion de las grasas neutras. Se usa para probar la
pureza de los productos y supervisar las operaciones de hidrogenacion e

isomerizacion [12].

El valor de saponificacion es una indicacion de la hidrdlisis de las grasas. Se
mide como el peso en miligramos del hidroxido de potasio requerido para

hidrolizar un gramo de grasa.

1.2 CONTAMINANTES DE LOS ACEITES Y GRASAS VEGETALES
COMESTIBLES

Las grasas y aceites obtenidos por fusion, prensado o extraccion con
disolventes, contienen cantidades variables de impurezas no glicéridas, las
cuales consisten principalmente en acidos grasos libres. Sin embargo, se
encuentran apreciables cantidades de otras substancias. Entre éstas, figuran:
material sélido, material liquido, rafinosa, fosfatos de inositas, clorofilas,
proteasas, PAH, entre otras; no todas las impurezas de los aceites y grasas

son indeseables [11].

1.3 HIDROCARBUROS POLICICLICOS AROMATICOS

Hidrocarburos policiclicos aromaticos son una clase de compuestos
reconocidos como cancerigenos y procedentes de la combustion incompleta
de compuestos organicos y los procesos geoquimicos. A altas temperaturas
los compuestos organicos se fragmentan parcialmente en pequefios arreglos
moleculares inestables (pirdlisis), sobre todo los radicales, que se
recombinan para dar PAH relativamente estables (pirosintesis) [1,2]. La
aromatizacion también puede ocurrir a bajas temperaturas (100-150 °C), pero

requiere mucho mas tiempo y se originan grandes cantidades de PAH
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alquilados. Este es el caso de la formacion natural de combustibles fésiles,
que resultan de la degradacion de materia organica durante un periodo de

miles de afios [12].

Debido a la amplia distribucion de los PAH en el medio ambiente y su
naturaleza lipofilica, aceites y grasas comestibles pueden ser altamente

contaminados con estas sustancias xenobidticas.

Los PAH son compuestos quimicos que poseen anillos aromaticos unidos, no
contienen heterodtomos o sustituyentes. Se encuentran en los aceites debido
a su caracter lipofilico. Los PAH livianos (contienen de 1 a 4 anillos
aromaticos) se eliminan durante las etapas de refinacion; los PAH pesados
(contienen desde 5 anillos arométicos), son removidos mediante tratamiento
con carbono [12-13]. Los estudios han mostrado que una de las principales
fuentes de PAH en el organismo proviene de alimentos como cereales,

aceites y grasas [12].

1.3.1 Caracteristicas quimicas de los PAH

Los PAH pertenecen a una gran clase de compuestos que proceden de la
combustion incompleta de la materia organica. Comprenden varios
compuestos cancerigenos, genotoxicos; entre estos, el B[a]P es el mas
estudiado, debido a su alta toxicidad y porque ha sido elegido como
marcador de la presencia de PAH. La persistencia de los PAH como
particulas finas asociadas con el aire, es un asunto importante no soélo
porque en la atmdésfera podran ser transportados a largas distancias, sino
también porque pueden sufrir reacciones quimicas. Estas transformaciones
pueden conducir a su degradacion o transformaciones en productos mas

téxicos que el compuesto de origen [15,16].
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Los sistemas conjugados de orbitales 1 de los PAH son los responsables de
su estabilidad quimica. Son sélidos a temperatura ambiente y su volatilidad
es pequefia. Dependiendo de su caracter aromatico, los PAH absorben la luz
ultravioleta y producen un espectro fluorescente caracteristico. Son solubles
en muchos disolventes organicos, pero practicamente insolubles en agua,

tanto menos cuanto mayor sea su peso molecular [17].

Quimicamente, los PAH reaccionan por sustitucion del hidrégeno o por
adicion cuando se produce la saturacion, conservandose el sistema de
anillos. La mayoria de los PAH sufre fotooxidacion, siendo ésta una forma
para eliminarlos de la atmosfera. La reaccion de fotooxidacion mas frecuente
es la formacion de endoperoxidos, que pueden convertirse a quinonas. Los
PAH reaccionan rapidamente con 6xidos de nitrogeno o HNOs. El hecho de
que los PAH sean considerados cancerigenos o no, al reaccionar con otras
sustancias no significa que se inactiven como tales; por el contrario, muchos
de ellos se transforman en cancerigenos mas potentes que el

correspondiente compuesto progenitor [17,18].

En la Tabla 1, se muestran las caracteristicas fisicas, quimicas y algunos
pardmetros toxicolégicos de los PAH pesados encontrados en aceites y

grasas comestibles.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los principales PAH pesados
encontrados en los aceites y grasas comestibles [8].

PAH Benzo[a]pireno, CxHi2

Propiedades CAS: 50-32-8, peso molecular: 252.31 g/mol; Color: Cristal

fisicoquimicas  amarillo; punto de ebullicion: 495 °C; punto de fusion: 179 °C;
solubilidad: Benceno, tolueno y xileno; ligeramente en etanol y
metanol. En agua 3.8 pg/L a 25 °C.
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Pardmetros
toxicolégicos

PAH

Propiedades
fisicoquimicas

Parametros

toxicolégicos

PAH

Propiedades
fisicoquimicas

Parametros
toxicolégicos

PAH

Propiedades
fisicoquimicas

Parametros
toxicolégicos

LMR: 1 pg/kg , DLso: No reportado

Benzo[e]pireno, CyHi2

CAS: 192-97-2, peso molecular: 252.31 g/mol; Color: sélido
blanco; punto de ebullicion: 472 °C. Punto de fusion: 179 °C;
solubilidad: Eter y acetona. En agua 4 pg/L a 25 °C

LMR: No reportado, DLso: No reportado

Benzol[k]fluoranteno, CyHs,

DI

CAS: 207-08-9, peso molecular: 252.31 g/mol; Color: sélido
amarillo, en solucién con acetona su color es violeta; punto de
ebullicion: 480 °C; punto de fusién: 215.7 °C; solubilidad:
Benceno, tolueno y xileno; ligeramente en etanol y metanol.

LMR: 1-2 pg/kg , DLso: No reportado

Perileno, CyoH12

CAS: 198-55-0, peso molecular: 252.31 g/mol; Color: amarillo
brillante; punto de ebullicion: 468 °C; punto de fusion: 276 °C;
solubilidad: Tolueno y acetona.

LMR: No reportado , DLso:No reportado
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1.3.2 Fuentes de PAH

1.3.2.1 Fuentes naturales

1.3.2.1.1 Transformacion de compuestos organicos

Relativamente rapida (de dias a afios) en determinados suelos y sedimentos
(PAH diagénicos). Bajo condiciones anodxicas o en condiciones de hipoxia,
ciertos compuestos como quinonas y fenoles entre otros, pueden ser
reducidos a PAH [19].

1.3.2.1.2 Biosintesis

Directa por organismos (PAH biogénicos). Existe una amplia variedad de
compuestos aromaticos que son sintetizados por organismos,
particularmente bacterias, hongos y algunos insectos; no obstante esta

fuente no es cuantitativamente importante [19].

1.3.2.1.3 Los incendios forestales

Con o sin intervencion del hombre, son una fuente de hidrocarburos
aromaticos que ha sido ampliamente descrita. En zonas rurales poco
urbanizadas e industrializadas puede ser la principal fuente y en otras zonas
su contribucion al total de emisiones también puede ser importante. Los
compuestos asi formados, se asocian habitualmente a materia particulada.
Se ha descrito que la concentracion de PAH en suelos esta fuertemente

influenciada por las cenizas resultantes de la combustién de madera [19-20].

1.3.2.1.4 Fugas naturales de petrodleo

Ya que los PAH se encuentran de forma natural en los combustibles fésiles
(el crudo de petroleo o el carbén), como resultado de una lenta

transformacién biogénica (millones de afios) de materia organica a
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temperaturas moderadas (100-300 °C) para formar combustibles fésiles
(PAH petrogénicos). Las concentraciones suelen ser bajas, alrededor del 1%
y, en todo caso, dependen en gran medida del origen del crudo. Este proceso
de formacion favorece la formacion de alquilderivados, de forma que los PAH

no sustituidos tienen una concentracion relativa mas baja. [18-20].

1.3.2.1.5 Erupciones volcéanicas

Las elevadas temperaturas que se alcanzan en los magmas volcanicos
hacen posible la formacion de PAH, fundamentalmente de elevado peso

molecular.

1.3.2.2 Fuentes antrdpicas

1.3.2.2.1 Trafico
El transporte por carretera, asi como de otro tipo de vehiculos a motor que

usen combustibles fésiles, representa una importante fuente de emision de
PAH ya que ademas de los constituyentes de éstos, las temperaturas de un
motor de combustidn son lo suficientemente altas para convertir una fraccién
del combustible en PAH via pirdlisis. La cantidad emitida por los vehiculos
depende de muchos factores aunque fundamentalmente del tipo de motor y
de la edad del vehiculo/motor. Otros factores que influyen son los habitos de
conduccién ocasionados por la topografia, la calidad de las vias o la
temperatura externa. Debido al trafico rodado, y como consecuencia del
desgaste de los neumaticos, el polvo de la carretera también es una fuente
adicional de PAH. Estos compuestos emitidos a la atmoésfera por los
vehiculos se distribuyen entre la fase gaseosa y particulada en funcion de la
presién de vapor del compuesto, cantidad de materia particulada existente y
temperatura. Posteriormente son degradados fotoquimicamente o

depositados sobre las superficies de las calles, donde entran a formar parte
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de la escorrentia superficial. Las diferencias en el perfil de distribucion en
suelos y plantas podia ser debido a diferentes mecanismos de degradacién
(mayor fotodegradacion en el caso de plantas) y por las distintas propiedades
de deposicién, ya que los compuestos encontrados en las plantas se
encuentran principalmente en fase gas, facilmente adsorbidos por éstas,
mientras que los PAH depositados en suelos, eran compuestos de mas
anillos, principalmente en fase particulada y facilmente eliminados de las

hojas por la lluvia o el viento [19].

1.3.2.2.2 Las plantas de produccién de aluminio
Representan un proceso industrial histéricamente asociado con emisiones y

vertidos de PAH. El aluminio metélico se obtiene por reduccién electrolitica
de alimina pura (AI203) disuelta en un bafio de criolita fundida (Na3AIF6)
que actla como electrolito. Los electrodos de carbono sumergidos en el
electrolito y que actian como anodo se consumen durante el proceso y es
necesario un aporte continuo suministrado generalmente por una pasta que
es mezcla de coke de petroleo y brea de alquitran mineral. Ademas de las
temperaturas elevadas necesarias en la fundicion de la alimina, al menos
seis PAH carcinogénicos se han encontrado en la brea utilizada en el
proceso de reduccién de aluminio, por lo que resulta una fuente importante

de contaminacion para el agua, aire y suelo [18-20].

1.3.2.2.3 Industria del hierro y acero
Las emisiones proceden fundamentalmente de los procesos térmicos que

usan carbon y coque, es decir, plantas de sinterizacion, plantas de coque y
hornos. Los PAH formados en los procesos de combustion dependen de
varios factores, como tipo de combustible, proceso de manufactura o los
dispositivos utilizados para el control de las emisiones; no obstante, el primer

factor es el mas importante.
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1.3.2.2.4 Plantas de generacion de energia
Muchas plantas de generacion de calor y electricidad (centrales térmicas)

queman combustibles fésiles y producen como subproductos residuos
liquidos, solidos y gaseosos que son ricos en PAH. Estas fuentes, liberan
PAH al medio ambiente por la formacién de éstos durante el proceso
industrial o bien a través de la pirdlisis de los combustibles mencionados para
producir energia. Estos PAH no se degradan en la atmésfera, sino que son
adsorbidos sobre las particulas suspendidas en el aire, entrando en los

medios acudaticos y terrestres por deposicion atmosférica [20].

1.3.2.2.5 Incineradoras de residuos industriales y municipales
La incineracion es una valiosa forma de eliminar y reducir residuos pero el

principal inconveniente de este proceso es la emisidn de compuestos toxicos,
incluyendo los PAH. Estos residuos pueden introducirse al medio por tres
vias: los gases de chimenea, los residuos soélidos (cenizas) y las aguas
residuales de las incineradoras. Por otro lado, en cenizas degradadas,
aparecen Naf y Fen como los mas abundantes mas en concordancia con los

predominantes en los gases de chimenea.

1.3.2.2.6 Combustion doméstica
Esta bien documentado que la combustién de sélidos, especialmente madera

y otro tipo de biomasa, en hornos pequefios y plantas de combustion de
tamafio medio, ocasionan emisiones relativamente altas de estos
compuestos, debido a las deficientes condiciones de combustién en
instalaciones anticuadas. Esto también puede crear problemas de
contaminacion de aire a nivel local, en zonas de alta densidad de poblacion,
especialmente en invierno. Se han identificado como componentes
principales en extractos de hollin domésticos, hidrocarburos de cinco y seis

anillos aroméaticos, como el B[b]F y B[e]P como mayoritarios [19].
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1.3.3 Toxicidad

Los PAH son conocidos por ser toxicos en concentraciones de ppb y letales
en concentraciones de ppm. Varios trabajos han indicado su toxicidad. En los
perros, una sola dosis oral de 10,5 g/animal dado durante un periodo de 7
dias induce anemia. Tras la administracion oral de antraceno a 100 mg/kg/
dia a ratas durante 4 dias se observo aumento de la actividad en la mucosa
intestinal carboxilesterasa y la muerte después de la administraciéon oral
diaria de 120 mg/kg de benzo[a]pireno a los ratones de 1 a 4 semanas. Tras
la administracion de acenafteno a 700 mg/kg/dia a ratones durante 90 dias,
aumento el peso del higado y se observo hipertrofia celular. Otros efectos
toxicos observados debido a los PAH incluyen disminucion del peso corporal,
agrandamiento del higado con edema celular y la congestion del parénquima
hepético, toxicidad reproductiva, la destruccibn de los ovocitos, y la
inflamacion de las células renales [20].

1.3.4 Genotoxicidad

Genotoxicidad o mutagenicidad es la capacidad de un compuesto extranjero
o un efecto de xenobidticos de una reorganizacion de la estructura molecular
del acido desoxirribonucleico (ADN) con sus consiguientes repercusiones.
Esto ocurre como resultado de mdltiples transformaciones metabdlicas que
tienen lugar en los PAH. Estas transformaciones la mayoria de las veces
conducen a la formacién de derivados electrofilicos capaces de realizar una
interaccion covalente con centros nucleofilicos de macromoléculas, que se
traduce en la mutagenicidad. El mecanismo de la mutagenicidad de los PAH
se ha investigado sobre todo con el benzo[a]pireno y 7,8-dihidroxi-9,10-epoxi-
7,8,9,10 tetrahidro-benzo[a]pireno como compuestos modelo. Varias obras
en apoyo de la genotoxicidad de los PAH se han llevado a cabo y han
mostrado que el espectro mutacional inducido por 7,8-dihidroxi-9,10-epoxi-
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7,8,9,10-tetrahidro-benzo[a]pireno presenta una prevalencia de
transversiones de guanina> timosina (G>T) debido a la rotacion de aduccion

guanina [15].

1.3.5 Carcinogenicidad

El interés sobre los PAH se ha debido principalmente a sus propiedades
cancerigenas. Los seres humanos estan expuestos a mezclas complejas de
PAH, que se han implicado en la induccién de cancer de pulmén, piel,
estbmago y mama. Cabe sefialar que todos los estudios sobre la
carcinogenicidad de los PAH se han realizado con ratones y roedores, ya que
no es posible evaluar el riesgo para la salud humana, solo en casos de
estudios de exposiciones accidentales. Por lo tanto, se basan en los datos de
los animales para estimar el riesgo de exposicion a los seres humanos. Los
datos de la extrapolacién de riesgo para la salud de los animales, pueden no
ser absolutamente exactos debido a las diferencias en la enzima que activa
los PAH en las especies [20]. La mayoria de los datos disponibles en
humanos son la inhalacion y la absorcion percutdnea de los PAH a partir de
una amplia gama de exposiciones ocupacionales, debido, a que la
correlaciéon absoluta con la exposicion a otras sustancias quimicas es menor.
Existe una correlacién entre el sitio del desarrollo del tumor y la via de la
administracion. Por ejemplo aplicaciones oral, cutanea, e intratraqueal

resultaron en cancer gastrico, la piel y de pulmén, respectivamente [21].

1.3.5.1 Carcinogénesis de los PAH
La carcinogénesis de los PAH es basicamente resultado de su capacidad

para unirse al ADN, provocando una serie de efectos perturbadores que
terminan en la iniciacion del tumor. Los receptores de los PAH juegan un

papel muy importante en esto. La carcinogénesis inducida de los PAH es
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muy compleja y varia con el compuesto aislado [20-21]. Con fines ilustrativos,
la carcinogénesis inducida por el benzo[a]pireno se puede observar en la

Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de mutacién del ADN por el B[a]P [20].

1.3.6 Efecto de la exposicion a PAH para los seres humanos

La mayoria de los estudios que se han llevado a cabo en el laboratorio sobre
el efecto de los PAH en la salud se han realizado mas en animales que en
seres humanos debido a las implicaciones éticas. Por lo tanto no existen
practicamente estudios publicados sobre los efectos en la salud humana
después de la exposicion oral a los PAH. En la mayoria de los seres
humanos se dan los casos de exposicibn a una mezcla de PAH por
inhalacion y la exposicion cutanea. Otro inconveniente asociado a estos

datos es que todos los informes sobre la exposicion humana a los PAH
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tienen los mismos sujetos expuestos a otros potenciales productos quimicos
cancerigenos en situaciones laborales y ambientales. La informacion de
efectos sobre la salud de estas mezclas es, pues, limitada a sus potenciales
derivados cancerigenos de una serie de estudios epidemiologicos. Se
correlacion6 el riesgo de cancer géastrico con el consumo de un vino sellado
con una sustancia parecida al alquitran obtenida a través de ebullicién y
destilacion de abeto y pino, y que contiene PAH. El humo del tabaco, que
contiene PAH, se ha implicado en el cancer de pulmon [15]. Muchos estudios
epidemioldgicos se han llevado a cabo en los trabajadores expuestos a carga
pesada de los PAH, sobre todo los que trabajan en las minas de carbén, las
obras de asfalto, las fundiciones de aluminio, etc. A pesar de que las
concentraciones a las que estos trabajadores son expuestos aun no estan
claras, el aumento de riesgo de cancer de pulmoén se observd entre los

trabajadores [22].

1.4 PRODUCCION DE ACEITES Y GRASAS VEGETALES
COMESTIBLES

Los aceites y grasas vegetales se obtienen a partir de frutos y semillas ricas
en grasas; las plantas a las que pertenecen estos frutos y semillas se
agrupan bajo el nombre de plantas oleaginosas. Se obtienen de las semillas
de ajonjoli, girasol, soya, mani, algodén, mostaza; del germen del maiz, de la

nuez del coco y del cacao, de la palma y de la aceituna [8-9].

El proceso de extraccion varia de acuerdo con el tipo de materia prima, pero
fundamentalmente comprende la separacion de la parte del fruto a la semilla
rica en grasa, el triturado y la extraccion del aceite mediante la utilizacion de

presion y/o solventes.
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La refinacion se realiza mediante el tratamiento del aceite con una solucion
acuosa alcalina, generalmente de hidroxido de sodio o carbonato de sodio,
con el objeto de neutralizar los &acidos grasos libres presentes; la
decoloracion tiene como finalidad eliminar los pigmentos vegetales como
clorofilas y carotenoides, para lo cual se agita el aceite con tierras raras que
absorben los pigmentos; la desodorizacion elimina las impurezas volatiles
indeseables mediante una destilacion con corriente de vapor a baja presion;
el fraccionamiento, que incluye la winterizacion, permite eliminar los solidos
presentes mediante cristalizacion y posterior filtracion; la hidrogenacion o
endurecimiento es la clasica reaccion de adicion de hidrogeno en los dobles
enlaces de los acidos grasos insaturados con el objeto de comunicar a el
aceite una mayor estabilidad frente a la oxidacion y un aumento en el punto

de fusion [8].

1.4.1 Tipo de aceites

1.4.1.1 Aceites de oliva
Los aceites se clasifican de muchas maneras, una de ellas es segun el

proceso utilizado para su obtencion. Los aceites obtenidos por proceso de
prensado de la semilla de oliva son conocidos como aceite de oliva. El aceite
de oliva se comercializa como aceite nativo o virgen de tres calidades: extra,
fino y corriente segin el nimero del prensado y el contenido de &cidos
grasos libres; extra, si es el resultado del primer prensado, de color verde
palido, aroma suave y bajo contenido de &cidos grasos libres; las sucesivas
expresiones implican un oscurecimiento gradual del color verde debido a la
mayor extraccion de clorofila y un aumento en la intensidad del aroma y en el

contenido de acidos grasos libres [24].

Los aceites de oliva virgenes se clasifican asi:

e Aceite de Oliva Extra Virgen
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e Aceite de Oliva Virgen

e Aceite puro

1.4.1.2 Aceite refinados
Son los obtenidos de las semillas oleaginosas expresamente autorizadas y

sometidos a refinacion completa previa su utilizacion para consumo humano
[24].

1.5 PRODUCCION DE GRASAS

Las operaciones de modificacién de los aceites, incluidas la hidrogenacion, la
interesterificacion y la cristalizacion fraccionada, generaran productos con
propiedades funcionales especificas que ofrecen flexibilidad en los usos

finales de los aceites vegetales [23-24].

Principalmente los aceites se obtienen mediante los siguientes procesos:

o Hidrogenacién
o Interesterificacion

o Cristalizacion fraccionada

1.6 CONTAMINACION DE LOS ACEITES CON PAH

La contaminacion de aceites y grasas comestibles con PAH varia
ampliamente; los aceites vegetales refinados generalmente presentan bajos
niveles de PAH si se les compara con los crudos. Esto puede atribuirse, al
menos en parte, a la reduccion de los PAH observada a traves de la
refinacion. La desodorizacion parece tener poco efecto en los PAH de alto
peso molecular y elimina principalmente PAH livianos, mientras que el
tratamiento con carbon activado, es una estrategia eficaz para reducir la alta
concentracion de PAH pesados. Para entender mas las etapas que

contribuyen tanto a la contaminacion como a la eliminacion de los aceites y
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grasas con PAH, es importante tener una idea basica del proceso de
produccion de estos. En los anexos A y B se puede observar el proceso de

produccion de aceites y grasas comestibles [4].

Diversas vias de contaminacién por PAH en los aceites vegetales han sido
sugeridas. Los procesos de secado de las semillas con fuego directo para la
produccion de aire caliente, puede ser responsable de la contaminacion por
los PAH principales de algunos aceites vegetales, el proceso de refinado

puede reducir drasticamente la cantidad de estos contaminantes [21].

La contaminacion del aire con polvo y particulas que contienen grandes
cantidades de PAH generados piroliticamente puede contaminar las plantas
o la materia prima a través de las precipitaciones atmosféricas durante el
periodo de crecimiento y la mayor parte de esta contaminacion superficial, se
pueden transferir al producto final. Alto contenido de PAH se encuentra en
aceites de oliva virgen italianos que se derivan de las plantas expuestas a las
emisiones industriales del campo condensado (el B[a]P y fenantreno, por
encima de 60 y 3800 ppb, respectivamente) y, en menor medida, en los
aceites virgenes procedentes de las plantas expuestas a los escapes de
vehiculos. También la practica de quemar el campo después de la cosecha
puede ser una operacion sospechosa lo que se refiere a la contaminacion por
PAH. Los analisis de muestras de colza, purificada en el laboratorio por
lavado de las semillas con disolventes organicos en un bafio de ultrasonidos,
revelé que las particulas soélidas, que contaminan semillas de colza durante
la recoleccion, transporte y almacenamiento, ha contribuido a la
contaminacion por PAH en la medida de 36% (PAH livianos) 64% (PAH
pesados) en promedio [21].

Los aceites vegetales estan contaminados principalmente por la
contaminacion ambiental que sufren las materias primas, el secado de

semillas, la extraccion con solvente, la quema de suelos, los materiales de
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acondicionamiento, los residuos de aceites minerales y la migracién de agua

contaminada a los suelos [22].

Una forma diferente de contaminacion puede deberse al contacto con los
residuos de aceite mineral, rico en PAH alquilados de origen natural que han
sido generadas por procesos geoquimicos. Por ejemplo, la préactica de
guardar y transportar las semillas oleaginosas en sacos de yute tratada con
aceites minerales (antes de la hilatura de las fibras de yute) puede causar la
migracion de los PAH a los alimentos. Trazas de los aceites lubricantes
usados para el mantenimiento de plantas de extracciobn pueden ser

encontradas en los aceites vegetales [21].

1.7 LIMITE LEGAL

Debido a que los compuestos arométicos policiclicos son sustancias
cancerigenas sin umbral, es dificil establecer la minima dosis posible que
pueda afectar la salud de una persona. Ademas no todas las personas son
vulnerables de la misma forma, ya que la posibilidad de desarrollar cancer es
un proceso que involucra varias etapas y puede ser influenciado por la
susceptibilidad individual y otros factores tales como la edad, sexo, etnia,
estado de salud, nutricién y polimorfismo genético, ademas de la dificultad de
extrapolar los datos de toxicidad de los animales a los seres humanos, aun
no ha sido posible fijar los niveles de PAH que constituyen un riesgo para la
salud [21].

A pesar de esto, algunos paises han fijado los niveles de PAH a controlar:
e Para la Unidon Europea los niveles limite tolerables para los PAH

pesados en aceites son de 1 ppb y un maximo total de 5 ppb de PAH

pesados.
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e En Espafa, los niveles limite tolerables para los PAH pesados en

aceites son de 2 ppb y un maximo total de 5 ppb de PAH pesados.

e En Alemania, los niveles limite tolerables para los PAH pesados en
aceites son de 1 ppb, un maximo total de 5 ppb de PAH pesados y 25
ppb para PAH totales [14].

En Colombia no existen Normas para los PAH y la deficiencia de estudios y
en parte el desconocimiento de la existencia de estas sustancias han incidido
en la falta de acciones que prevengan, reduzcan, minimicen, mitiguen y
controlen la emision de estas sustancias a la atmoésfera. Por tanto
investigaciones pioneras como esta, estan enfocadas a dar a conocer el
impacto que pueden tener estos compuestos en la salud humana y la
importancia que hay que darle a los mismos para poder tomar medidas.
Importancia que se podria reflejar en el desarrollo de nuevas investigaciones
y de politicas de control para darle cumplimiento al humeral 6 del articulo 1
de la Ley 99 de 1993 “Principios Generales Ambientales” que dice

textualmente:

La formulacién de las politicas ambientales tendra en cuenta el resultado del
proceso de investigacion cientifica, no obstante, las autoridades ambientales
y los particulares daran aplicacién al principio de precaucion conforme al
cual, cuando existe peligro de dafio grave e irreversible la falta de certeza
cientifica absoluta no deberd utilizarse como razén para postergar la
adopcion de medidas eficaces para impedir la degradaciéon del medio

ambiente.
Ademas, el mismo articulo cita lo siguiente en su numeral 3: “Las politicas de
poblacidon tendran en cuenta el derecho de los seres humanos a una vida

saludable y productiva en armonia con la naturaleza”. Por lo que es evidente
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que las entidades ambientales y de la salud den la importancia necesaria a la
contaminacion generada por los PAH con acciones eficaces y eficientes [25].

Las principales organizaciones mundiales tienden a consideran aquellos PAH
que tienen una presencia mas significativa en cuanto a peligrosidad y
frecuencia. Algunos PAH son clasificados como contaminantes prioritarios
por la EPA, sobre la base de su ocurrencia y la carcinogenicidad. Los PAH,

cuyo monitoreo se recomienda, se presentan en el Anexo C [25].

La Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha establecido
un limite de 0.2 mg/m3 de PAH y el Limite de Exposicion Permisible (LEP)
para vapor de aceite mineral que contenga PAH es 5 mg/m3 promediado

durante un periodo de exposicion de 8 horas [26].

El Instituto Nacional de Seguridad Ocupacional y Salud de EEUU (NIOSH)
recomienda que el nivel promedio para productos de alquitran en el aire del
trabajo no sobrepase 0,1 mg/m? durante una jornada diaria de 10 horas en
una semana de 40 horas. Existen otros limites de exposicién en el trabajo
para productos que contienen PAH, tales como carbén, alquitran y aceite

mineral [27].

El gobierno federal de USA ha establecido una serie de normas vy
recomendaciones para proteger a las personas contra los posibles efectos de
salud causados por consumir, tomar o respirar PAH. La US-EPA ha indicado
gue no es probable que la ingestibn o absorcion diaria de las siguientes
cantidades de PAH cause efectos dafiinos en la salud: 0.3 mg de antraceno,
0.06 mg de acenafteno, 0.04 mg de fluoranteno, 0.04 mg de fluoreno y 0.03

mg de pireno por kg de peso corporal de la persona [26-28].

Para evaluar la contribucion del benzo[a]pireno al aire ambiente, cada Estado

miembro de la Union Europea controlara otros PAH relevantes como minimo
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los siguientes: benzo[a]antraceno, benzol[b]fluoranteno, benzo[jJfluoranteno,
benzo[K]fluoranteno, indeno[1,2,3-cd]pireno y dibenzo[a,h]antraceno. Para la
evaluacion de las concentraciones de benzo[a]antraceno en el aire ambiente
instituye un umbral superior de evaluacién en porcentaje del valor objetivo
60% (0.6 ng/m® y un umbral inferior de evaluacién en porcentaje del valor
objetivo 40% (0.4 ng/m®) [28].

1.8 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA CON
DETECTOR DE FLUORESCENCIA (HPLC-FLD)

Las dos técnicas analiticas mas utilizadas para la determinacion de los PAHs
son la cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas
(GC-MS) y la cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) con deteccion por fluorescencia o por
espectofotometria ultravioleta (HPLC-FD /HPLC-UV). Ambas técnicas estan
propuestas por la EPA como los métodos oficiales 8100 y 8310
respectivamente, para analisis de PAHs en el medio ambiente. La
espectrofluorimetria sincronica, también ha sido aplicada al analisis de estos
compuestos aunque sélo se puede aplicar a aguellos PAHs que presenten
fluorescencia. También se ha utilizado cromatografia de fluidos supercriticos
con detectores compatibles con GC y HPLC. La mayor parte de los PAHs
pueden ser analizados por cromatografia de gases, incluidos los PAHs
clasificados por la EPA como contaminantes prioritarios. Los detectores mas
empleados para el analisis de PAHs por GC son los de ionizacion de llama
(FID, flame ionization detector) y principalmente el de espectroscopia de
masas (MS, mass spetrometry). Los detectores de captura de electrones
(ECD, electron capture detector) y de fotoionizacion (PID, photoionization
detector) se utilizan menos. Aunque la cromatografia de gases se mantiene
como la técnica de eleccion para el andlisis traza de compuestos organicos

por el continuo progreso y desarrollo de diferentes tipos de detectores,
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columnas, fases estacionarias y técnicas de inyeccion, la cromatografia de
liguidos es mas rapida, de aplicacién casi universal, y aplicable para la
mayoria de los compuestos termolabiles y para compuestos que responden
bien a un sistema de deteccidon particular, como por ejemplo analitos que
fluorescen (0 que pueden ser derivatizados y dar un compuesto
fluorescente). Aunque no compite con la cromatografia de gases en términos
de alta eficacia, la gran variedad de fases estacionarias son capaces de
proporcionar una selectividad Unica para la preparacion de los isébmeros que
normalmente son dificiles de separar en cromatografia de gases. La HPLC
se puede dividir en dos amplias categorias: fase normal y fase inversa. En
Cromatografia en fase normal una fase estacionaria polar (normalmente gel
de silice) se utiliza para retener analitos polares mientras que las
separaciones en fase inversa se basan en las fuerzas atractivas entre solutos
no polares y un grupo funcional no polar (C18), que esta enlazado
guimicamente al soporte de gel de silice. La mayoria de las separaciones se
realizan actualmente en fase inversa debido a su mayor campo de aplicacion.
Existen pocos compuestos que sean retenidos permanentemente en la
columna y, ademds, las columnas suelen ser mas robustas. Entre los
detectores utilizados en cromatografia de liquidos el de fluorescencia es el
mas utilizado. Aunque la deteccién UV es casi universal para los PAHSs, el
detector de fluorescencia ofrece una mayor sensibilidad y selectividad para la
deteccion de estos compuestos en matrices complejas como es el caso del
tejido de mejillén. Seleccionando las longitudes de onda adecuadas se puede
alcanzar un elevado grado de selectividad para cada PAH individual o bien
llegar a un compromiso entre varios PAHs gque eluyen en un tiempo proximo
[29].

HPLC es una técnica analitica para la separacion y determinacién de los
solutos organicos e inorganicos en las muestras, especialmente;
farmacéutica, alimentaria, ambiental, industrial, entre otras; en un proceso de

cromatografia de liquido a liquido (muestra diluida- fase mévil), que penetra a
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través de un sdlido poroso (fase estacionaria) y libera el flujo de solutos a
través del detector. La fase estacionaria mas utilizada estd compuesta de
silice a la cual se une el grupo octadecilsiloxano (ODS), un grupo no polar
conformado por 18 carbonos que constituyen un ambiente con caracteristicas
no polares; ésta retendra con mayor fuerza los analitos menos polares. En
consecuencia, el orden de elucion es del mas polar al menos polar. Una
bomba de alta presion es necesaria para obligar el paso de la fase movil a
través de la columna en las tasas de flujo tipico de 0.1-2 mL/min [17,18].

Los disolventes utilizados en los procedimientos de HPLC son agua
combinada con metanol o acetonitrilo, aunque cualquier combinacion
miscible de agua y/o disolventes organicos puede ser utilizada en funcién de
las necesidades especificas de la aplicacion. El agua que se utiliza como
disolvente a menudo contiene sales o tampones quimicos que se afiaden

para ayudar en la separacién de los elementos constitutivos del analito [29].

Los detectores de fluorescencia son probablemente los mas sensibles entre
los detectores de HPLC que existen actualmente. Por lo general, la
sensibilidad de este detector es de 10 -1000 veces mayor que la del detector
de UV. Los detectores de fluorescencia son muy especificos y selectivos
entre los otros detectores Opticos. Esto es usado como una ventaja en la

medicion de determinadas especies fluorescentes en muestras [30].
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1.9 EXTRACCION DE ANALITOS Y ELIMINACION DE
INTERFERENCIAS

1.9.1 Extraccién de PAH

La capacidad de la instrumentaciéon analitica disponible, hace posible
detectar contaminantes en muestras medioambientales en concentraciones
inferiores a pg/kg. Estos requerimientos de deteccion hacen necesario que
se tomen precauciones especiales en los procesos de extraccion, purificacion
y analisis. La preparacion de la muestra, continla siendo una etapa larga y
critica en el estudio de los contaminantes organicos de muestras
ambientales. En pocas ocasiones, las muestras naturales pueden ser
analizadas directamente, ya que su naturaleza ha de ser compatible con la
técnica de deteccion. El andlisis necesita de un tratamiento de la muestra
cuya etapa principal es la extraccion de analitos a partir de la matriz. La
eleccion de la técnica de extraccion resulta de establecer un compromiso
entre la eficacia y la reproducibilidad de la misma, la facilidad del
procedimiento (considerando coste y tiempo), el grado de automatizacioén, las
medidas de seguridad y el nimero de muestras que se pueden extraer
simultaneamente. Son varias las técnicas descritas en la literatura para la
extraccion de PAH en distintas matrices ambientales y la comparacién entre
las distintas técnicas ha sido ampliamente estudiada en distintas matrices
como plantas particulado atmosférico, sedimentos marinos aunque en menor
medida en organismos marinos. Se puede afirmar, sin embargo, que una vez
que la etapa de extraccion esta optimizada no hay diferencias significativas
en cuanto a efectividad se refiere. Independientemente de la técnica de
extraccién, una de las decisiones mas importantes es la seleccién del
disolvente a usar. Es necesario tener en cuenta numerosas propiedades
como: selectividad, coeficientes de distribucion, solubilidad, miscibilidad con

la matriz de la muestra etc., pero la eficacia de un disolvente en la etapa de
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extraccion va a depender principalmente de la afinidad del analito por el
disolvente, de la relacion de fases (volumen de disolvente/volumen muestra)
y del nimero de etapas de extraccion. Generalmente los solutos se
disolveran en disolventes que posean propiedades de atraccion
intermoleculares similares. Los analitos apolares se extraen mejor con un
disolvente apolar como un hidrocarburo alifatico (hexano). Para analitos mas
polares se suele utilizar acetona, acetonitrilo o un disolvente clorado. La
acetona se utiliza mucho, ya que su miscibilidad con agua facilita la
solubilizacion de muestras humedas y, ademas, no es toxica [15, 21, 31].

Las etapas basicas para la determinacion de PAH en aceites y grasas
vegetales comestibles son: muestreo, extraccion del analito, limpieza,
identificacion, y cuantificacion. En la etapa de muestreo la matriz a evaluar,
debe ser representativa y la misma debe ser correctamente procesada.
Mientras que en el analisis debe cumplirse con las siguientes condiciones: la
extraccion debe ser completa; la limpieza debe ser efectiva; la resolucién
cromatografica debe ser adecuada; la determinacion cuantitativa debe
responder a la sensibilidad del detector y el método debe ser reproducible
[20].

La separacion de PAH de los aceites y grasas vegetales comestibles, asi
como la eliminaciéon de interferencias, se debe realizar por una técnica
compatible con el método de analisis instrumental utilizado. Por lo tanto hay
que considerar las propiedades de la matriz, los tipos de compuestos a
analizar, los niveles de concentracion de los analitos en la muestra y las
consideraciones cualitativas y cuantitativas de los resultados que se
obtendran, para la eleccion adecuada del tratamiento de preparacion de la
muestra [19].

Una vez mencionadas las etapas de preparacion de la muestra y analisis de

los analitos en los aceites y grasas comestibles, se procede a la explicacion
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detallada de cada uno, de tal forma que se siga una ruta clara para la
determinacion de PAH en aceites y grasas vegetales comestibles.

1.9.1.1 Eliminacion de lipidos: saponificacion.

Uno de los componentes mayoritarios de los aceites y grasas vegetales que
pueden estar unidos a los analitos y que son otra de las interferencias a
eliminar para el andlisis de PAH en aceites y grasas vegetales comestibles,
son los lipidos, los cuales incluyen ademas de los triglicéridos, otros
compuestos como fosfolipidos, acidos grasos (palmitico, esteérico, oleico y
linoléico en mayor cantidad) y otras sustancias derivadas solubles en grasa
[11].

La extraccion por saponificacion alcalina con solvente es el método mas
utilizado comunmente para el analisis de PAH en alimentos. Este método es
utilizado para eliminar grasas, pigmentos y otros contaminantes organicos,
que pueden interferir con la determinacion analitica. La digestion alcalina fue
adoptada como un método oficial propuesto por la administracién de drogas y
alimentos de los Estados Unidos. Se llama saponificacion a la hidrdlisis de
una grasa por un alcali. Sus productos son el glicerol y las sales alcalinas de

los &cidos grasos, que reciben el nombre de jabones [21].

Este proceso rompe el enlace éster de los lipidos y las matrices de muestra.
En la mayoria de los procedimientos de extraccion, se utiliza para realizar la
saponificacion una solucién acuosa de KOH a una concentracion de 60-80%
(p/v). La cantidad de KOH requerido varia de acuerdo con el contenido
lipidico en la muestra. También el etanol es necesario para estabilizar la

solucion saponificada y prevenir la precipitacion del material jabonoso [21].

El método de saponificacion permite alcanzar una concentracion
considerable de la fraccion de PAH. Saponificacion alcalina directa implica el

tratamiento del extracto con KOH etandlica caliente, que se prepara
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disolviendo 30 g de KOH en 30 mL de agua caliente y aforando el volumen a
300 mL con metanol y se lleva a calentamiento con reflujo a temperatura

constante. Este proceso transfiere la interferencia a la fase acuosa [32].

Los métodos de extraccibn se emplean para lograr la separacién de los
analitos de la matriz, y efectuar su concentraciéon antes de su andlisis. La
extraccion con solventes se selecciona por la eficiencia, es decir, la afinidad
del compuesto a extraer con el solvente de extraccion, proporcion de fases,
namero de extracciones a realizar. En esta extraccion, los compuestos de
interés se recuperan del volumen de la muestra y el solvente se puede
remover del extracto recuperado sin afectar la composicion de la muestra
[32].

Este paso preparatorio tiene por objeto la extraccion de hidrocarburos
policiclicos aromaticos en el resto de los lipidos, que son disueltos por el
mismo solvente que los PAH. Los tres procedimientos mas utilizados para
este fin son: separacion liquido-liquido, complejacion con cafeina y la

saponificacion [25].

1.9.1.2 Extraccién liguido-liquido por lotes.

La extracciéon liquido-liqguido es una técnica util en el andlisis de matrices
acuosas de caracter ambiental. Su principio se basa en la distribucion o
reparto de un analito entre una fase acuosa y el solvente de extraccion, el
cual en su mayoria de veces es de baja polaridad como hexano, cloroformo o
diclorometano. El cociente entre la concentracion del analito en la fase
organica y su concentraciéon en la fase acuosa, se conoce con el nombre de
coeficiente de particion; el cual depende del tipo de solvente organico
elegido, la temperatura, el pH de la muestra y la cantidad de materia

organica, entre otros factores. Por esta razén se hace necesario establecer
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los valores de estos pardmetros durante la aplicacién de esta técnica, para
lograr obtener buenos porcentajes de recuperacion y reproducibilidad.

En la técnica de extraccion liquido-liquido por lotes se utiliza un embudo de
separacion en el cual se coloca la muestra a un pH adecuado, segun la
naturaleza de los analitos, seguido de la adicion de volimenes determinados
de solvente. La mezcla se agita y se retira la fase organica que contiene el
analito, operacion que puede ser repetida varias veces; los extractos son

unidos, concentrados y analizados [33].

1.9.1.3 Limpieza de los extractos.

Extraccion en fase sélida (SPE). Es el método de extraccion y clean-up
usado ampliamente en el campo de biomédica y ambiental, especialmente
para el analisis de trazas. Este proceso es simple y rapido, involucra varios
mecanismos de separacion: adsorcion, afinidad e intercambio i6nico. La
técnica se usa para contaminantes de baja, mediana y alta polaridad,
dependiendo del sorbente utilizado.

Dos principales ventajas caracterizan esta técnica: la utilizacion de pequefias
cantidades de solvente y la operacién rapida. Como consecuencia de la
primera se utiliza poco material de vidrio, mientras que debido a la segunda
hace posible que un gran nimero de extracciones se lleven a cabo en corto
tiempo. Volimenes grandes de muestra pueden ser manejados, usando
pequefias cantidades de solvente y fase sélida. Dependiendo del rendimiento
total de la muestra y de los compuestos a ser analizados, la extraccion puede

ser realizada tanto en cartuchos como en discos de membrana.
Los contaminantes organicos en la muestra son adsorbidos en la superficie

sélida, de la cual son eluidos por un solvente seleccionado apropiadamente,

de acuerdo con la polaridad de los analitos.

50



Las etapas seguidas para la SPE son las siguientes:

v Acondicionamiento del cartucho: mediante la adicion de uno o dos
volimenes de solvente, correspondiente al de la columna, empleando tres
solventes de diferente polaridad (por ejemplo, hexano, acetonitrilo, metanol)
en forma secuencial, para preparar el material adsorbente de la columna y
asegurar la retencion reproducible de los compuestos de interés. El primer
solvente que se adiciona corresponde a la polaridad de la columna, para
eliminar posibles interferencias; seguido por uno o dos solventes de diferente
polaridad, asegurandose que él ultimo solvente tenga igual polaridad del
solvente en que se encuentra la muestra.

v Adicion de la muestra: ésta se aplica sobre el cartucho y corre a través
de él con diferencia de presién (con ayuda de bomba de vacio), manteniendo
una velocidad de flujo constante de 1-10 mL/min para lograr buenos
rendimientos.

v Lavado de la columna: el lavado se hace con un solvente cuya
polaridad sea diferente a la de los analitos. Elimina interferencias de la
columna retenidas durante la aplicacion de la muestra. Ademas es necesario
secar la columna, si es posible bajo flujo de nitrégeno, antes de la elucién de
la muestra.

v Elucion de los analitos: los analitos son eluidos de la columna
utilizando para ello 2-10 volumenes del solvente apropiado, es decir, aquel
gue tenga la misma polaridad de los analitos.

Los extractos de muestra se deben concentrar mediante la evaporacién del
solvente. En la Figura 2 se muestra el procedimiento, en el cual los
compuestos de interés se retienen y las impurezas pasan a traves del tubo
[34].
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Figura 2. Etapas para el desarrollo de la técnica SPE.

La seleccion del material adsorbente se basa en la polaridad de los
contaminantes a ser analizados. Los adsorbentes hidrofobicos retienen
analitos no polares y permiten que las sustancias polares pasen a través de
la columna y los adsorbentes hidrofilicos realizan el proceso contrario.
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2 CIENCIOMETRIA

La cienciometria es un instrumento que permite cuantificar la actividad
cientifica. Esta analiza a la ciencia como una disciplina o actividad
econdémica, comparan las politicas de investigacion desarrolladas por
distintos paises y sus resultados desde una perspectiva econémica y social.
Los recursos més utilizados son diferentes bases de datos y motores de
basqueda.

Con el objetivo de analizar el estado actual de las investigaciones sobre las
técnicas o métodos para la separacion y cuantificacion de los PAH, se realiz6
un estudio cienciométrico usando las bases de datos Web of Science (ISI

Web of Knowledge, Thomson, Version 3.0) y Scopus.

Tabla 2. Andlisis cienciométrico en la base de datos Web of Science [35].

WEB OF SCIENCE

(N° de 1 (103) 2 (2,323) 3 (154,903)
registros)
ANO 2010 (207) 2010 (315) 2010 (18259)
2006 (361) 2005 (180) 2005 (14094)
PAIS Espafia (13) EE.UU. (78) EE.UU. (125)
Bélgica (12) Japon (18) Inglaterra (122)
Italia (4) Espafia (14) India (44)
FUENTE DE Journal of Journal of Journal of
PUBLICACION Chromatography Chromatography Chromatography
A (825) A (370) A (8,229)
Chemosphere (573)  Analytica Chimica Journal of
Acta (106) Chromatography
B (4,133)
Journal (4,989) Journal (2,235) Journal (152,270)
TIPO DE )
PUBLICACION Book (262) Book (143) Book (5,373)
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Fecha de busqueda: 29 de Marzo de 2011

1. Topic= (PAHs in oils and fats edible) AND Topic= (HPLC) Timespan=2000-2010.
2. Topic= (analysis of PAHs) AND Topic= (HPLC) Timespan=2000-2010.

3. Topic= (B{a}P) AND Topic= (HPLC) Timespan=2000-2010.

En la Tabla 2 se observa que en los ultimos 10 afios se incrementod el
namero de publicaciones dedicadas a la determinacion de PAH por
diferentes técnicas cromatograficas especialmente, B[a]P, presente en

aceites y alimentos [35].

En una investigacion realizada por Moret S., titulada “HPLC determination of
polycyclic aromatic hydrocarbons in olive oils”, se observa que uso el método
de HPLC-FLD para determinar PAH en los aceites de oliva. Estos
compuestos a veces pueden contaminar los aceites vegetales, debido a sus
caracteristicas lipofilicas, que son un problema importante para su extraccion
y purificacion de las matrices lipidicas. Los resultados muestran la
distribucion de los PAHSs ligeros y pesados en aceites de oliva extra virgen y
aceite de oliva refinado; el contenido de PAH es menor en las muestras de

aceite refinado [21].

Las metodologias desarrolladas en estos trabajos de investigacion se
refieren al andlisis de PAH en diversos grupos. Por ejemplo, generalmente se
realiza por grupos segun su clasificacion toxicologica, e.g. ElI B[a]P es
clasificado por la IARC como probablemente carcindgeno, por lo cual es
importante poder llevar a cabo su cuantificacion sin que se presente co-

elucién con sus isémeros estructurales B[e]P, B[k]F y Per.

2.1 PATENTES

La informacién recopilada por la base de datos SCOPUS muestra que la
mayor parte de las patentes relacionadas con el estudio de PAH, empleando

HPLC, se encuentran en la Oficina de Patentes de Estados Unidos (USPO) y
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en la World Intellectual Property Organization (WIPO) (Figura 3). Estas
patentes estan enfocadas en el desarrollo de los métodos para la deteccion
sensible de benzo[a]pireno y algunos de sus isémeros estructurales [36].
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Figura 3. Patentes sobre PAH.

Fuente: Scopus. Periodo de observacion 2000-2010. Fecha de consulta: 29 de
Marzo de 2011. Ecuacion 1. TITLE-ABS-KEY("Analysis PAH") AND TITLE-ABS-
KEY("HPLC")
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3 DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Reactivos y solventes.

Se emplearon los siguientes reactivos: diclorometano de J.T. Baker (México
D.F., México), hidréxido de potasio Riedel de Haen de Sigma Aldrich (Buchs,
Suiza), ciclohexano de Riedel de Haen de Sigma Aldrich (Buchs, Suiza)
acetona de Merck (Darmstand, Alemania), acido fosférico 85% Riedel de
Haen de Sigma Aldrich (Buchs, Suiza), acido férmico 99% de Sigma Aldrich
(Buchs, Suiza), agua HPLC de J.T. Baker (México D.F., México), n-hexano
de Merck (Darmstand, Alemania), metanol HPLC de J.T. Baker (México D.F.,
México), acetonitriio HPLC Sigma Aldrich (Buchs, Suiza), acetonitrilo
pestanal Riedel de Haen de Sigma Aldrich (Buchs, Suiza), etanol absoluto de
Sigma Aldrich (Buchs, Suiza).

3.1.2 Material de referencia certificado.

En la Tabla 3 se muestran las especificaciones de las sustancias empleadas

como referencia en el desarrollo del proyecto.

Tabla 3. Especificaciones técnicas del material de referencia certificado.

Sustancias Pureza, % NUmero de Lote Proveedor
Benzo[a]pireno 100 B8070218 Sigma-aldrich
Benzo[e]pireno 100 LB58124 Sigma-aldrich
Benzol[k]fluoranteno 99,2 B0090320 Sigma-aldrich
Perileno 98,5 B9030286 Sigma-aldrich
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3.1.3 Material del laboratorio.

Se emplearon los siguientes materiales de laboratorio: balanza analitica AG
285 mettler Toledo, rotaevaporador R-200/205 Buchi rotaevapor, Shaker
L002051 IKA*MS 3 basic (Wilmington, EE.UU), plancha de calentamiento
D91126/MR HEI-ESTANDAR de Heidolph (Schwabach, Alemania), estufa
secadora PL-325 Fisher Scientific, bafio de agua recirculatorio CFT-25 Cole-
palmer (lllinois, EE.UU), crondbmetro digital Cassio, bafio ultrasonico LC-20H
de Ultrasonic (Darmstadt, Alemania), pipetas volumétricas 1, 2, 5, 10 mL,
balones aforados de 50, 100, 250 mL , vasos de precipitado de 25, 50,100,
600 mL, equipo de reflujo, embudos de decantacion, tubos de ensayo de
Scott (Texas, EE.UU), micropipetas 2-20, 25-250, 100-1000 pL, puntas
plasticas para micropipetas, tubos cénicos de poli(propileno) de 1.5 mL de
Brand (Wertheim, Alemania), jeringas plasticas, filtros de membrana en
polivinil dimetilformamida (PVDF) de 0.45 ym de Millipore (Sao Pablo, Brasil),
microjeringa para inyeccion de 50 uL de Agilent Technologies (Melbourne,
Australia), cartuchos ODS de J.T. Baker (México D.F., México).

3.2 MATERIAL DE MUESTRA

Las muestras de aceites (oliva extra virgen, canola, girasol y soya refinados)
y las muestras de grasas (margarina vegetal y grasa vegetal) se recolectaron
de manera aleatoria en los diferentes centros de distribucion de mercado en

la ciudad de Bucaramanga.

3.3 IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA DE ANALISIS DE PAH
POR HPLC

Para el andlisis cromatografico se utilizO un cromatografo Agilent

Technologies 1200 (Figura 4), que consta de un desgasificador Agilent
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Technologies G1322A, una bomba cuaternaria Agilent Technologies
G1354A, un inyector manual Agilent Technologies G1328B y un detector de
fluorescencia (FLD) G1321A, equipado con una columna apolar Kinetex XB-
C18 (4,6 mm x 100 mm x 2.6 ym). El software Agilent Chemstation LC fue
utilizado para el procesamiento de los datos.

Figura 4. Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia Agilent 1200 Series.

3.3.1 Pruebas preliminares para HPLC.

El analisis simultdneo de los hidrocarburos poliaromaticos: benzo[a]pireno,
benzo[e]pireno, benzolk]fluoranteno y perileno, se desarrolld6 con la
exploracion de diferentes condiciones, tales como la composicion de la fase

movil, temperatura del solvente y longitud de onda (Tabla 4).

Tabla 4. Seleccién de los parametros de operacion del equipo de cromatografia
liquida.

Longitud de onda
Se realiz6 un barrido en el rango de 200-600 nm, tomando los espectros de emision y
absorcion de cada uno de los analitos, cuya longitud de onda de trabajo en
cromatografia liquida fue en la cual se present6 la mayor absorbancia, tanto para la
longitud de excitacibn como para la de emision.
Fase movil

Diferentes fases mdviles fueron probadas, i.e. metanol: agua, acetonitrilo: agua,
acetonitrilo: agua: acido ortofosférico, utilizando una temperatura de 25 °C y un flujo
de 0.5 mL/min.

Temperatura de la fase movil
Se trabajaron tres temperaturas, 25, 30 y 45 °C, con la finalidad de establecer el
efecto sobre los tiempos, orden de elucion y resolucion de los analitos, y la presion en
la columna.
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3.3.2 Figuras analiticas de mérito

De acuerdo con las buenas practicas del Laboratorio se determinaron las
siguientes figuras de mérito, para lo cual fue se desarroll6 una curva de

calibracion por el método de estdndar externo.

> Solucién stock: Se preparé 1 mL de solucion stock de: benzo[a]pireno,
benzol[e]pireno, benzolk]fluoranteno y perileno en acetonitrilo grado HPLC de

50 ppm cada una de las sustancias.

> Soluciones de trabajo: Se calcularon los volimenes necesarios de
solucion stock para preparar soluciones de 1 mL cuyas concentraciones son:
0.03, 0.1, 0.3, 0.5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800 partes por billébn
(ppDb).

> Repetibilidad y reproducibilidad del método para tiempos de retencion
(tr) y areas cromatograficas. Los coeficientes de variacién para el area y
tiempo de retencidén permitieron evaluar la repetibilidad del método, esto se
hizo en un punto de la curva de calibracién. La reproducibilidad fue medida a
través de la determinacion de los coeficientes de variacion para el area y
tiempo de retencidon de la inyeccibn de una misma solucién stock por

analistas diferentes.

> Evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del método. La linealidad y
sensibilidad del método se evaluaron empleando la curva de calibracion
realizada en el rango de 0.03-800 ppb. La linealidad se evalué en el rango de
concentraciones en el cual la respuesta del detector a los analitos posee un
comportamiento lineal, este valor se reporté como el cuadrado del coeficiente
de varianza. La pendiente de la curva a un nivel de confianza del 95%

permitié establecer la sensibilidad.
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> Determinacion de los niveles de deteccion y cuantificacion. Usando las
curvas de calibracion individuales obtenidas del procesador de datos se
calculd Sy, para el nivel de deteccion se tomo tres veces este valor y para el
nivel de cuantificacion, como el doble del nivel de deteccion, es decir, seis

veces el valor Sy.

> La exactitud expresada como el porcentaje de recuperacion, para esto
se adquiri6 una muestra de aceite vegetal refinado en el cual se puede
garantizar un bajo porcentaje de PAH. Esta muestra se enriquecié con una
solucion stock de concentracién conocida y se le aplico el procedimiento de
extraccion, y se analizé el extracto por el método cromatografico desarrollado
por HPLC.

3.4 ESTANDARIZACION Y EVALUACION DE LA TECNICA DE
SAPONIFICACION DIRECTA DE MATERIAL.

La extraccion de los PAH, se realiz6 mediante el procedimiento de
saponificacion directa del material y posterior extraccion de los PAH con un

solvente.

La saponificacion es el proceso de hidrdlisis alcalina de ésteres. Cuando la
muestra se calienta con una base, un éster carboxilico es hidrolizado al acido
correspondiente y a un alcohol. Si el éster carboxilico proviene de un acido
graso se genera un jabon altamente soluble en agua. Una base promueve la
hidrolisis de ésteres porque proporciona el reactivo fuertemente nucleofilico
OH'. Esta reaccion es irreversible, puesto que un anion carboxilato
estabilizado por resonancia demuestra poca tendencia a reaccionar con un

alcohol.
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3.4.1 Saponificacién directa del material

En un balon de 100 mL se pes6 1 g de aceite vegetal refinado, el cual fue
sometido a saponificacion directa con una solucién de KOH en etanol (1.0,

1.5y 2.0 M), mediante un sistema de reflujo.

Después del calentamiento, a la solucion jabonosa se adicionaron 5 mL de
agua destilada. Los PAH se aislaron de la solucién jabonosa por extraccion
liquido-liquido por lotes con 5 mL x 3 (n-hexano y ciclohexano). Los extractos
colectados se concentraron a sequedad con nitrégeno seco. El extracto se
reconstituyé con soluciéon agua: DMF (1:1, 1:2 (v/v)) (2 mL) y se realizo

posteriormente el proceso de clean-up.

3.4.1.1 Estudio del efecto de la concentracion de KOH requerido

para la saponificacion

Para determinar la concentracion de KOH etandlico (5 mL) requerido para
gue ocurra la saponificacion completa en las muestras de aceites y grasas
vegetales comestibles, se usaron 5 mL de solucién de KOH etandlico de

concentraciones: 1.0, 1.5y 2.0 M.

3.4.1.2 Estudio del efecto del tiempo de saponificacion

Para determinar el tiempo de calentamiento requerido para que ocurra la
saponificacion completa en las muestras de aceites y grasas vegetales

comestibles, se usé un tiempo de reaccion de 30, 60 y 90 min.

3.4.1.3 Estudio de la temperatura de la saponificacion

Para la determinar la temperatura de calentamiento requerida para que
ocurra la saponificacion completa en las muestras de aceites y grasas

vegetales comestibles se evaluaron temperaturas de 60, 70 y 80 °C.
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3.4.1.4 Estudio del solvente de extraccién

Para establecer por medio del area del pico cromatografico de los analitos
(HPLC-FLD), el solvente con mayor capacidad de extraccion de los PAH de
las muestras de aceites y grasas vegetales comestibles, se usé n-hexano y

n-hexano-diclorometano 70:30 (v/v).

3.4.1.5 Disefio experimental

Para el analisis de los parametros de extraccion se utilizé un disefio
experimental factorial completo a dos niveles (2°), el cual permitié determinar
la significancia en la extraccion de las variables evaluadas tomando como
variable de respuesta del sistema de deteccion, el area cromatografica para

cada uno de los compuestos [37].

Las variables de extraccion escogidas para el analisis fueron:

o La temperatura de extraccion. Este parametro es de gran importancia
ya que la temperatura es determinante en la velocidad de reaccion de

saponificacion.

o El tiempo de extraccion, puesto que es proceso que involucra una
reaccion y este parametro es determinante para que la hidrolisis de los

acidos grasos se lleve a cabo por completo.
o El efecto de la concentracion de la base en la saponificacion. Ya que
la base es la que promueve la hidrolisis al proporcionar OH™ altamente

nucleofilicos a la reaccion.

Para ello se eligen los extremos del dominio experimental para cada variable

tal como se indica en la Tabla 5.
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2.0

[Base].M

30

10 Tiempo, min
30
B0 70 80

Temperatura, °C

Figura 5. La matriz del disefio experimental factorial 2°.
Esta representada geométricamente por un cubo, en el cual cada esquina es
un experimento y cada arista une los dos niveles de cada variable; el area

limitada por estas se conoce como la region experimental.

Tabla 5. Variables y niveles del disefio experimental factorial 2%, empleados.

Niveles
Variable
Alto Central Bajo
A: Temperatura, °C 80 70 60
B: Tiempo, min 90 60 30
C: Concentracion 20 15 10
base, M

Con el disefio factorial completo, se efectian aleatoriamente todas las
posibles combinaciones que pueden formarse con los niveles de los factores
a investigar, resultando en ocho experimentos, los cuales se muestran en la
Tabla 6. Ademas el tamafio del error experimental fue calculado realizando
cinco experimentos adicionales en el punto central de la regidn de trabajo
explorada tal y como se observa en el cubo de la Figura 5. Los ensayos se
realizaron enriqueciendo muestras de aceites vegetales; para ello se utilizd

aceite vegetal refinado adquirido en el mercado local (blancos de la matriz).
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Tabla 6. Experimentos realizados para las tres variables del disefio factorial.

N° Temperatura, Tiempo, [Base],
Experimentos °C Min M
1 80 90 1.0
2 70 60 15
3 80 90 2.0
4 60 90 2.0
5 70 60 15
6 60 90 1.0
7 70 60 15
8 60 30 1.0
9 80 30 1.0
10 70 60 15
11 70 60 15
12 60 30 2.0
13 80 30 2.0

En el andlisis de los resultados del disefio experimental se us6 la
metodologia de superficie de respuesta con ayuda del software estadistico
Statgraphics Centurion version 16 (Statpoint Technologies, Virginia,

E.E.U.U.), gracias a la licencia de prueba de 30 dias.

3.5 ESTANDARIZACION Y EVALUACION DE LA TECNICA DE
LIMPIEZA SPE

Las columnas empleadas en la extraccion en fase sélida (1000 mg fase
octadecilo C;3 y 6 mL de volumen) fueron adquiridas de J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, EE.UU), al igual que el procesador de columnas Baker Spe-
24G, mostrado en la Figura 6.
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Figura 6. Equipo para extraccion en fase solida, Baker Spe-24G (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ, EE.UU)

3.5.1 Pruebas preliminares

Para esta técnica se evalu6é el solvente de la muestra y el solvente de

elucién, trabajando bajo el siguiente procedimiento:

4 Acondicionamiento: Considerando las caracteristicas apolares del
extracto a limpiar por SPE, se adicionaron volumenes de solventes
correspondientes al de la columna (5 mL) de solvente de la muestra y agua
adicionados respectivamente en orden decreciente de polaridad, para el
acondicionamiento del cartucho de octadecilsiloxano, para preparar este
material absorbente y asegurar la retencién reproducible de los compuestos
de interés.

4 Volumen de la muestra: Se emple6 un volumen de muestra de 12 mL
de una solucién stock de PAH en acetonitrilo de 5 ppb, valor recomendado
para cartuchos de 1000 mg de relleno.

v Lavado del cartucho: Los PAH son insolubles en agua, solvente
empleado en esta etapa del proceso, para eliminacion de interferencias de la
matriz; se trabajo con 10 mL de este solvente. Seguidamente se dejaron

secar los cartuchos.
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v Solvente de elucion: Debido a las diferentes caracteristicas
fisicoquimicas de los analitos se probaron n-hexano y n-hexano-
diclorometano 70:30 (v/v), adicionando cantidades de 5 mL, para recuperar la
mayor cantidad de analitos que interactian con la fase estacionaria del
cartucho. El extracto obtenido fue llevado a sequedad y reconstituido en
acetonitrilo, se almacen6 bajo refrigeracion para su posterior analisis
cromatografico.

v Flujo: Se probd un flujo de 1y 2 gotas por segundo.
Con la revision bibliografica y las pruebas preliminares se determinaron las
variables mas criticas durante el proceso de limpieza de SPE de los

extractos, los experimentos realizados se resumen en la Tabla 7

Tabla 7. Experimento para la optimizacion del proceso de SPE.

A B
Experimento (Solvente de la (Solvente de elucién)
muestra)
1 DMF-Agua (1:1 v/v) n-Hexano
2 DMF-Agua (1:2 viv)
3 DMF-Agua (1:1 viv) n-Hexano-Diclorometano
4 DMF-Agua (1:2 v/iv) (70:30 viv)

Para evaluar el comportamiento de las variables, se trabajé con una solucién
stock de PAH, se realiz6 un blanco de solvente y finalmente se compararon
las areas cromatograficas de estos extractos con las obtenidas de la solucién

stock no sometida al proceso de clean-up.

3.6 EXTRACCION DE PAH EN MUESTRAS DE ACEITES Y GRASAS
ACEITES VEGETALES COMESTIBLES

En la Figura 7, se muestra el procedimiento de extraccién para el analisis

simultdneo de PAH por la técnica de HPLC.

66



Acondicionamiento
Pesode 2gde dela cartucho C18:
5 mLde agua
5mL agua:DMF
Adicién de 10mL (1:1vh)
Aplicacién dela
| muestra, 2 mL/min
Calentamiento a | Serepite 3 veces|a ]
e Lavado de la
| columna, 10mL de
Rotaevaporacion a solvente de
Enfriamiento hasta sequedad muestra
[ i
Reconstitucion con 2 Lavadode la
mL de solucidn | | columnacon 10mL
i : deagua
Seadiciona 10 mL aguaDMF (1:1vA)
deagua ]
Secadode la
[ columna por 10
Se extrae con 5 mL min
den-Hexano [ 1
Elucién con 5mL
dehexano-
Sellevan a - .
sequedad, se | dlcloromseot?n 0,(70:
reconstituyen 0.5mL

de ACN y filtran

1
Analisis HLPC-FLD

Figura 7. Diagrama de flujo para la extraccion de PAH simultdneamente.

3.6.1 Figuras analiticas de mérito.

3.6.1.1 Determinacion de la reproducibilidad del método de extraccion.

El procedimiento de extraccion se desarrollé por triplicado por dos analistas a
una muestra aceite vegetal refinado enriquecido con una solucién stock de
PAH, para comparar los coeficientes de variacion de los porcentajes
recuperacion de cada analista y, de esta forma hallar la reproducibilidad del

método de extraccion.
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3.7 APLICACION DEL ANALISIS A MUESTRAS REALES DEL
MERCADO LOCAL

Se llevé a cabo, un analisis cualitativo y cuantitativo, de cinco muestras
comerciales de aceites y grasas vegetales comestibles, vendidas en el

mercado de la ciudad de Bucaramanga.

Se realiz6 el proceso de extraccion descrito anteriormente, realizando cada
una de las extracciones por duplicado, la determinacion se realizo
comparando los tg con cada una de los PAH de referencia, con los picos
observados en los cromatogramas obtenidos de los extractos de las matrices
oleaginosas, analizadas bajo las mismas condiciones cromatogréficas; esto
para el proceso de HPLC-FLD. La identificacién de los analitos se realizé por
comparacion de los tiempos de retencion tg con los obtenidos con los

patrones bajo las mismas condiciones del método.
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4 ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 IMPLEMENTACION DE LA METODOLOGIA DE ANALISIS POR
HPLC-FLD DE ACEITES Y GRASAS VEGETALES COMESTIBLES

4.1.1 Pruebas preliminares.

Para el analisis de benzo[a]lpireno (B[a]P), benzole]pireno (B[e]P),
benzolk]fluoranteno (B[k]F) y perileno (Per), simultdneo en los aceites y
grasas vegetales comestibles, se estudiaron diferentes condiciones de
operacion del equipo cromatogréfico, con las cuales se seleccionaron: la

composicién de la fase moévil, temperatura del solvente y la longitud de onda.

4.1.1.1 Seleccioén de lalongitud de onda.

En el barrido de longitud de onda en el rango de 200-600 nm, tomando los
espectros de emision y absorcibn de cada uno de los analitos, se
encontraron cuatro longitudes de onda para el andlisis simultaneo por
cromatografia liquida de B[a]P, B[e]P, B[K]F y Per. Estas longitudes fueron de
287, 292 y 290 nm, para las longitudes de onda de excitacion, de 418 y 430

nm, para las longitudes de onda de emision (Tabla 8).

Tabla 8. Longitud de onda de maxima excitacion y emisién para cada analito.

No. Sustancias Ae, M Agm, NM
1 Benzo[a]pireno 292 430
2 Benzo[e]pireno 290 418
3 Benzo[K]fluoranteno 290 430
4 Perileno 287 418

En la Figura 8, se muestran los espectros UV de absorcion para cada uno de

los analitos.
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Figura 8. Espectros de absorcién: a. B[a]P; b. Per; c. B[e]P y d. B[K]F.

4.1.1.2 Seleccidon de la fase movil.

Fueron probadas diferentes fases moviles, i.e. metanol: agua: &cido
ortofosférico; acetonitrilo: agua, acetonitrilo, se usé una temperatura de 25 °C

y un flujo de 0.5 mL/min.

En la Figura 9, se muestran perfiles de B[a]P, B[e]P, B[K]F y Per, obtenidos
mediante una corrida isocréatica de la mezcla agua: acetonitrilo, en diferentes
proporciones (70:30 y 80:20). Un efecto directo del incremento en la cantidad
de acetonitrilo en la composicién de la fase movil se reflejé en el aumento de
la sensibilidad del detector y en la reduccibn de la duracion del
cromatograma. Sin embargo, un aumento en la cantidad de agua produjo un

ensanchamiento de los picos, sin mejorar su resolucion.
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La fase movil conformada por acetonitrilo: agua proporcion6é la mejor
respuesta del detector y permitié una aceptable resolucién de los picos.

Figura 9. Efecto de la cantidad de agua en la fase movil sobre separacién de picos
cromatogréficos de: 1. BIK]F, 2. B[e]F y Per, 3. B[a]P. Andlisis isocratico por HPLC-
FLD de los PAH, en la columna apolar Kinetex XDB-C18. Fase movil: A. Agua:
acetonitrilo (70:30), B. Agua: acetonitrilo (80:20).

En la Figura 10, se muestra como la acidez de la fase mévil no contribuy6 en
nada para separar y resolver mejor los picos correspondientes a los analitos,
ya gque si comparamos la figura A y la B no hay diferencia significativa y al
contrario el &cido aumenta el tiempo de retencidon de los analitos. La fase
moévil conformada por acetonitrilo: agua, es la que mejor respuesta del

detector y resolucién provee.
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Figura 10. Efecto de la viscosidad del solvente organico y la acidez de la fase movil
sobre la resolucion de picos de: 1. B[K]F, 2. B[e]F, 3. Per, 4. B[a]P. Analisis por
HPLC-FLD de PAH. Cromatogramas tipicos obtenidos, en la columna apolar Zorbax
Eclipse XDB-Cy5. Fase movil: A. Agua: &cido ortofosférico: metanol (90:10), B. Agua:
acetonitrilo (70:30), C. Acetonitrilo (100%).

4.1.1.3 Seleccion de temperatura para la fase movil

La temperatura del termostato se mantuvo en tres niveles: 25, 30 y 40 °C,
respectivamente, como se muestra en la Figura 11. El efecto inmediato de
un aumento en la temperatura de la fase moévil fue la disminucién del tiempo
de andlisis de los compuestos; sin embargo, la resolucién entre el pico 2 y 3
es mejor a 25 °C, razon por la cual, se desarroll6 el método a una

temperatura nominal de 25°C.
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Figura 11. Efecto de la temperatura de la columna, sobre la resolucién y tiempo de
andlisis de los PAH analizadas por HPLC-DAD. Columna apolar Zorbax Eclipse
XDB-Cyg. 1. B[K]F; 2. B[e]F, Per; 3. B[a]P. Fase mavil: agua: acetonitrilo (70:30). A.
25 °C; B. 30 °C; C. 40 °C.

La viscosidad de la fase movil es una de las principales razones de
selectividad de una mezcla de solventes, sin embargo, a la bomba
cuaternaria del equipo de cromatografia liquida, puede extendérsele su
tiempo de vida, con el uso de una temperatura favorable que disminuya la
viscosidad de la mezcla de solventes empleada en el método de analisis.
Ademas, si se tiene en cuenta que las pruebas se realizaron con un sistema
de deteccién DAD, que es menos sensible que el FLD, la diferencia en la
separaciéon lograda de los analitos no es significativa, debido que al utilizar
las condiciones en las que se logré la mejor separacion en un equipo
cromatografico con sistema de deteccion FLD el aumento de la sensibilidad
para una misma concentracion, hace que los picos 1 y 2 se solapen

nuevamente.
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Con base en las diferentes pruebas preliminares desarrolladas para la
implementacion del método por cromatografia liquida para el analisis de
PAH, se encontraron las mejores condiciones de operacion, que se muestran

en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros cromatogréaficos para el analisis selectivo de PAH.

Parametros Especificaciones
Solvente Agua: Acetonitrilo
Temperatura de la columna, °C 25
Flujo, mL/min 0.5
Volumen de inyeccion, pL 5

La adecuada separacion se logré con el gradiente que se reporta en la Tabla
10.

Tabla 10. Gradiente de elucién del método por cromatografia liquida.

Solvente, %

Tiempo, min —
Agua Acetonitrilo

0 10 90
1 10 90
5 70 30
6 70 30
8 10 90
10 0 100
15 0 100
17 10 90
22 10 90

En la Figura 12, se muestra el perfil cromatografico de una mezcla de
patrones de referencia de benzo[a]pireno, benzo[e]pireno,
benzolk]fluoranteno y berileno, obtenido bajo las condiciones especificadas
en la Tabla9y 10.
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Figura 12. Perfil cromatogréfico de PAH.
Obtenido mediante HPLC-FLD. Columna apolar Kinetex XB Cis, empleando agua:
acetonitrilo. Flujo de 0.5 mL/min. Temperatura 25 °C. Fase moévil con el gradiente
seleccionado como aparece en la Tabla 10. 1. 2 B[K]F, B[e]P, Per; 2. B[a]P.

Para la metodologia implementada, se calcularon los valores de factor de
respuesta, debido a que no fue posible la separacion de B[k]F, B[e]P y Per
mediante la columna apolar Kinetex XB Cig, se realizé la cuantificacion de
estos analitos como sumatoria. Esto, no obstante, cumple con el requisito de
la norma que recomienda no superar una concentracion maxima de residuos
de 7.5 ppb, para la sumatoria de los PAH pesados. Como se sabe, el factor
de respuesta es la relacion directa que hay entre la concentraciéon del analito
y Su respectiva area; es asi, como a mayor factor de respuesta menor seré el
area cromatografica y la sensibilidad del detector para el analito dado. Los
valores encontrados para los factores de respuesta para B[a]P, B[k]F, B[e]P y
Per muestran como el perileno es el que presenta mayor factor de respuesta
de los analitos que componen el pico 1, que corresponde a las sustancias
2B[K]F, B[e]P, Per. Los valores encontrados para el factor de respuesta, asi
como los tiempos de retencion de cada analito, que fueron determinados

inyectandolos individualmente, se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Tiempos de retencién de los PAH para el método desarrollado por

HPLC-FLD.

N° Sustancias tg, Min £ S Factor de respuesta
1 Benzole]pireno 4.86+0.01 0.00103

2 Benzo[k]fluoranteno  4.87+0.03 0.00072

3 Perileno 4.87 +0.01 0.00197

4  Benzo[a]pireno 5.57 £0.02 0.00074

n=5

El tiempo de retencion de una sustancia en cromatografia liquida de alta
eficiencia esta directamente relacionado con la estructura quimica del
compuesto y éste, a su vez, con dos factores primordiales: la afinidad con el

relleno de la fase estacionaria y la naturaleza de la fase movil.

La fase reversa estd frecuentemente utilizada para la mayoria de
aplicaciones de HPLC. Las sustancias con la menor constante de distribucion

son aquellas cuya polaridad es mas alta que la de los analitos de la mezcla.

o = =1 - =20 =2= O

Figura 13. Perfil cromatografico de PAH, obtenido mediante HPLC-FLD [38].
Columna apolar. A. Zorbax C;g (monomérica). B. Vydac201TP (polimérica).
1. Fluoranteno; 2. Pireno; 3. B[a]A; 4. Criseno; 5. B[K]F; 6. B[e]P; 7. Perileno;
8. B[a]P; 9. Dibenz[ah]A. Fase movil. Acetonitrilo: Agua (82:18).
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Para la adecuada separacion de los cuatro compuestos patrén, i.e.,
benzo[a]pireno, benzo[e]pireno, benzo[k]fluoranteno y perileno, se
recomienda usar una columna cromatografica apolar, polimérica. Para este
tipo de compuestos isoméricos, su retencion en la columna varia con su
forma, especialmente con las caracteristicas planares de las moléculas a
separar. En el caso de una columna monomérica, como es el tipo de
columna utilizada, se espera, que este tipo de compuestos isoméricos no
seran separados completamente por esta columna, para permitir una
resolucién adecuada y cuantificacion de cada compuesto individual, tal como

se muestra en la Figura 13.

4.1.2 Figuras analiticas de mérito

4.1.2.1 Determinacion del porcentaje de recuperacién.

A la muestra blanco, aceite refinado, se le adicion6 una alicuota de una
solucion stock de PAH, de concentracion conocida, y se desarrollé el
procedimiento de extraccion propuesto (véase numerales 4.2.1.2; 4.2.2 y
4.2.3), para el andlisis simultaneo de estos analitos. El porcentaje de
recuperacion de los analitos estuvo entre 94 — 103% (Tabla 12), acorde con
lo recomendado por las Buenas Préacticas de Laboratorio (BPL).

Tabla 12. Porcentaje de recuperacién de los PAH usando el procedimiento de
extraccidn propuesto a partir de muestras de aceites y grasas vegetales

comestibles.
Sustancias Recuperacion, %
B[a]P 103
2 B[K]F, B[e]P, Per 94
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4.1.2.2 Evaluacion de lalinealidad y sensibilidad del método de HPLC.

Por medio de la curva de calibracion se establecieron los parametros
referentes a la respuesta individual de cada analito y su comportamiento. Las

muestras se analizaron en orden creciente de concentracion (Tabla 13).

Tabla 13. Linealidad y sensibilidad del método por cromatografia liquida.

Sustancias Ecuacién R? RDL, ppb

B[a]P Y=3.6726X 0.9968  0.3-800
% BIK]F, B[e]P, Per  Y=1.8642X 0.9964  1-400

El método por cromatografia liquida para el analisis de los PAH es aplicable
en el rango de concentraciones de 0.3 - 800 ppb. La linealidad del método
tuvo el comportamiento adecuado (R?=0.9964 - 0.9968). La sensibilidad para
detectar los analitos en las condiciones del método cromatografico fue alta,
debido a que las pendientes de las curvas de calibracion variaron entre
1.8642 - 3.6726 ppb/LU vy, la incertidumbre en las mediciones realizadas,
para cada analito no superé 0.001. Las curvas de calibracién para cada uno

de los analitos se encuentran en los Anexos Dy E.

4.1.2.3 Determinacion de los niveles minimos de deteccion y

cuantificacion.

Se desarroll6 el calculo mediante el método estadistico; en la Tabla 14, se
observan los niveles minimos de deteccion (NMD) y niveles minimos de
cuantificacion (NMC) para los PAH analizados por el método cromatografico

que se reporta en la Tabla 10.
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Tabla 14. Niveles minimos de deteccion y cuantificacion de los PAH analizados.
Sustancias NMD, ppb NMC, ppb LMR, ppb*

B[a]P 0.9 1.8 3
% B[K]F, B[e]P, Per 1.7 3.4 7.5

* LMR: Limites méaximos de residuos adoptados por algunos paises europeos para
los aceites

Limites maximos de residuos (LMR) adoptados, por algunos paises europeos
para los aceites (ug/KQg), se extrapolaron a la cantidad de muestra oleaginosa
utilizada (1 g) y volumen de aforo final del extracto para su respectivo analisis
por la técnica HPLC-FLD (1.5 mL). Estos valores se encuentran por encima
de los NMD del método cromatogréfico, cuyo rango es de 0.9 a 1.7 ppb, para

los PAH seleccionados.

4124 Evaluacion de la repetibilidad y reproducibilidad para los

tiempos de retencion y el area.

Se escogié un punto de la curva de calibracién, cuya concentracion fue de 5
ppb, y se inyectaron 5 uL de solucion patrén cinco veces, con esto, se estimé
la repetibilidad de las mediciones. Los resultados para la calificacion del
método, en cuanto a tiempos de retencidn y areas cromatograficas, se
observan en las Tablas 15y 16, respectivamente.

Tabla 15. Repetibilidad de los tiempos de retencién de los PAH seleccionados,
analizados por el método HPLC-FLD.

Sustancias tg promedio, min S CV, %
B[a]P 5.62 0.063 1.1
* B[K]F, B[e]P, Per 4.81 0.024 0.5

n=5
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Tabla 16. Repetibilidad de areas cromatograficas de los PAH seleccionados,
analizados por el método HPLC-FLD.

Sustancias Area promedio, LU S CV,%
B[a]P 20.0 042 74
% B[K]F, B[e]P, Per 35.7 0.79 4.2

n=5

Tabla 17. Reproducibilidad de los tiempos de retencion de los PAH seleccionados,
analizados por el método HPLC-FLD.

tr promedio  tgr promedio

SUBEIEEE Dia 1, min Dia 2, min = S
B[a]P 5.62 5.57 0.037 0.66
% B[K]F, B[e]P, Per 4.80 4.79 0.013  0.27

n=5

Tabla 18. Reproducibilidad de areas cromatograficas de los PAH seleccionados,
analizados por el método HPLC-FLD.

Area Area
Sustancias promedio promedio S CV, %
Dial, LU Dia 2, LU
B[a]P 25.5 26.9 1.02 3.9
Z B[k]F, B[e]P, Per 37.6 36.8 0.57 15

n=5

La repetibilidad se expresé como los coeficientes de variacion del método
cromatografico, en lo que respecta a los tiempos de retencidon y las areas
cromatograficas de los PAH, cuyos valores se encuentran acordes con las
exigencias de las BPL, y los valores para estos parametros cromatograficos,

no superaron el 1.1% vy el 7.4%, para tr y area respectivamente.

Los coeficientes de variacion del método cromatografico se usaron para la

determinacion de la reproducibilidad, referidos a los tiempos de retencion y

80



las areas cromatograficas de los analitos, empleando una solucion stock de
los analitos (5 ppb), inyectada cinco veces en dos dias deferentes, Los
respectivos datos promedio por dia, se encuentran en la Tabla 17 y 18. Los
valores estan dentro de los rangos permitidos por las BPL e indican que el
método fue reproducible, porque los coeficientes de variacidon no superaron el
0.7% vy el 3.9%, para tg y areas cromatograficas, respectivamente.

4.2 EXTRACCION DE PAH EN ACEITES Y GRASAS VEGETALES
COMESTIBLES

4.2.1 Disefio experimental

En la Tabla 19 se aprecia el tratamiento de los datos segun el disefio
experimental, empleado basado en la determinacion de los efectos
significativos. Se comparoé el tamafio de cada efecto con la variacion causada
por el error experimental, el cual se midié con el quintuplicado del punto
central, donde el CV fue el pardmetro estadistico utilizado. Se encontraron

valores de 7.6 y 7.3% para B[a]P y Z B[K]F, B[e]P, Per, respectivamente.

Tabla 19. Medida del error experimental del andlisis de B[a]P y X B[K]F, B[e]P, Per,
para la evaluacion del disefio factorial 2°.

Sustancias Area, LU S CV, %
B[a]P 35 2.7 7.6
T B[K]F, B[e]P, Per 124 92 73
n=5

42.1.1 Analisis de lavarianza

Los resultados del disefio experimental se analizaron mediante la

metodologia de ANOVA, usando el software estadistico StatGraphics
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Centurion version 16 (Statpoint Technologies, Virginia, E.E.U.U.) con licencia
de prueba de 30 dias. Con este disefio se estudian 7 efectos: tres
principales, tres interacciones dobles y una interaccion triple para el B[a]P y £
B[K]F, B[e]P, Per.

El analisis de varianza ANOVA, para la variable de respuesta, medida en
area cromatografica (LU), se encuentra en el Anexo F, donde se resume el
andlisis estadistico realizado para el disefio experimental. Para cada factor,
se muestran dos términos: la Razén-F, que mide la contribucion de cada
factor en la variacion de la respuesta y el Valor-P, el cual es una medida de
la significancia estadistica de cada uno de estos valores, de manera que,
para este estudio, los factores considerados como significativos en el
proceso de saponificacion, fueron aquellos que presentaron un valor p <0.05,

gue es el valor de probabilidad o nivel de confianza del 95%.

En la tabla ANOVA (Anexo G) y los diagramas de Pareto, que aparecen en
la Figura 14, se observa el factor significativo para el proceso de
saponificacion del B[a]P y ZB[k]F, B[e]P, Per, fue correspondiente a la
interaccidén de segundo orden entre la concentracion de hidroxido de potasio
y la temperatura del proceso, junto con el efecto principal de la concentracion
de KOH, predominante en la extraccion de Z B[K]F, B[e]P, Per.
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Grafico de Pareto estandarizado para Benzo[a]pireno
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Figura 14. Diagramas de Pareto de efectos para el B[a]P y £ B[K]F, B[e]P, Per,
respectivamente. A: Temperatura; B: Tiempo; C: [KOH]; AC: interaccion de 2%
orden entre Ay C; BC: interaccién de 2% orden entre B y C; AB: interaccién de 200
orden entre Ay B.

La evaluacion de los efectos de interaccion, es decir, cuando la respuesta de
un factor depende drasticamente del nivel de otro factor, pueden ser
interpretados graficamente (Figura 15), e.g., en el caso del B[a]P, se
encontré que las mejores condiciones de extraccion para el B[a]P fueron:
temperatura de 80 °C, tiempo de saponificacibn de 30 min y una

concentracion de KOH 1.0 M.
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Grafico de efectos principales para Benzo[a]pireno  Grafico de la interaccién para Benzo[a]pireno
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Figura 15. Efectos principales y de interaccion de cada uno de los factores, en el
proceso de extraccion del B[a]P. A: Temperatura; B: Tiempo; C: [KOH]; AC:
interaccion de 2% orden entre Ay C; BC: interaccion de 2° orden entre By C; AB:
interaccién de 2% orden entre Ay B.

Al unificar estas condiciones, segun las gréaficas de interacciones y las de los
efectos principales, se pueden determinar las mejores condiciones para la

extraccion simultanea del B[a]P y Z B[K]F, B[e]P, Per, respectivamente.

4.2.1.2 Mejores condiciones de extraccion

Para el analisis simultdneo de B[a]P y Z B[Kk]F, B[e]P, Per, es necesario
minimizar la pérdida de los analitos durante el proceso de saponificacion. En
la Tabla 20, se muestran las condiciones de saponificacion encontradas.

Tabla 20. Condiciones favorables para la saponificacion de B[a]P y Z B[K]F, B[e]P,
Per, respectivamente.

Sustancias Temperatura, °C Tiempo, min  Concentracion
KOH, M
B[a]P 80 30 1.0
Z B[K]F, B[e]P, Per 80 30 1.0
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Las condiciones establecidas para el proceso de saponificaciéon se observan
en la Tabla 21.

Tabla 21. Condiciones para la saponificacion de B[a]P y Z B[k]F, B[e]P, Per.

Variables Especificaciones
Temperatura, °C 80
Tiempo, min 30
Concentracion KOH, M 1.0

Los posteriores procedimientos de saponificacion de las muestras de aceites

y grasas vegetales comestibles fueron realizados como se ilustra en la

Peso de 1 ide

Adiciép de 5 mL de

Calentamiento a

Enfriamiento hasta la

temperatura

Figura 16.

Figura 16. Diagrama de flujo para la saponificacion de aceites y grasas y posterior
extraccion de PAH simultaneamente.

4.2.2 Extraccion liquido-liquido

Teniendo en cuenta las mejores condiciones de saponificacién para las
muestras, se procedid a evaluar el poder de extraccion de algunos
disolventes apolares como el ciclohexano y n-hexano. Para esto, se realizd

previamente la saponificacion de una muestra de aceite refinado con las
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condiciones de saponificacion obtenidas del disefio experimental
previamente realizado.

Los PAH “pesados”, con 4-6 anillos aromaticos tienen polaridades bajas, se
espera entonces que estos compuestos sean extraidos mejor con disolventes
apolares. En la Figura 17, se observa el comportamiento de los disolventes
apolares utilizados en la extraccion, la cual se realiz6 3 veces con alicuotas
de 5 mL. Los resultados indican que el n-hexano permite una recuperacion

mayor de los analitos de la muestra.
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Figura 17. Comparacion de solventes para la extraccién liquido-liquido de los PAH
de aceites y grasas, porterior a su respectiva saponificacion.

Por lo general, los disolventes de moléculas pequefias son mejores que los
disolventes de moléculas grandes y pueden proporcionar disoluciones de
menor viscosidad, es asi como, en una serie homologa hay una disminucion
del poder disolvente y un incremento de la viscosidad cuando se aumenta el
peso molecular. El n-hexano y el ciclohexano tienen una viscosidad de 0.31y
0.98, respectivamente. Asi, los resultados muestran el comportamiento
esperado, y una mayor recuperacion lograda con el n-hexano, para los

analitos en estudio.
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4.2.3 Extraccién en fase sdlida: proceso de limpieza.

4.2.3.1 Pruebas preliminares

Considerando las caracteristicas apolares del extracto a limpiar por
extraccion en fase soélida (SPE), en la Tabla 22, se muestran los pardmetros
de operacion del equipo que se mantuvieron constantes en el desarrollo de la

busqueda de las mejores condiciones de operacion para el proceso de SPE.

Tabla 22. Parametros de operacién durante el desarrollo del disefio experimental de
SPE.

Parametro Condicion Observaciones

No se deja secar el cartucho
entre la adicion de cada
disolvente y posterior a la

1. 5 mL de metanol
Acondicionamiento 2. 5 mL de solvente de

la muestra adicion del dltimo de la serie.
Volumen de la
muestra 12 mL No dejar secar el cartucho
Lavado del cartucho Dejar secar el cartucho por 10

10 mL de agua .
min

Flujo 1 a 2 gotas por segundo

El paso de secado durante 10 minutos garantiza que el extracto quede libre
de agua y asi no dificulte el paso de concentracion, el cual necesitaria

temperaturas elevadas, para su eliminacion.

4.2.3.2 Variables a evaluar

v Disolvente de la muestra: La concentracién del solvente organico en la
muestra es un parametro critico, porque si su concentracion es muy baja,
podria no ser suficiente para solubilizar los PAH “pesados”, pero si su
concentracion es muy alta, la retencion de los analitos afectaria la
recuperacion de los mismos, necesitando mas cantidad de solvente de

elucion.
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v Solvente de elucion: Debido a las diferentes caracteristicas
fisicoquimicas de los analitos, se probaron n-hexano y n-hexano-
diclorometano (70:30, v/v), adicionando cantidades de 5 mL, para recuperar
la mayor cantidad posible de analitos, que interacttan con la fase
estacionaria del cartucho. El extracto obtenido se llevdé a sequedad y se
reconstituyd en acetonitrilo, luego, se almacend, bajo refrigeracion, para su

posterior analisis cromatografico.

Con base en los resultados de la revisibn bibliografica y las pruebas
preliminares, se determinaron las variables mas criticas para el proceso de
limpieza de los extractos con SPE; los experimentos realizados se resumen
en la Tabla 23.

Tabla 23. Experimento para la optimizacion del proceso de SPE.

A
' B
Experimento (Solvente de la 5
muestra) (Solvente de elucion)

DMF-Agua (1:1, v/v)
DMF-Agua (1:2, viv)
DMF-Agua (1:1, viv)
DMF-Agua (1:2, viv)

n-hexano

n-hexano-diclorometano (70:30, v/v)

A WON P

Para evaluar el comportamiento de las variables, se trabajé con una solucion
stock de PAH, se realizd6 un blanco de disolvente y, finalmente, se
compararon las areas cromatograficas de estos extractos con las obtenidas

de la solucién stock no sometida al proceso de limpieza (clean-up).
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Figura 18. Evaluacion de las variables en el proceso de SPE.
A. Disolvente de muestra utilizado DMF-agua (1:1, v/v), con los diferentes solventes

de elucién; B. Disolvente de muestra utilizado DMF-agua (1:2, v/v) con los diferentes
solventes de elucion.

En la figura 18A, se observa como, al utilizar DMF-agua (1:1, v/v) como
solvente de muestra, se obtienen mayores areas cromatograficas de los
picos correspondientes a B[a]P y Z B[k]F, B[e]P, Per; en comparacién con las
obtenidas en la Figura 18B, cuando se utilizé la mezcla DMF-agua (1:2, v/v)
como solvente de muestra; la concentracion de agua en el solvente de
muestra disminuye la solubilidad de los analitos en éste y, por lo tanto, su
recuperacion.
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En el caso de la elucion, debido al caracter apolar de todos los analitos
analizados y teniendo en cuenta la importancia que poseen la recuperacion y
la cuantificacion del B[a]P, se escogié como solvente de elucién el n-hexano,

gue mostré un mayor grado de recuperacion para este analito.

La recuperacion para el B[a]P y Z B[k]F, B[e]P, Per fue de 103 y 94 %,
respectivamente. Estos porcentajes se calcularon comparando las &reas
cromatograficas reportadas por el equipo de cromatografia liquida de los
extractos obtenidos mediante la técnica de extraccion en fase solida (SPE)
aplicando las mejores condiciones encontradas, con las areas
cromatograficas de los picos de B[a]P y Z B[k]F, B[e]P, Per arrojadas de una
solucién stock PAH de igual concentracion de los analitos en los extractos
(200 ppb) inyectada directamente, sin aplicar el procedimiento de limpieza
por SPE.

4.2.4 Mejores condiciones de clean-up

Para el analisis simultaneo del grupo selecto de PAH, fue necesario que
durante el proceso de clean-up de los extractos, no ocurriera la menor
pérdida de los analitos. Sin embargo, no fue posible trabajar con las mejores
condiciones para cada uno de los compuestos de interés (Tabla 24), y se
debi6 escoger las condiciones en las que se obtuvo mayor recuperacion de
B[a]P, teniendo en cuenta su caracter toxico a bajas concentraciones y la

necesidad de su determinacién en los productos alimenticios.
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Tabla 24. Condiciones mas favorables para el proceso de clean-up de cada uno de
los PAH.

Sustancias Solvente de muestra Solvente de elucion
2 B[k]F, B[e]P, Per DMF-Agua (1:1, v/iv) n-Hexano-Diclorometano (70:30, v/v)

B[a]P DMF-Agua (1:1, v/v) n-Hexano

Sin embargo, fue posible trabajar bajo condiciones que permitieran extraer la
mayoria de los compuestos, y para este grupo de PAH, las mejores
condiciones para recuperarlos, después de la respectiva limpieza (clean-up)

se indican en la Tabla 25.

Tabla 25. Condiciones mas favorables para el proceso de limpieza (clean-up)
después de la extraccidon simultdnea de un grupo selecto de PAH en aceites y
grasas vegetales comestibles.

Variables Especificaciones

Solvente de muestra DMF-Agua (1:1, v/v)

Solvente de elucion n-Hexano

Las condiciones del proceso de limpieza (clean-up) empleadas durante el
desarrollo del proyecto, correspondieron a las mejores logradas; debido a
que son las que muestran recuperacion mas alta y, teniendo en cuenta que el
B[a]P que es el analito de mas interés, por ser cancerigeno. Este ultimo

presento la mayor recuperacion.

De manera que la etapa de clean-up se hizo de la siguiente forma: el
acondicionamiento del cartucho de SPE C;g se realizé mediante la adicion de
de metanol (5 mL) y de DMF-agua (1:1, v/v) (5 mL), consecutivamente; sin
dejar secar el cartucho se adicionaron 2 mL de la muestra y se lavo el tubo

de la muestra con DMF-agua (1:1, v/v) (10 mL), lavando posteriormente con
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agua (10 mL) y llevando a sequedad durante 10 min. Seguidamente, se eluy6
con n-hexano (5 mL). Por ultimo, la fraccion colectada se llevo a sequedad y
se reconstituyo en 1.5 mL de acetonitrilo, se paso por un filtro de 0.25 uM de

diametro de poro y se analiz6 en el equipo de HPLC-FLD.

4.3 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

4.3.1 Determinacion de lareproducibilidad del método de extraccion.

La metodologia de extraccion fue desarrollada en diferentes dias, pero
siguiendo las mismas condiciones; con los resultados obtenidos se evalu6 el
coeficiente de variacion para los porcentajes de recuperacion para cada dia
(Tabla 26).

Tabla 26. Porcentajes de recuperacion evaluados en diferentes dias para estimar la
reproducibilidad en el proceso de extraccion de los PAH.

Sustancias Recuperacion Recuperacion S C.V, %
promedio, % promedio, %
Dia 1 Dia 2
% B[K]F, B[e]P, Per 103.1 96.6 4.6 4.7
Bla]P 93.9 85.8 5.7 6.4

n=3

Como se observa en la Tabla 26, la reproducibilidad del método de
extraccidon medida por medio de los coeficientes de variacidén, estan acordes
con las BPL, ya que sus valores no superan el 6.4% (recomendado, no

mayor de 10%).
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4.4 APLICACION DEL ANALISIS A MUESTRAS REALES
PROVENIENTES DEL MERCADO LOCAL

Se realiz6 un analisis cualitativo y cuantitativo, de cinco muestras
comerciales de aceites y grasas vegetales comestibles adquiridas en los

principales supermercados de la ciudad de Bucaramanga.

4.4.1 Determinacion

Se realiz6 el proceso de extraccion, descrito anteriormente, a cinco muestras
de aceites y grasas vegetales comestibles, por duplicado, y se compararon
con los tr y espectros UV-Vis de cada uno de los PAH de referencia, con los
picos cromatograficos observados en los cromatogramas obtenidos en los
extractos de las muestras, analizadas bajo las mismas condiciones

cromatograficas. Los resultados se muestran en la Figura 19.
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Figura 19. Cromatogramas del extracto de una muestra comercial de aceite de
oliva, analizados por HPLC, por el método previamente estandarizado.

El método fue aplicado para determinar la concentracién de los PAH en 3
muestras de aceites y 2 muestras de grasas vegetales comestibles; se
obtuvieron buenos resultados. En la Tabla 27, se observa como para la

mayoria de muestras de aceites y grasas vegetales comestibles, la cantidad
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de B[a]P se encontraba por debajo del nivel minimo de cuantificacion,
excepto la grasa vegetal, que contenia 2.7 ng/g de B[a]P, pero este valor no
supera el nivel minimo de residuos permitido. ElI rango de las
concentraciones de la 2 B[Kk]F, B[e]P y Per, en las muestras de aceites y
grasa vegetales comestibles, se encontraban de 3.4 a 5.0 ng/g. Se observo
que el nivel minimo de residuos no es superado en ninguna de las muestras
analizadas; asi los mayores valores de PAH se encuentran como era de
esperarse por su método de produccion en el aceite de oliva extravirgen y
grasa vegetal, ya que estos procesos no cuentan con un procedimiento de
refinacion que permite la disminucion del contenido de PAH en éstos.

Tabla 27. Concentracion (ng/g) de PAH en aceites y grasas vegetales comestibles

analizados.
PAH Aceite refinado  Aceite de Aceite Margarina  Grasa
de canolay oliva de soya vegetal vegetal
girasol Extravirgen
Z B[K]F, B[e]P, 3.9 5.0 3.4 <3.4% 4.1
Per
B[a]P <1.8% 2.0 1.9 <1.8% 2.7
Total PAH 5.2 6.9 5.3 4.4 6.9
pesados

2 NMC, Nivel minimo de cuantificacion.

De acuerdo con los cromatogramas obtenidos de los PAH aislados de
aceites y grasas vegetales comestibles, adquiridas en los principales
supermercados de la ciudad de Bucaramanga, se establecié que: en dichas
muestras los PAH, a saber: benzo[a]pireno, benzo[e]pireno,
benzo[K]fluoranteno y perileno, se encuentran presentes por debajo del nivel
minimo de su cuantificacion por equipo de HPLC-FLD, pero por encima del

nivel minimo de su deteccion.
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5 CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo, se implementd la técnica de cuantificacion de
B[a]P y Z BIk]F, B[e]P, Per, por cromatografia liquida de alta eficiencia
con detector de fluorescencia (HPLC-FLD). Para su extraccion de aceites
y grasas vegetales comestibles, se utilizo la técnica de saponificacion,
extraccion liquido-liquido y, finalmente, como técnica de limpieza, SPE.
El proceso de extraccion y limpieza fue evaluado acorde con su eficiencia

(% de recuperacion) y reproducibilidad.

2. Se logré cumplir las normas establecidas por las Buenas Précticas de
Laboratorio (BPL), se obtuvieron con respecto a la reproducibilidad de los
tiempos de retencidn, tr, (CV de 0.5 - 1.1%), factores de respuesta, Ry, y
las areas cromatograficas (CV de 4.2 - 7.4%); se obtuvieron coeficientes
de determinacién altos (R* > 0.99), usando el método de calibracién
externa; se garantizé la realizacion reproducible del andlisis cualitativo y
cuantitativo de B[a]P y la sumatoria de sus isomeros estructurales B[K]F,
Ble]P y Per.

3. Utilizando la técnica de extraccion establecida (saponificacion, extraccion
liquido-liquido y SPE), se lograron porcentajes de recuperacién de 103 y
94% para el B[a]P y Z B[K]F, B[e]P y Per, respectivamente. Se utilizé
n-hexano como solvente de extraccion de los PAH, después de la
saponificacion de la muestra oleaginosa. El extracto obtenido se sometio
a un proceso de clean-up en cartuchos Cig. Las condiciones para la
saponificacion y la extraccion liquido-liquido fueron: concentracién de
base (1.0 M), la temperatura para la saponificacion (80 °C); disolvente

para la extraccion liquido-liquido (n-Hexano), asi como, el solvente de
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muestra (DMF: Agua (1:1, v/v)) y el solvente de elucién (n-Hexano) para

el proceso de limpieza (clean-up).

. EI método cromatografico desarrollado permiti6 la deteccién vy
cuantificacion de B[a]P y Z B[K]F, B[e]P y Per, con NMD de 0.9y 1.7 ppb
y NMC de 1.8 y 3.4 ppb, respectivamente, que se encuentran por debajo
de los recomendados por la Union Europea, en su Resolucion
N°208/2005.

. Para validar el método desarrollado, se realizé la extraccion y andlisis de
diferentes muestras de alimentos, que se adquirieron en el mercado local
del &rea metropolitana de Bucaramanga. Los valores de B[a]P y  B[K]F,
B[e]P y Per, determinados en el estudio, en aceites y grasas vegetales
comestibles provenientes del mercado local fueron <1.8 a 2.7 ng/g para
el B[a]P y <3.4 a 5.0 ng/g para la ~ B[K]F, B[e]P y Per. Estos resultados
fueron comparados con los valores estipulados por algunas
organizaciones mundiales como la Unién Europea, y se determind que
aunque se evidencia la presencia de este grupo selecto de PAH, los
rangos de concentracion no superan los limites maximos legales
establecidos por estas entidades, pero se encuentran muy cerca de éstos

en algunos casos.

. EI método cromatografico no permite la resolucion de los picos
correspondientes a los analitos B[k]F, B[e]P y Per, debido a que al ser
isbmeros de estructuras apolares no basta con una columna apolar para
su separacion, ademas de la fase estacionaria que debe ser polimérica.
Sin embargo, debido a la carencia de una normatividad o legislacion que
determine limites maximos de B[Kk]F, B[e]P y Per en aceites y grasas

vegetales comestibles y al estar clasificados por la IARC como 2B
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(posiblemente  carcinégeno), algunas organizaciones mundiales
recomiendan no exceder una cantidad total de 5 ppb para este tipo de
PAH. Es asi, como al cuantificar la sumatoria de B[K]F, B[e]P y Per
podemos determinar si excede los valores recomendados por las

organizaciones mundiales.
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6 RECOMENDACIONES

1. Se puede realizar la cuantificacion de B[k]F, B[e]P y Per, asi como de
otros analitos mediante un método cromatogréfico por HPLC-FLD, con
una columna C,g apolar con fase estacionaria polimérica para asi poder

evaluar la recuperacion del método para cada uno de los analitos.

2. Aplicar el método implementado a una mayor variedad de aceites y grasas
vegetales comestibles, ya que por su naturaleza lipofilica estos
representan una fuente importante de PAH en la dieta humana.
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ANEXOS

Anexos A. Proceso de produccién de aceite.

&1
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Anexos B. Proceso de produccion de grasas.
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Anexos C. Lista de PAH clasificados por la EPA como toxicos y

PAH
Naftaleno

C1- Naftalenos
Acenaftileno

Acenafteno

C2- Naftalenos

Fluoreno

C3-Naftalenos

Antraceno

Fenantreno

C1-Fluorenos
C4-Naftalenos
C1-Fenantreno/antracenos
C2-Fluorenos

Pireno

Fluoranteno
C2-Fenantreno/antracenos
C3-Fluorenos
C1-Pirenoffluorantenos

C3- Fenantreno/antracenos
Benz[a]antraceno

Criseno

C4- Fenantreno/antracenos
C1-Benzantraceno/crisenos
Benzol[a]pireno

Perileno

Benzole]pireno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno

C2- Benzantraceno/crisenos
Benzo[ghi]perileno

C3- Benzantraceno/crisenos
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Dibenz[a,h]antraceno

C4- Benzantraceno/crisenos

cancerigenos.

111

PESO MOLECULAR (ug/mol)
128.17
142.20
152.2
154.21
156.23
166.22
170.25
178.12
178.23
180.25
184.28
192.26
194.27
202.26
202.26
206.29
208.30
216.29
220.32
228.29
228.29
234.23
242.32
252.31
252.31
252.32
252.32
252.32
256.23
276.23
270.36
276.23
278.35
284.38



Anexos D. Curva de calibracion del B[a]P.
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Anexos E. Curva de calibracion de la Z B[K]F, B[e]P, Per.
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Anexos F. Resultados, obtenidos por el software estadistico Statgraphics

Centurion XVI, de los efectos de diferentes parametros y sus interacciones,

para el proceso de saponificacion del B[a]P y Z B[k]F, B[e]P, Per.

Compuesto

z B[k]F, B[e]P,
Per

B[a]P

AT
)
Raf:o”' 0.31
Valor- 0.597
P
Razoén-
= 0.06
Valor-
P 0.818

Factores Interaccion
B:tle_mpo C:[KOH] AB AC BC

(min) M

0.01 12.39 0.02 13.95 0.09
0.9092 0.0125 0.9049 0.0097 0.7727

0.40 5.25 0.05 6.25 0.04
0.5455 0.0511 0.8274 0.0369 0.8494
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Anexos G. Efectos principales y de interaccion de cada uno de los factores,

Grafico de Efectos Principales para I BkF, BeP, Per

I BkF, BeP, Per

en el proceso de extraccion de Z B[K]F, B[e]P, Per.

Al 0 AD in A0 L
TEMFERATURA TIEMPOQ KOH

I BkF, BeP, Per

I BkF, BeP, Per

Grifico de la interaccion para I BKF, BeP, Per
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