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RESUMEN

La microextraccion en fase sélida
(MEFS) es una técnica de adsorcién
simple para la evaluacion de los com-
puestos presentes en el espacio de cabe-
za (headspace) de una muestra. En el
desarrollo del presente trabajo, utili-

.zando soluciones modelo de linalol,
w-terpineol, nerol y geraniol, se deter-
minaron el tiempo necesario para esta-
blecer el equilibrio entre la muestra y su
espacio de cabeza, la temperatura y el
tiempo de contacto de la fibra con el es-
pacio de cabeza. Para definir los valores
optimos de temperatura y tiempo de
contacto se utilizé el modelo matemati-
co Simplex. Segin este disefio experi-
mental se pudo establecer una tempera-
tura de muestreo de 29°C y un tiempo
de contacto de 13,8 minutos. Con estos
parametros s¢ determinaron los niveles
minimos detectable y cuantificable, la
repetibilidad y la selectividad de esta
metodologia para los compuestos men-
cionados.

ABSTRACT

Solid phase microextraction (SPME)
is a simple adsorption technique for the
isolation of headspace flavor compounds.
This paper focuses on the development of
a headspace SPME method using stan-
dard solutions of linalool, a-terpineol,
nerol and geraniol. The optimum heads-
pace SPME sampling parameters (extrac-
tion and adsorption time and temperatu-
re) were eslablished using simplex
model. Those optimal conditions are:
temperature 29°C and adsorption time
13.8 min. Linearity, repeatability and li-
mits of detection and quantitation have
been determined for the mentioned com-
pounds.

INTRODUCCION

Para el estudio por cromatografia de
gases de alta resolucion (CGAR) de los
compuestos volatiles presentes en matri-
ces solidas y liquidas generalmente se re-
quieren metodologias que involucran
procesos de extraccion prolongados v la
utilizacion de solventes; para facilitar el
andlisis de estos compuestos se han desa-
rrollado nuevas técnicas de muestreo
como el espacio de cabeza en sus modali-
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dades: dinamico, estdtico y al vacio (1) y
la microextraccion en fase solida (2-4).

La MEFS es una técnica de prepara-
cion de muestra libre de solvente, en la
que una fibra de silica fundida, recubierta
por un material adsorbente, se introduce
en la muestra o en el espacio de cabeza so-
bre la muestra. Cuando se hace MEFS en
el espacio de cabeza de la muestra, estdn
involucrados dos procesos: la liberacion
de los analitos de la muestra y la adsor-
cion de los analitos por el recubrimiento
de la fibra. Los analitos organicos volati-
les son extraidos v concentrados en el re-
cubrimiento de la fibra y luego transferi-
dos al instrumento analitico para
desorcion por calor y andlisis (2).

El muestreo en el espacio de cabeza
consiste en evaluar los componentes vola-
tiles que se encuentran en la fase de vapor
ubicada sobre una matriz solida o liquida,
en un recipiente cerrado. Dicha matriz se
equilibra con su fase de vapor a una tem-
peratura determinada, por lo que el mues-
treo en el espacio de cabeza exige un es-
tricto control de temperatura; esta
temperatura se denomina remperatura de
equilibrio. Las concentraciones de los
analitos en las fases no cambian con el
tiempo después de que el sistema ha al-
canzado el equilibrio, por lo que se debe
determinar cuinto tiempo precisa el siste-
ma para alcanzar el equilibrio (1).

El equilibrio completo no es necesario
para lograr exactitud y precision altas en
la MEFS; sin embargo, el tiempo de
muesireo debe ser constante y el control
de otros parametros de muestreo es esen-
cial: asi, es importante el tamafio del reci-
piente de trabajo, el volumen de muestra
y. cuando se usan muestras liquidas, la
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profundidad a la que es inmersa la fibra
en la muestra (3, 4)

Puesto que la MEFS es muy sensible a
las condiciones experimentales, tales
como temperatura, tiempo de calenta-
miento, volumen, concentracién y matriz
de la muestra, es necesario proveer las
mejores condiciones en las cuales se desa-
rrolla esta metodologia; en otras pala-
bras, se debe optimizar la técnica.

Una de las formas de optimizar cual-
quier metodologia analitica es la utiliza-
cion del modelo matematico Simplex;
éste utiliza un algoritmo capaz de variar
simultineamente diferentes parametros
para obtener un nivel optimo de respuesta
en la metodologia en estudio (5).

En los estudios sobre la composicion
del aroma de algunas frutas tropicales s¢
ha encontrade que los terpenoles (espe-
cialmente el linalol) desempenan un papel
relevante. Como continuacion de dichos
estudios se estin desarrollando investiga-
ciones sobre la distribucion de los terpe-
noles en las partes aéreas (fruto: cascaray
pulpa, hojas y flores) de algunas especies
frutales, Para la evaluacion de los terpe-
noles en las flores es indispensable la ufi-
lizacion de metodologias analiticas, como
la  microextraccion en fase solida
(MEFS), que utilizan cantidades peque-
fias de material vegetal.

Con el propésito de optimizar esta me-
todologia para estudios futuros en flores
de especies frutales, en este trabajo se
presenta la utilizacién del modelo mate-
mitico Simplex para establecer las mejo-
res condiciones experimentales de Ia
MEFS de terpenoles utilizando los resul-
tados del analisis por CGAR (ireas)
como criterio de evaluacion.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

Soluciones de rerpenoles: este trabajo
se desarrollé sobre soluciones patrén de
linalol, a-terpineol, nerol y geraniol apli-
cadas sobre una cantidad fija de algodon
para obtener concentraciones enire
0,0025 ppm y 0,05 ppm.

Especificaciones de la fibra adsorben-
re: fibra de polidimetilsiloxano (d f = 100
o).

Determinacion del tiempo
de equilibrio

Para establecer el tiempo de equili-
brio, se hicieron ensayos con solucion de
terpenoles de (,05 ppm, a 25°C con un
tiempo de contacto de 17,3 minutos, con-
diciones determinadas enun Simplex pre-
liminar con una solucion de linalol de
0.05 ppm.

Aplicacion del modelo matematico
Simplex

Las variables en evaluacion con el mo-
delo matemitico Simplex son la tempera-
tura y el tiempo de contacto.

El dominio de la temperatura (T) se
fijo entre 25 y 35°C, y el dominio del
tiempo (1) entre 10 ¥ 30 minutos.

Cdlenlo para la matriz de partida: la
matriz del Simplex de partida se calculo
con base en las ecuaciones que se presen-
lan a continuacion:
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El paso escogido fue de un décimo del
rango, el niimero de pasos se fijoen Sy la
variable por optimizar fue la mayor res-
puesta (irea) del linalol en el analisis por
CGAR.

Cromatografia de gases de alta
resolucion (CGAR)

Las condiciones cromatograficas utili-
zadas en la optimacion de la MEFS en el
headspace fueron: cromatdgrafo de gases
HP 5890 Serie 11 con detector de ioniza-
cion de llama (FID), equipado con co-
lumna capilar DB-Wax (30 m x 0,25 mm
i.d., d.f0,25 um). Programa de tempera-
tura para la columna: temperatura inicial
50°C por 4 min, luego se calent6 con un
incremento de 4°C/min hasta 200°C. Las
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temperaturas del detector y del inyector
se fijaron en 200°C. El gas de transporte
fue helio con un flujo de 1,22 mL/miny la
inyeccion se hizo en modo splitless.

RESULTADOS Y ANALISIS

La grafica 1 presenta los resultados de
la variacion del drea de los terpenoles en
funcion del tiempo para establecer el
tiempo de equilibrio a 25°C; puede ob-
servarse que el drea
varia en funcién del

establecido, se utiliza como tiempo de
equilibrio 45 minutos. Una vez determi-
nado el tiempo de equilibrio (45 minutos)
se procedio a fijar las condiciones opti-
mas de trabajo por medio del modelo ma-
tematico Simplex. Después de tener el
Simplex de partida, tabla I, se evalian las
respuestas obtenidas y se sigue la teoria
pesimista, que consiste en alejarse del
punto de peor respuesta, El criterio para
la escogencia de las condiciones dptimas

Tabla 1. Simplex de partida.

tiempo durante los pri- Area en CGAR
meros 40 minutos n i

‘ Y || Bante] TYCM t(on) linalol| o-terpineol | mnerol | geraniol
luego la respuesta se
se puede considerar 2 31 13.8 | 4.438 1.653 | 2.124 1.133
que aestas condiciones | 3 30 | 173 | 4643|1689 2089 | 2.168
(temperatura  25°C,
tiempo de contacto de trabajo fue la mayor respuesta (irea)

17,3 min) se necesita un minimo de 40
minutos para que se establezca el equili-
brio entre la muestra y su espacio de cabe-
za. Para evitar tiempos de muestreo pro-
longados y trabajar en el valor minimo

Grafica 1.

Arew de terpenoles vs. Tiempo (min)

[ T

Determinacion del tiempo de equilibrio.

obtenida para el linalol en el andlisis por
CGAR.

Al evaluar la primera matriz compues-
ta por los puntos 1, 2'y 3, se observa que
el punto de peor respuesta
esel 2, por lo que se des-
carta. Se calcula el punto 4
(27°C y 17,3 min}, y se
evalia la matriz compues-
ta por los puntos 1, 3 y 4.
La peor respuesta la pro-
porciona el punto 4, por lo
que se continda el estudio
descartando el punto 4 y
calculando el punio 5
(33°C y 12,6 min). Si-
guiendo esta secuencia se
lleg6 a un Simplex girato-
rio con la mejor respuesta,

LT

Vidhpos
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el punto 1, correspondien-
te a una temperatura de ad-
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sorcidn de 29°C y un tiempo de contacto
de 13,8 minutos.

‘Utilizando las condiciones dptimas se
evaluaron la repetibilidad (basada en el
drea de los terpenoles en el andlisis por
CGAR) y los niveles minimos detectable
y cuantificable. Los resultados se presen-
tan en las tablas 2 y 3.

En el presente estudio, también se eva-
lué la linealidad de la respuesta de cada
uno de los compuestos en forma indivi-
dual v en mezcla; las ecuaciones corres-
pondientes a cada caso se presentan en la
tabla 4.

Los sistemas ensayados presentaron
buenos coeficientes de correlacién, con
excepeion del siste-

Tabla 2. Datos estadisticos de repetibilidad. ma linalol-a-terp-
Variabl ineol-geraniol.  Se
estmti::s Area puede concluir que

la respuesta (drea) es

linalol | w-terpineol nerol | geranmiol | una funcién lineal de

la concentracién

x 44145 1.574,4 2.841,1 | 1.832.2 | para los valores ana-
s 205.5 2239 us | sag | 1S i enba
go, al comparar la

RSD 4.65% 14.22% \ 7.90% | 24.11% | ecuacion de la recia

x: promedio aritmético; 5: desviacion estindar; RSD: desviacion estandar relativa.

Teniendo en cuenta la ecuacion de
Horwitz (6) [RSD (%) = 2! %520 en
el presente estudio la relacion entre la
RSD y la concentracion de los analitos es
del 25%; entonces se puede decir que los

Tabla 3. Valores de nivel minimo detectable y nivel

minimo cuantificable.

que corresponde a
cada terpenol indivi-
dual con las ecuacio-
nes correspondientes al mismo terpenol
pero en presencia de los otros, se obser-
van diferencias en los valores de pendien-
te y de intercepto indicando una variacion
grande de la respuesta de cada terpenol
con relacion a la presencia de
otros compuestos en el me-
dio. Este hecho representa

una limitacion para la utiliza-

Compuesto Nivel minimo Nivel minimo cion de la técnica con fines
detectahle cusntificable cuantitativos en muestras rea-
linalol 0.0026 ppm 0,0116 ppm les. pues para hacer la cali-
c-terpineo 0.0045 ppm 0,0229 ppm bracién de cada compuesto se
debe conocer la composicion

nerol 0.0011 ppm 0,0140 ppm ;

> general del medio.
geraniol 0.0061 ppm 0,0186 ppm

valores de RSD obtenidos para este estu-
dio (entre 4,65% y 24,11%) son satisfac-
torios en las condiciones de trabajo men-
cionadas anteriormente.

CONCLUSIONES

1, Las condiciones optimas de trabajo
para el anilisis de terpenoles utilizando
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Tabla 4. Valores estadisticos para determinar la linealidad de la selectividad del me-

ado
Componentes de la solucién Ecuacion de la recta
Ensayo patrén r (Y = mx + h)
Evaluacion para linalol
1 Linalol 0,9989 Y = 71202 x + 21395
) Linalol- ce-terpineol 0,9999 Y = 109999 x + 1819.6
6 Linalol- ¢t-terpineol- nerol 0,9987 | Y = 83884 x + 102,23
7 Linalol- a-terpineol- geraniol 06755 | ¥ = 39387 x + 14305
8 Linalol- nerol- geraniol 09196 | Y = 80368 x + 5819.7
Evaluacion para c-terpineol
2 a-tespineol 09969 | Y = 43041 x + IRIB9
5 Linalol- a-terpineol 0.9961 Y = 21672 x + 420,98
6 Linalol- u-terpineol- nerol 0,9993 Y = 3225.1 x + 551,89
1 - Linalol- a-terpineol- geraniol 0.6185 Y = 11519 x + 49239
: Evaluacién para neroi :
3 Nerol . 0.9992 | Y = 70913 x + 1746,2
6 Linalol- g-terpineol- nerol 0,9967 Y = 100214 x -2192
8 Linalol- nerol- geraniol 0.9186 | Y = 30850 x +3398.2
Evaluacion para geraniol - -

4 Geraniol 0.9997 Y = 68492 x + 2266
7 Linalol- a-terpineol- geraniol 0,6665 Y: 19447 x + 7174.6 |
8 Linalol- nérol- geraniol 0.9219 | Y = 36590 x + 3844.5 |

Rango de concentracion de los analitos en la solucion patrén entre 0,005-0.05 ppm.

MEFS en ¢l headspace son: tiempo de
equilibrio, 45 minutos; temperatura de
muestreo, 29°C, y tiempo de contacto,
13,8 minutos.

2. El método presenta respuesta lineal
entre 0.005 y 0.05 ppm para los terpeno-
les estudiados.
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3. Los valores de repetibilidad y de los
niveles minimos detectable v cuantifica-
ble dependen del compuesto evaluado.

4. Los resultados obtenidos muestran
que la MEFS sobre el espacio de cabeza
es una metodologia muy sencilla y rapida
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para el seguimiento cualitativo de com-
puestos volatiles, pero para su aplicacion
en la determinacion cuantitativa en mate-
rial biolégico se requiere su optimizacion
en la matriz natural.
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