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El objeto de la presente Memoria de Doctorado es la aplicacion de
la Cromatografia de Gases con deteccion por Espectrometria de Masas a la
determinacion de los acidos grasos presentes en formulaciones comerciales
de jabones, aguas potables, aguas residuales y fangos digeridos de una
Estacion Depuradora de Aguas Residuales (EDAR). Por otra parte S€
pretende profundizar en el conocimiento de los criterios metodologicos
basicos adoptados para el establecimiento del limite de deteccién y la

aplicacion del método de patron interno en esta técnica.

La metodologia existente en la literatura cientifica para la
determinacién de dcidos grasos presenta siempre unas etapas a nuestro juiclo
tediosas y por tanto manifiestamente mejorables, como es el procedimiento
de extraccion Soxhlet durante 72 horas, lo que conduce a un excesivo

tiempo de analisis.

Por otra parte, en la actualidad, para el caculo del limite de deteccion
en cromatografia de gases no existe ningin criterio que contemple la
integracion del drea del blanco cromatografico, ya que todos estan basados

en otros parametros cCOmo es la relacion senal/ruido, la minima cantidad
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detectable o la extrapolacion a concentracidn cero ete. Asi mismo se han
realizado numerosos y variados estudios sobre la metodologia de patrén
interno, pero ninguno hace referencia a los requisitos estadisticos que deben
cumplir las variables en lo que se refiere a los requisitos de “normalidad”

para que le puedan ser aplicado un ajuste lineal por minimos cuadrados.

Como consecuencia en la investigacién a realizar nos proponemos

como objetivos:

- Estudios de optimizacién de las variables tanto quimicas como
instrumentales para la determinacion de dcidos grasos (Cg-C,,) en aguas
residuales y fangos EDAR mediante Cromatografia de Gases-Espectrometria

de masas.

- Propuesta de un criterio para la integracién del blanco
cromatografico, a fin de incluir éste en el calibrado y hacer un calculo del

limite de deteccidn siguiendo las recomendaciones de Ia [UPAC.

- Estudio de los limites de aplicabilidad del método del patron interno
para la obtencion de calibrados que permitan su correcto ajuste lineal por

minimos cuadrados.
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INTRODUCCION 7

Los acidos grasos son acidos carboxilicos cuya formula general puede
ser representada por R-COOH, en la que R indica la presencia de un elevado
nidmero de atomos de carbono. Tal cadena puede ser saturada (acidos grasos

saturados) o no saturada (dcidos grasos insaturados).

Casi todos los acidos grasos naturales tienen numero par de atomos
de carbono, generalmente entre 14 y 22, siendo los mas abundantes los de 16
o 18. Algunos de cadena mas corta, COmo el acido butirico, se suele también
incluir por su presencia en la mantequilla y por su importancia en el
metabolismo de los acidos grasos. Rara vez aparecen €n estado libre en la
naturaleza siendo generalmente componentes de las moléculas de los lipidos.
[ a hidrolisis de estos origina la aparicion de acidos grasos en las células y

en los tejidos.
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1.- ACIDOS GRASOS SATURADOS

Son aquellos cuya cadena hidrocarbonada sélo contiene enlaces o,
sin presentar ningun centro de insaturacidn. Sus propiedades fisicas varian
con la longitud de la cadena, como puede verse, por ejemplo, con la
temperatura de fusién, cuyos valores se recogen en la tabla 1, en la que estdn

reunidos algunos de los que se encuentran en la naturaleza.

Aunque se les debe de nombrar de acuerdo con las normas
[LU.P.A.C.,, es muy frecuente hacerlo por su nombre comun que suele estar

derivado del organismo en que se ha encontrado.

Tabla 1. Algunos é4cidos grasos saturados naturales.

Formula N:;ml;e ) Nombre - Origen -Pf
C - IUPAC comiin ("C)
4 | CH(CH),COOH | n-butanoico n

6 C;{3(CH3)4COOH n-hex;no_ico- cabra (caper)

s
-10 CH,(CH,){COOH cabra (caper)
CH,(CH,),,COOH aceite de palma
n n-octadecanoico Estearico sebo (srea:) B
n-eicosanoico idicc cacahuete (arachi.;) )
|

CH,(CH,),COOH

cabra (caper)

Araquidico

Lignocérico




INTRODUCCION 9

- ————————————

2 - ACIDOS GRASOS INSATURADOS

Son aquellos que tienen uno o0 mas enlaces dobles en su cadena
hidrocarbonada y en alguna ocasion enlaces triples, diferenciandose unos de
otros en la longitud de la cadena y en el nimero y posicion de los enlaces

dobles. En la naturaleza suelen predominar sobre los saturados.

En la mayoria de los dcidos grasos insaturados existe un doble enlace
entre los carbono 9 y 10, teniendo, en el caso de que exista mds de uno, los
demis entre el C9 y el metilo terminal. Al igual que con los saturados, los
4cidos grasos insaturados se conocen mds por sus nombres comunes que por
los que se derivan de la sistematica 1.U.P.A.C., como puede verse en la tabla

v ]
Pf
("C)
- 0,5

Tabla 2. Acidos grasos insaturados mas frecuentes en la naturaleza

C Formula Nombre Nombre
IUPAC Comun

CH,(CH,);CH=CH(CH,),COOH

cis-9-hexadecenoico Palmitoleico

-11

Linolénico

Araquidonico

CH (CH,),CH=CH(CH,),COOH

CH3(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH

cis-9-octadecenoico

cis,cis-9,12-
octadecadienoico

CH3(CH,CH=CH),(CH,),COOH cis,cis,cis-9,12,15-

octadecatrienoico

CH3(CH,), (CH,CH=CH),(CH,),COOH | ciscis,cis,cis-
5,8,11,14-

icosatetraenoico
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Es frecuente referirse a los gcidos grasos utilizando abreviaturas en
las que se indican el nimero de dtomos de carbono que poseen, asi como el
de dobles enlaces y la posicién de los mismos. Como en la mayoria de los
acidos grasos insaturados naturales los dobles enlaces presentan configuracién
cis, no suele ser necesario especificarlo. Para esta nomenclatura abreviada

suelen emplearse dos procedimientos:

A) Se indica el nimero de dtomos de carbono, separado por
dos puntos (:) del nimero de enlaces dobles, expresando a
continuacién, mediante un exponente o bien entre paréntesis, la
posicion de los dobles enlaces mediante nimeros separados por

comas (,), empezando a contar los carbonos por el grupo carboxilico.

B) De forma similar al procedimiento anterior, pero
indicando la posicién del primer doble enlace, numerando los atomos
de carbono a partir del grupo metilo terminal, mediante un nimero
separado de los anteriores por la letra griega w. Algunos ejemplos

de esta forma de representar los dcidos grasos pueden encontrarse en

la tabla 3.

Dado que en los dcidos grasos que contienen dos o mds dobles
enlaces, éstos no se hallan nunca conjugados, sino que se encuentran
separados por un grupo metileno (-CH,-), no es preciso indicar la posicion

de todos ellos, pues basta con hacerlo del primer doble enlace, con lo que
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queda perfectamente descrita la estructura del dcido graso.

Tabla 3. Simbolos de algunos dcidos grasos.

Nombre comun Simbolo

dobles
I N
I e I N I
20:4(5,8,11,14)

A. Linolenico

A. Araquidonico

Los dobles enlaces de casi todos los acidos grasos insaturados que
existen en la naturaleza, poseen configuracion seométrica cis, lo que produce
rigidez a la cadena alifatica. Con todo se conocen algunos ejemplos con
configuracién trans. Los dcidos grasos con varios dobles enlaces, por ejemplo
el acido araquiddnico, tiene sus moléculas retorcidas y presentan rigidez
estructural, al contrario de lo que les ocurre a los dcidos grasos saturados que

son lineales y mas flexibles.
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3.- PROPIEDADES DE LOS ACIDOS GRASOS

3.1.- Solubilidad en agua

Todos los 4cidos grasos son poco solubles en agua tabla 4 | pero en
disoluciones diluidas de NaOH o de KOH se dispersan originando micelas
al formarse las respectivas sales sédicas o potasicas del correspondiente dcido
graso mediante la reaccién llamada de saponificacion y dando lugar a la

formacion de jabones.

Tabla 4.- Solubilidades de los dcidos grasos.

e .
Acido caprilico

Acido céprico

Acido laurico

Acido miristico

= 5 ;o
Acido palmitico

Acido estedrico
Acido oléico
Acido araquico

Acido behénico
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e

Los jabones naturales suelen ser mezclas de las sales sodicas o
potasicas de los dcidos palmitico, estearico y oleico. Tienen la propiedad de
emulsionar los compuestos grasos, que son insolubles en agua, introduciendo
en la gota de grasa su cola hidréfoba (resto hidrocarbonado), mientras que

orientan hacia el agua su cabeza hidrofilica (grupo carboxilico).

3.2.- Adicion de iodo

La parte hidrocarbonada de los 4cidos grasos saturados es
quimicamente inerte, mientras que la de los dcidos grasos insaturados es mas
reactiva. Asi, por ejemplo, pueden adicionar halégenos a los dobles enlaces
con facilidad. Esta propiedad permite establecer un método analitico para
determinar el nimero de enlaces dobles presentes en la muestra de acidos
grasos, por la adicion de L, reaccién que puede esquematizarse de la

siguiente manera:

Ye=cl + 1 — Yo =c

rJ

Incoloro Violeta Incoloro
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La decoloracion de la disolucién del iodo (violeta en CI,C o CI,CH)
tiene interés desde el punto de vista cualitativo, pero también con fines
cuantitativos, pues si se conoce la concentracién de la disolucién de iodo, se
puede conocer la concentracién en dcido graso de la muestra, partiendo de
un cantidad conocida de esta. El nimero de gramés de iodo que reaccionan
con 100 gramos de grasa, se conoce como indice de lodo, e indica el grado

de insaturacién del compuesto.

3.3.- Oxidacion de acidos grasos saturados

Los acidos grasos saturados al oxidarse sufren una degradacién en la
que eliminan fragmentos de dos dtomos de carbono, comenzando por el
extremo que contiene el grupo carboxilico. El proceso se inicia con la
formacion de un P-cetoicido vy posteriormente se rompe la molécula

formando dcido acético y un cido graso con dos carbonos menos:

O
4

CHy-(CH,),-CH,-CH,-COOH _, CH,-(CH,),-C-CH,-COOH

!

CH,-COOH + CH,(CH,) ,-COOH

En los seres vivos la eliminacién de los dgcidos grasos saturados se

realiza mediante pérdida de fragmentos de dos dtomos de carbono en forma
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de moléculas de acil-CoA que se incorporan al ciclo de los acidos
tricarboxilicos y los atomos de hidrogeno y sus electrones equivalentes lo
hacen a la cadena respiratoria. En algunas enfermedades (diabetes mellitus)
o en personas con largos periodos de ayuno, estos derivados estan en relacion
con la formacién de cuerpos ceténicos y la aparicion de ellos en la sangre

(cetonemia) o en la orina (cetonuria).

3.4.- Oxidacion de acidos grasos insaturados

Los acidos grasos con dos o mas enlaces dobles se oxidan facilmente
al aire. atacando el oxigeno del mismo al enlace doble, originando
compuestos facilmente polimerizables y endureciéndose. Es un proceso que
<uele denominarse autooxidacion. Es probable que algunas enfermedades de

tipo cancerigeno tengan su Origen en procesos de este tipo sobre los lipidos.

3.5.- Saponificacion

[a reaccion entre los dcidos grasos superiores y una base de un metal
alcalino conduce a la formacién de las correspondientes sales, que se conocen
con el nombre de jabones. Las mas utilizadas son las de sodio, pero también
se utilizan las de potasio, que son mads blandas y mas solubles, sobre todo

para la fabricacién de cremas de afeitar y jabones liquidos.
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Generalmente, las grasas naturales o endurecidas se saponifican con
disolucién de sosa cdustica, empleando un ligero exceso sobre la cantidad

estequimétrica:
CH;(CH,),COOH + NaOH — CH,(CH,),(COONa + H,0

En la industria de fabricacién de jabones, esta saponificacion de lleva
a cabo manteniendo una adecuada calefaccién y agitacién permanente.
Terminada la reaccidn, que se lleva a cabo con rapidez si existe en todo
momento un exceso de alcali, se agrega sal comun (NaCl), con lo que

precipita el jabdn.

Esta reaccién de saponificacion tiene también interés analitico para
Iniciar un estudio de la composicién de mezclas de acidos grasos, con una
especial aplicacion en los estudios de adulteracién de aceites comestibles,
Asl, se puede hablar del indice o nimero de saponificacién (mg de KOH
requeridos para la neutralizacién de los dcidos grasos y la saponificaciéon de
esteres presentes en un gramo de muestra) y del indice de acidez (mg de
KOH requeridos para la neutralizacion de los dcidos grasos libres presentes

en un gramo de muestra).
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3.6.- Detergencia

Una caracteristica importante de las sales alcalinas de los acidos
grasos se conoce con el nombre de detergencia y consiste en la disminucion
de la tension superficial del agua pura, cuyo valor es de unas 73 dinas/cm’
a valores proximos a las 30 dinas/cm’ en presencia de sales sédicas de oleato,

palmitato, laurato, etc.

La descripcion de una detergencia satisfactoria aparece por primera
en la bibliografia vez en los lauratos y miristatos que suelen emplearse en
jabones utilizables con agua de mar, pues son mas solubles en disoluciones
salinas que otros jabones superiores. Los jabones derivados de acidos grasos
con mas de 22 atomos de carbono no sirven como detergentes pues son

practicamente insolubles en agua a la temperatura ambiente.

4.- COMPUESTOS SINTETICOS CON ACTIVIDAD SUPERFICIAL.

El jabon ha sido el detergente mas utilizado durante muchos anos,
pero tiene unas limitaciones muy definidas: es inestable en disoluciones
4cidas y muchas de sus sales son poco solubles en agua, lo que origina que,
al usar jabones en aguas duras con contenidos notables en calcio, magnesio
u otros iones metalicos, aparezcan jabones insolubles por reacciones de doble

descomposicion. Otra razon que no aconseja el uso de jabones fabricados a
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partir de dcidos grasos de origen animal o vegetal es la dificultad de
disponer, a un precio economico, de grasas de esos origenes, pues la
o o

mayoria de ellas se suelen utilizar para consumo en alimentacién humana.

El inconveniente de la falta de solubilidad por causa de los iones
Ca(Il) y Mg(II) presentes en las aguas naturales, se resolvid adicionando a
la preparacion detergente diferentes proporciones de fostatos que permiten la
solubilizaciéon de los metales presentes en tales aguas, pero entonces surgio

el problema de pa presencia de estos fostatos en rios y lagos.

A partir de 1918 se comenzaron a estudiar una serie de compuestos
quimicos que eliminasen ese inconveniente de la solubilidad de los jabones

en aguas duras o con altos contenidos en iones metdlicos. Tras la adecuadas

Investigaciones, surgieron las llamadas “formulaciones detergentes” que han
ido incorporando diferentes compuestos segun las necesidades de los
usuarios. Hoy en dia una formulacién detergente contiene muchos
componentes, como puede verse en la tabla 4, en la que se pone de
manifiesto la complejidad que puede tener un formulacién detergente, lo cual
redunda en la dificultad del anilisis, pues ademads sus constituyentes estdn en
funcion del uso que se desea dar a la citada formulacién. A pesar de ello,
algunos componentes son comunes, aunque los demds estan protegidos por

patentes de los fabricantes.
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Tabla 4. Componentes de una formulacion detergente.

TENSIOACTIVOS * Anionicos + Jabon
+ Alquil - aril sulfonatos
+ Sulfatos de alcoholes de cadena
larga
+ monoglicéridos sulfatados
+ No ionicos sulfatados
+ sulfosuccinatos
+ alcansulfonatos

* Cationicos +Sales de amonio cuatemario

+ Condensados de alcoholes de
cadena larga

+ Condensados de acidos grasos y
oxido de etileno

+ Condensados de aminas primarias Yy
oxido de etileno

+ Condensados de amidas y oxido de
etileno

+ Condensados de alquilolamidas y
acidos grasos

+ Oxidos amino - grasos

+ Actuan segun el medio

* No 10nicos

* Anfoteros

COADYUVANTES * Fosfatos (tripolifostato
REFORZADORES * Complejantes organicos
Y ADITIVOS * Silicatos

* Agentes antirredeposicion (CMC-Na)
* Blanqueantes quimicos

* Blanqueantes fluorescentes (CC/DAS)
* Enzimas

* Antimicrobianos

+ Sales alcalinas
+ Modificadores de espuma
+ Hidrotopos

+ Sobreengrasantes

+ Abrasivos

+ Azucares

+ Glicerina

+ Disolventes, etc

* Otros aditivos
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Los agentes detergentes, al igual que los jabones tienen en sus
moléculas grupos hidrdfilos vy grupos hidréfobos, conjunto que origina su

detergencia.

Los surfactantes suelen clasificarse de acuerdo con la carga que
origina en disolucién su grupo funcional principal, asi nos podemos encontrar

con los siguientes grupos:

4.1.-Surfactantes aniénicos.- Se trata de sales alcalinas de
acidos organicos que poseen uno o varios grupos funcionales que se
disocian en disolucién acuosa para formar iones cargados
negativamente. Entre los mads utilizados en la actualidad, estan los de
origen petrolifero: alquilsulfatos, alquilsulfonatos y alquilarilsul-

fonatos, todos ellos de cadena lineal o ramificada.

Por otro lado estdan los jabones, formados por acidos
organicos lineales de una amplia gama, ya que van desde el dcido
caprilico (C8), hasta el dcido behénico (C22), con posibilidad de
varias insaturaciones en algunos de ellos. El origen de éstos es bien
distinto a los derivados del petroleo, ya que provienen

principalmente de tejidos animales y vegetales.

Este es el grupo de detergentes mds utilizado en la actualidad.
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4.2.- Surfactantes cationicos.- Son sales de amonio
cuaternario que poseen uno O varios grupos funcionales que se
disocian en disolucion acuosa para formar iones cargados
positivamente. Estos productos se emplean poco y estan reservados

a aplicaciones especiales.

4.3.- Surfactantes no iénicos.- Son moléculas que contienen
grupos hidroxilo hidrofilos y cadenas carbonadas lipdfilas, pero no

se ionizan en disolucion.

4.4.- Surfactantes anfoteros.- Poseen uno o varios grupos
funcionales y pueden ionizarse segun las condiciones del medio,
confiriendo al compuesto el caracter de surfactante anionico O

cationico.

[ a sintesis de los detergentes suele llevarse a cabo haciendo
reaccionar en las condiciones adecuadas una sustancia que aporta el grupo
hidréfobo con otra que aporta el hidrofilo. La solubilidad del producto
resultante depende de los grupos activos presentes, pero aun mas de la

relacidn entre las masas moleculares de los grupos hidréfobo e hidrofilo
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S.- MERCADO ACTUAL DE LOS DETERGENTES.

En las ultimas cinco décadas la evolucién de la fabricacion de
productos para la limpieza ha evolucionado mucho, pues mientras en 1940
los surfactantes sintéticos constituian solo el 1% de los empleados, en 1950

constituian ya el 50%, y en nuestros dias representan mas del 90%.

Refiriendonos sélo a los productos para la limpieza de ropa, se
encuentran en el mercado muy diversos tipos de formulaciones detergentes.
Suelen dividirse en polvos de accién intensa y en polvos o liquidos de accidn
delicada. Los primeros estdan destinados al lavado de articulos blancos
fuertemente manchados y a la mayoria de los articulos coloreados. Por su
parte los polvos y los liquidos de accién delicada estan destinados al lavado

de géneros de lana y a articulos con colores sensibles y a la ropa mds

delicada.

En la tabla 5 se muestran los intervalos de concentracion en que
suelen presentarse los componentes tipicos de los polvos de accidn intensa

para el lavado de ropa
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Tabla 5. Composicion de los polvos de lavado de accion intensa

Concentracion (%)

COMPONENTE formulaciones

Alquilbecenosulfonatosodico

Jabdn sodico

—
Reforzador de espuma _

Fosfatos sodicos

Perborato sodico

Silicato sodico

Sulfato sodico 10-15
Carboximetilcelulosa sodica 1-2 0.5-1.5

Agentes fluorescentes,

hasta 100%

—_—

perfumes, enzimas y agua. hasta 100%
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6.- ANALISIS DE ACIDOS GRASOS.

Son muy diversas las técnicas analiticas utilizadas para el estudio de
los dcidos grasos. Las que citamos seguidamente no pretenden tener caracter
exhaustivo. En la bibliografia puede encontrarse interesantes articulos que
hacen referencia a este aspecto, debiendo citarse de una manera especial la
Encyclopedia of Analitycal Sciences, publicada por Academic Pres el ano
1995, que en su volumen 4 y en la pagina 2522, recoge un interesante
capitulo sobre las técnicas mds comunes en el andlisis de dcidos grasos. Aqui
recogemos algunos de los comentarios recogidos en la referida obra, asi como

otros mas dispersos por la bibliografia.

6.1.- Extraccion

La polaridad de los dcidos grasos depende esencialmente del nimero
de dtomos de carbono que poseen, de las insaturaciones presentes y de las
cadenas laterales que pudieran presentar. Por ello los disolventes utilizables

para su extraccion dependen del dcido graso que se esté considerando.

Los métodos de extracciéon mas utilizados con fines analiticos estdn
basados en la particion liquido - liquido y en la cromatografia en columna
con cartuchos de extraccion en fase sélida (SPE). En la primera se utilizan

como disolventes extractantes acetato de etilo, dietil éter, diclorometano o
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mezclas cloroformo con metanol, acidificando la muestra a valores de pH

comprendidos entre 3 y 4,5.

En los métodos de SPE la disolucién de la muestra se realiza en una
columna de octadecilsilano en modo de fase reversa con agua acidificada a
pH entre 3 y 4.5. El cartucho se lava con agua para remover las sustancias
con alta polaridad y los acidos grasos se eluyen del cartucho con el
disolvente mas apropiado. Tras el proceso de extraccion se aplica la técnica

de determinacion cuantitativa mas adecuada segun el caso.

6.2.- Espectroscopia UV

Los acidos grasos saturados presentan un pico de absorcién entre 204

y 207 nm debido a la presencia del grupo carboxilico.

Los acidos grasos insaturados con enlaces dobles intensifican su
absorcion al crecer el nimero de insaturaciones y la conjugacién de los
mismos. Si la conjugacién es tipo dieno su méaximo de absorcion aparece
entre 235 y 243 nm y sus absortividades molares estan comprendidas entre
28.000 y 30.000 L mol ' cm. Los sistemas de trienos conjugados absorben
entre 270 y 280 nm con unas absortividades molares del orden de 40.000 L
mol! ecm’'. Los sistemas tetraénicos absorben a 301 nm con una absortividad

molar de del orden de 65.000 L mol ! cm™.
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6.3.- Espectroscopia VIS

Como se acaba de indicar los 4dcidos grasos presentan bandas de
absorcion en la zona del ultravioleta. Sin embargo en la bibliografia aparecen
estudios de su comportamiento en presencia de gmpos cromogeénicos. Por
ejemplo, MOTOMIZU, OSHIMA y KURODA ' - 2 realizan determinaciones
espectro fotométricas de surfactantes anidnicos, empleando diferentes agentes

cromogenicos para formar asociaciones idnicas y aplicando la técnica de FIA.

SHIMOISHI y MIYATA * determinan la concentracién de
surfactantes anidnicos en muestras de aguas de grifo y de rio por la absorcidn
que presenta su asociacion idnica con bromuro de 1-(10-bromodecil)-4-(4-
aminonaftilazo)-piridinio, sin necesidad de usar agentes extractantes. La
absortividad molar de la asociacién iénica es de 5.3 x 10* L mol” em’! a 595

nm de longitud de onda.

6.4.- Espectroscopia IR

De entre las diferentes bandas que aparecen en el espectro infrarrojo

' MOTOMIZU, S., OSHIMA, M. y KURODA. T.. Analyst 113, 747 (1988)
* MOTOMIZU, S., HAZAKI, Y., OSHIMA. M. y TOEI, K., Anal Sci, 3, 265 (1987)

3 SHIMOISHI, Y. y MIYATA, H., Fresenius J. Anal Chem., 338, 46 (1990)
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de los acidos grasos se pueden destacar las que aparecen en la tabla 6 como

las mds caracteristicas de los mismos.

Tabla 6. Algunas bandas del espectro IR de los acidos grasos.

[ =
OH streching, C - H bending

C - O - H bending en el plano

O -H fuera del plano

— — S— # — — —

S # —— S—

C= C no conjugado

—— _# —

C = C conjugado

_—ﬂ- e

6.5.- Espectroscopia de RMN

[ as sefiales mds caracteristicas que los acidos grasos presentan en

RMN de protén se recogen el la tabla 7.
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6.6.- Fluorescencia

Aunque los dcidos grasos que dan lugar a la formacién de
surfactantes anidnicos no suelen presentar fluorescencia, se ha estudiado que
la formacion de pares iénicos con algunos colorantes tales como safranina -
T * o rodamina B °, permiten la determinacién fluorimétrica de tales

surfactantes en aguas residuales urbanas.

Un estudio comparativo de los métodos fluorimétricos y espectro
fotométricos para la determinacion de tensioactivos anionicos en aguas

residuales se pueden encontrar en el articulo de POLO y colaboradores en

*RUBIO, S., RODRIGUEZ, V., y POLO. L. M.. Anal. Chim. Acta, 206, 351(1988)

"RUBIO, S, GOMEZ, M., y POLO, L. M., Microchem. J. 37. 93 (1988)
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el que aplican el método de ANOVA ¢ para la comparacion.

6.7 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es frecuentemente utilizada como
detectora tras una técnica separativa y una derivatizacion para la formacion
de ésteres, generalmente, metilicos de los 4acidos grasos. Por ejemplo en GC-
MS de 4cidos grasos aparecen diferentes fragmentos: R-C=0' M-31),0"=C-
O-CH, (m/z 59), R" (M-59) y *O-CH, (m/z 31) producidos a partir de la
porcién ester. lones con m/z 74, 87 o 101, generados por el reagrupamiento
McLafferty en acidos grasos saturados, aparecen en 4cidos grasos insaturados.
Otras técnicas de formacion de iones moleculares también se utilizan en el

estudio de acidos grasos .

Un ejemplo de la utilizacion de la espectrometria de masas para la
:dentificaciéon de agentes surfactantes en aguas mediante bombardeo con
stomos lentos (FAB), previa separacion de los componentes mediante HPLC,

puede encontrarte en los articulos de VENTURA y otros 'y de RIVERA

e

6 RUBIO. S.POLO, L. M., RODRIGUEZ, V., y, GOMEZ, M., An. Quim., 84, B, 361
(1988)

7 VENTURA. f.. CAIXACH, J., FIGUERAS, A, FRAISE, D. y RIVERA, J., Wat. Res.
(1989)
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y colaboradores °, que lo aplicaron al estudio de las aguas potables de la

ciudad de Barcelona.

En esta memoria, se hace referencia a los dcidos grasos C8 a C22,
que en el estudio rrealizado mediante GC-MS hemos encontrado los espectros
que se recogen en las graficas siguientes, ordenadsos de manera que
apararecen en la misma pédgina el 4cido y su correspondiente derivado

metilico.

M

® RIVERA, J., FRAISE, D., VENTURA. F. CAIXACH, J., y FIGUERAS, A., Z Anaiyt
Chem., 328, 577 (1987)
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Figura 1.- Espectro de masas del 4cido caprilico C;.
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Figura 2.- Espectro de masas del caprilato de metilo Cs.
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Figura 3.- Espectro de masas del 4cido caprico C,,.
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Figura 4.- Espectro de masas del caprato de metilo C 0s
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Figura 5.- Espectro de masas del acido laurico C,,.
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Figura 9.- Espectro de masas del acido miristico C,,.
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Figura 10.- Espectro de masas del miristato de metilo C,,.
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Figura 12.- Espectro de masas del palmitato de metilo.
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Figura 13.- Espectro de masas del acido esteérico.
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Figura 14.- Espectro de masas del estearato de metilo.
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Figura 16.- Espectro de masas del oleato de metilo.
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Figura 17.- Espectro de masas del acido araquico..
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Figura 18.- Espectro de masas del aracato de metilo.
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Figura 19.- Espectro de masas del dcido behénico.
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6.8 - Inmunoensayos

Diversos tipos de sustancias con actividad fisioldgica especifica se
han estudiado utilizando inmuno y radio inmunoensayos (RIA) con unos
limites de deteccién para los 4cidos grasos del orden de femtomolar en el
analisis de muestras bioldgicas. Los diversos tipos de interferencias debidos
a numerosas reacciones secundarias exige la prepurificacion de la muestra

mediante cromatografia liquida.

6.9.- Cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina es una técnica de gran utilidad para la
separacion de los dcidos grasos de otros componentes contaminantes. Esto

justifica que se la utilice con frecuencia como pretratamiento para GLC, LC,

RIA o MS.

Utilizando placas de vidrio con silicagel, el valor del R;. de los dcidos
orasos diminuye con el nimero de atomos de carbono y crece con el numero
de insaturaciones y el mimero de grupos hidrofilicos intramoleculares. El
aumento de la polaridad del disolvente de desarrollo se traduce en
crecimiento de los valores de los Ry de estos dcidos grasos. Como
reveladores de las manchas generadas por los acidos grasos se utilizan
disoluciones etandlicas de rodamina 6G o de 2.7 - diclorofluoesceina o

vapor de iodo.
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6.10.- Cromatografia Gas - Liguido ( CGL)

La CGL aplicada al anilisis de dcidos grasos requiere la utilizacién
de temperaturas del orden de los 200 °C para conseguir su separacion, lo que
no es util por la fragilidad de sus moléculas, que pueden llegar a fraccionarse

a esa temperatura.

Por ello se utilizan diferentes reacciones quimicas que conducen a
derivados de los dcidos grasos mucho mds volatiles que ellos mismos, para

después someterlos al proceso cromatografico.

6.10.1.- Esterificacion de los dcidos grasos

En la bibliografia se pueden encontrar muchos métodos que permiten
la derivacion de compuestos mds voldtiles que los acidos grasos, aunque los
mas utilizados son aquellos que conducen a la formacién de los
correspondientes esteres metilicos. Una interesante revision de diferentes
metodos para la reaccidn de esterificacidn pueden encontrarse en el trabajo
de SHEPPARD e IVERSON °. De entre ellos los mds interesantes son los

que a continuacién se describen.

” SHEPPARD, A. J., e IVERSON, J. L. J Chromatogr., 25, 339 81985)
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6.10.2.- Esterificacion con HCI (metanol).

La reaccion que tiene lugar es la siguiente:

PELIK y MAHADEVAN ' proponen la preparacién de la disolucion

metandlica del cloruro de hidrégeno haciendo burbujear una corriente del gas

<eco en el metanol también seco y en condiciones ahnidras.

HORNSTEIN !! aplica el método a la determinacion de acidos grasos

libres en grasas y utiliza la resina IRA-400 como preconcentracion antes del

tratamiento con MeOH/HCl.

HOSHI 2 propone el uso de acetato cuprico monohidrato para evitar

alteraciones posibles en la reaccion con dcidos grasos poliinsaturados.

10 pELIK. N. y MAHADEVAN, V.- En Analysis of Lipids and Lipoproteins, editado por
G. Perkins. Am. Oil Chem. Soc, Chapman, IL, 24 (1975).

Il HORNSTEIN, | y otros., Anal. Chem. 32, 540 (1960).

12 HOSHI, M y otros., J. Lipid Res., 14, 599 (1973).
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6.10.3.- Esterificacion con trihaluro de boro (metanol).

La reacciéon que tiene lugar puede esquematizarse de la manera

siguiente:

KLOPFENSTEIN " recomienda el uso del tricloruro de boro para la
esterificacion, al igual que BRIAN “ que lo utiliza para comparar el
rendimiento de la reaccién de esterificacién con tricloruro de metilo o con

diazometano y aplicandolo a la sintesis de los ésteres metilicos de 4cidos

grasos derivados del ciclopropano.

Por su parte METCALFE y SCHMITZ " y AL MAKDESSI -

utilizan el trifluoruro de boro y lo aplican a dcidos grasos y a lipidos.

> KLOPFENSTEIN, W. E., J. Lipid Res. 12. 773 (1971)
"“ BRIAN, B. L. y otros.- J. Chromatogr., 66, 138 (1972)

"> METCALFE, L. D. y SCHMITZ A. A.- Anal Chern. 33, 363 (1961) y 38, 514 (1966)

‘° AL MAKDESSI, S., y otros, J Chromatogr. Sci., 25, 399 (1985)
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6.10.4.- Esterificacion con CH;l.

Dos tipos de métodos, al menos, se deben citar en este grupo:

A) GRUNERT y BASSLER ", después de extraer los acidos grasos
(de C10 a C18) de muestras de suero o plasma, tratan el extracto con CH;l
disuelto en acetato de etilo y con K,CO; a 90°C durante una hora, analizando

el resultado mediante CG.

B) GEHRKE y GOERLITZ " proponen un método que comienza
con la formacion de las sales potasicas de los acidos grasos (C6acCl8y
dicarboxilicos e hidroxidcidos) tratando la muestra con potasa alcohdlica,
luego con AgNO, en etanol del 95% y enfriar a 20° y, por ultimo, tratar el
residuo de sales con CH,l disuelto en n-pentano. El resultado lo analizan

mediante CG.

6.10.5.- Esterificacion con diazometano.

I a formacion de ésteres metilicos de los acidos grasos esta basada en

17 GRUNERT, A. y BASSLER, K. H., Z Anal. Chemn.- 267, 342 (1973)

18 GEHRKE, C. W. y GOERLITZ, D. F.- Anal. Chemn. 35, 76 (1963)
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La muestra conteniendo los dcidos grasos se disuelve en una mezcla
eter etilico y metanol y se la hace reaccionar con un ligero exceso de
diazometano. Cuando se desarrolla un color amarillo caracteristico se detiene
la esterificacion y se elimina el exceso de reactivo con disolucién de 4cido
acetico en éter etilico y en atmdsfera inerte de nitrogeno. El resultado se

puede analizar mediante CG.

Este procedimiento se ha aplicado al andlisis de gcidos grasos C10 -
C12 ", incluso para la preparacién a microescala 2°. Sin embargo la alta

reactividad de este reactivo sugiere su utilizacién con ciertas reservas 2!

" MORRISON, W. R. Y otros.- Chem. /nd. 1535 (1961)
** SCHWARTZ, D. P. y BRIGHT, R. S.- Anal. Biochem. 61, 271 (1974)

*I CHISTIE, W. W., Lipid Analysis, Pergamon Press, Oxford. 1982
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6.10.6.- Esterificacion con hidréxido de amonio cuaternario

Utilizando el hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) el proceso que

tiene lugar puede esquematizarse de la siguiente manera:

R - COOCH, + (CHy);N

Como reactivo se ha utilizado el TMAH 22, 23,24 o] hidroxido de

(m-trifluorometilfenil) trimetilamonio 25 . 26 aplicandose tanto a la

esterificacién de acidos grasos como de otros acidos carboxilicos.

22 ROBB. E. W. y WESTBROOK, J. J., Anal. Chern. 35, 1644 (1963)
23 DOWNING. D. T., Anal. Chem. 39, 218 (1967)

24 MIDDLEDITCH, B. S. y DESIDERIO, D. M., Anal. Lett,, 5605 (1972)
25 MacGEE, J. y ALLEN, K. G., J. Chromatogr., 100, 35 (1974)

26 McCREARY. KOSSA, W. C., RAMACHANDRAN, S. y KURTZ R. R, J.
Chromatogr. Sci., 16, 329 (1978)
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6.10.7.- Esterificacion con dimetil formamida dialquil acetal.

La reaccion quimica del proceso puede esquematizarse 27

(CH;),N-CH(OCH,),

El método es aplicable para metil, etil, propil, n-butil y z-butil

acetales.

Una vez obtenidos los ésteres de los acidos grasos, su separacion es
relativamente sencilla pudiendose para ello utilizar las diferentes técnicas
cromatograficas disponibles. ACKMAN ¥ hace un interesante estudio de la
aplicacion de la CLG para la separacion de lipidos y su analisis cualitativo
y cuantitativo empleando columnas empaquetadas o capilares a los dcidos

grasos que pueden estar presentes en diferentes tejidos humanos.

*’ THENOT, j. P., Anal. Lett., 5, 217 (1972)

’® ACKMAN, R. G..
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6.11.- Cromatografia liquida (LC)

La cromatografia liquida en cualquiera de sus modalidades de fase
normal, reversa tiene interés para el analisis de 4cidos grasos, pues en
ocasiones puede llegar a diferenciar enantiomeros, isémeros posicionales y
scidos hidroxi derivados. Como detectores mas frecuentes hay que citar
espectroscopias UV, fluorescencia, electroquimica, RIA, MS o resonancia de
spin electronico. Una interesante revision de algunos de los métodos de
aplicacion tanto de LC como de otras técnicas se puede encontrar en

Encyclopedia of Analytical Science *.

6.12.- Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El analisis de agentes surfactantes cationicos o anionicos presenta
importantes dificultades que nacen en muchas ocasiones de la presencia de
surfactantes no idnicos o de otros compuestos hidrofilicos en las muestras.
KONING * - 3! opina que se pueden resolver los problemas mediante el uso

de HPLC con columnas de silice en fase reversa como fase estacionaria y

2 Encyclopedia of Analytical Science . Academic Press (1995), Vol 4, pag, 2522.

30 KANING. H.. RYSCHKA, R. y STROBEL, W., Fresenius Z. Anal Chem., 321, 263
(1985)

31 KANING, H. y STROBEL, W., Fresenius Z. Anal Chem., 331, 435 (1988)
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mezclas metanol/agua como fase mdvil en condiciones isocraticas. La
deteccién de los correspondientes picos la realizan utilizando un
refractrometro diferencial, alcanzando un limite de deteccion de alrededor de

20 pg/mL.

KUDOK y TSUIJI * utilizan también HPLC en fase reversa para
estudiar surfactantes anidénicos obteniendo los correspondientes derivados
mediante reaccidon con 4-diazometil-N,N-dimetilbencenosulfonamida y
empleando un detector de ultravioleta. El método que describen es sencillo

de aplicar y rdpido en la obtencién de los resultados.

6.13.- Técnicas eléctricas.

6.13.1.-Potenciometria y valoraciones potenciométricas

La determinacién potenciometrica del punto final de una valoracion
también se ha utilizado con el fin de conocer la concentracion de

tensioactivos en disoluciones.

% KUDOK, M. y TSUJI. K., J Chromatog., 294, 456 (1984)
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vaen 1961 SEHER * la usé para estudiar el complejo insoluble que
o] tetrafenil borato sddico forma con los surtactantes no idnicos en presencia

de cloruro barico.

Con la misma finalidad UNO y MIYAJIMA * utilizan el Rojo
Congo para la deteccion del punto final. Se trata de valoraciones
potenciométricas en las que detergentes no idnicos forman complejos
ternarios con aniones lipofilicos en presencia de metales. Los electrodos
utilizados pueden ser de diversos tipos que pueden ir desde el de plata hasta
los selectivos de iones preparados sobre membranas de PVC y que suelen

atilizar como agente valorante tetrafenil borato sodico.

Un resumen de lo publicado entre 1965 y 1988 en este sentido puede
encontrarse en el articulo de VYTRAS, DVARAKOVA y ZEMAN ¥ en el
que preseanta los resultados encontrado para diferentes surfactantes no

idnicos en presencia de Ca(Il), Sr(II), Ba(ll)y ocasionalmente Pb(II).

También se han utilizado electrodos selectivos para la detrerminacion

de tensioactivos en agua. CAMPANELLA vy colaboradores % de la

N

33 SEHER. A.. Fete, Seifen, Anstrichm., 83, 617 (1961).
B¥UNO, Ty MIYAJIMA, K., Chern Pharm. Bull, 11, 75 (1983)

35 \/YTRAS. K., DVARAKOVA, V. y ZEMAN, |., Analyst, 114, 1435 (1989)

36 CAMPANELLA. L., MAZZEI, F. Y TOMASSETTI, M.,
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Universidad “La Sapienza” de Roma han propuesto la utilizacién de un sensor
para el electrodo idn-selectivo compuesto por un derivado del dcido célico
(colato de bencil-dimetil-cetil-amonio) utilizando como referencia Ag/AgCl,
consiguiendo un rango lineal para determinar concentraciones de anidnicos

desde 10° hasta 10° M, con unos coeficientes de correlacién superiores a

0.99.

6.13.2.- Conductometria

MEHROTRA, CHAUHAN y SHUKLA ¥’ de la Universidad de Agra
en la India, realizan un estudio acerca de los jabones conteniendo samario en
su esrtructura como derivados de los dcidos valeridnico, cdprico, caprilico y
caproico. Realizan medidas de conductividad empleando una celda con
electrodos de platino platinado a la temperatura de 40 °C. Concluyen que la
conductividad especifica decrece al crecer la longitud de la cadena del jabdn,
lo que puede ser debido a la menor movilidad de los aniones cuando crece

la longitud de la cadena.

6.13.3.- Polarografia

Un método para la deteminacién de surfactantes no idnicos en el

" MEHROTRA, K. N., CHAUHAN, M. y SHUKLA. R. K.. J. /ndia Chem. Soc., 66,
226 (1989)
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rango de concentraciones comprendido entre 10 y 1000 ppm puede
encontrarse en el articulo de DESBENE, DESMAZIERES, BASSELIER Y
DESBENE-MONVERNAY ** , utilizando deteccién polarografica después de
separar los componentes mediante cromatografia de particion en fase reversa

de los derivados obtenidos con cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo.

La optimizacion de la deteccion electroquimica la establen estudiando
la influencia de diferentes disolventes organicos (seleccionan
acetronitrilo/agua), la sal empleada como soporte [(C,H,),NCIO,] y el
potencial de reduccién ( -1 V frente a Ag/AgCl en modo directo o de -0,8

frente a Ag/AgCl en modo pulsante diferencial).

Esta deteccién polarografica es 50 veces mas sensible que la

deteccion ultravioleta.

33 DESBENE. P. L., DESMAZIERES, B., BASSELIER, J. J. y DESBENE-
MONVERNAY, A., J. Chromatogr., 465, 69 (1989)
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7.- DEPURACION DE AGUAS RESIDUALES

Cualesquiera procesos que se utilicen con el fin de eliminar agentes
contaminantes de las aguas residuales urbanas o industriales se conoce con
el nombre de depuracion de las mismas. Lo que a continuacién se expone no
€s mas que un muy breve comentario de las etapas de depuracién de un
planta, con el fin de indicar en su momento los puintos de la misma en los
que se han tomados las muestras a las que se han aplicado los diferentes

métodos analiticos porpuestos en esta memoria

Los procesos de depuracion se suelen calificar de primarios,
secundarios o completos segin el grado de tratamiento efectuado. EI
tratamiento de las aguas después de su participacion en los procesos de una
industria es necesario para eliminar los restos de productos de esa industria
que puedan afectar a la calidad del agua posterior o que puedan afectar a los

procesos de depuracion posteriores mas amplios.

Un esquema general simplificado de una depuradora actual se puede

ver en la grafica 1, tomado de la obra de HERNANDEZ *

* HERNANDEZ MUNOZ, A., Depuracién de aguas residuales. Colegio de
Ingenieros de caminos, canales y puestos y Servicio de publicaciones de la
Escuela de Ingenieros de Caminos de Madrid. 1990.
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Figura 1 . Esquema de la planta depuradora.
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Las aguas negras procedentes del colector emisario entran por (1) y
mediante las rejillas correspondientes se retiran los silidos gruesos que son
trasladados por cintas a recipientes adecuados para su posterior incineracion
O transporte a un vertedero. Si es necesario una bomba eleva estas aguas
hasta una altura conveniente para que el resto del proceso en la depuradora

ocurra por gravedad.

En los desarenadores (2) se retienen los sedimentos del agua que se
recogen, se lavan y se acarrean hasta la incineradora o el vertedero. Tras este
tratamiento es conveniente instalar un medidor de caudal para poder realizar
posteriormente un calculo de las cargas contaminates eliminadas, de los
tiempos de retencidn, consumo de reactivos, ete. Todo esto aportara datos

para conocer el costo econimico del proceso de depuracién.

Los tanques de mezcla (3) se utilizan por una parte para homogenizar

el agua y ademds, por incoreeporacion de aire, mantener frescas las aguas

negras.

En los tanques para la sedimentacién primaria (4) se deposita
aproximadamente el 60 % de los sélidos en suspension que son barridos
mecanicamente hasta una tolva adecuada y luego trasladados hasta los
espesadores de los lodos primarios (9), donde se concentran por gravedad has
un valor del 7 %. En estos tanques suelen aparecer también materiales

flotantes que son retirados y trasladados a la incineradora o al vertedero.
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El tratamiento bioldgico se realiza en los reactores (3) en los que la
aireacién y la agitacion favorecen el proceso metabdlico y la formacién de
flculos, que decantan en los decantadores secundarios (6) dotados, como los
primarios, de barrederas para 1r separando los lodos e irlos trasladandolos a
los espesadores de lodos secundarios (10), donde mediante la adicién de un
polielectrolito para la floculacién, son concentrados hasta un 4,8 % (11). La
flotacion (12) se realiza por recirculacion del efluyente del espesador, previa
presurizacién con inyeccion de aire. El sobrenadante se recircula a la cabeza
de la planta y los fangos a un deposito comun de regulacion (13) vy

espeamiento (14), antes de pasar a digestion.

[a estabilizacién de los fangos se realiza en los digestores (13)
mediante procesos anaerobios, generando gases que suelen almacenarse a
presion de unos 7 Kg/em’ y utilizarse posteriormete para alimentar los

seneradores de energia de la planta.
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CAPITULO 1

EXPERIMENTAL:

DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION
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1.- DISOLUCIONES Y REACTIVOS EMPLEADOS.

1.1.- Disoluciones empleadas.-

En este apartado se recojen todas las disoluciones empleadas a lo

largo de todo el trabajo experimental descrito en la presente Memoria.

1.1.1.- Disoluciones de acidos grasos. Han sido preparadas por

pesada exacta (+ 10 pg ) vy disolucién en metanol purisimo. Las

disoluciones se han conservado a 5% C en botellas de vidrio de 100 mL.

En la tabla 1.1 se especifica cada uno de los acidos grasos, su grado

de pureza, fabricante y concentracion de las disoluciones correspondientes.
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Tabla II.1.- Disoluciones patrén de dcidos grasos.

Acido graso Pureza Concentracion
. Fabricante mg L

Acido Céprilico - SIGMA 17.12 164.0
Acido Caprico SIGMA 10.52 | 102.0
Acido Laurico SIGMA 10.08 | 108.0
Acido Tridecanéico SIGMA 10.00 | 100.0
Acido Miristico SIGMA 9.92 100.4
Acido Palmitico SIGMA 10.44 96.0
Acido Oléico SIGMA 15.12 | 1044
| Acido Estedrico SIGMA 12.56 99.2
Acido Ardquico SIGMA 10.40 | 100.0
Acido Behénico SIGMA 103.2

10.12

Las disolucines de trabajo se prepararon por disolucién de éstas en

metanol absoluto.

1.1.2.- Disoluciones de diferentes agentes esterificantes. Se han

empleado dos agentes esterificantes:

- Hidréxido de Tetrametilamonio (TMAH). Suministrado por SIGMA
con una pureza > 97%. Se prepararon disoluciones al 20% en metanol, por

pesada y posterior disolucién en metanol absoluto.
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_ Trifluoruro de Boro (F;B). Suministrado por SIGMA como

disolucién al 14 % en metanol.

71.1.3.- Disolucién de NaCl. Se han disuelto 87.75 g de NaCl en 500

mL de agua desionizada.

1.2.- Reactivos solidos empleados.-

7 2 1.- Acido Etilendiamintetraacético, sal tripotasica, dihidrato

98 % . ALDRICH. Empleado en el método de referencia para la extraccion

de acidos grasos de fangos.

7.2.2.- Carbonato potasico PANREAC PRS. Empleado en el

método de referencia para la extraccion de acidos grasos de fangos.

1.2.3.- Cloruro potasico Pro analisis MERCK. Empleado en el

método de referencia para la extraccion de acidos grasos de fangos.

7 2.4.- Sulfato sédico anhidro Pro Analisis MERCK. Agente

deshidratante de los diferentes extractos organicos obtenidos.
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1.3 Disolventes organicos empleados.

1.3.1.- Metanol purisimo PANREAC PRS.

1.3.2.- Diclorometano (estabilzado con amileno) PANREAC PRS.

1.3.3.- Triclorometano PANREAC PRS.

1.3.4.- Tetracloruro de carbono PANREAC HPLC.

1.3.5.- n-Hexano PANREAC PRS.

1.3.6.- i1s0-Octano PANREAC PRS.

1.3.7.- Eter etilico LAB-SCAN HPLC.

1.3.8.- Eter de petréleo (40-60°C) PANREAC PRS.

1.3.9.- Triclorotrifluoroetano PANREAC PRS.

1.4.- Acidos inorganicos.-

1.4.1.- Acido Clorhidrico concentrado PANREAC PRS.
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2.- INSTRUMENTACION Y MATERIAL DE LABORATORIO.

2.1.- Instrumentacion.

2 1.1.- Sistema acoplado Cromatégrafo de Gases/Espectrometro

de Masas.

2.1.1.1.- Cromatégrafo de Gases Hewlett Packard 5890 Serie 1I,

provisto de:

- Portal de Inyeccion para columnas capilares sin division de muestra.

_ Homo cromatografico con un rango de temperatura 20- 400 °C.

_ Interfase de transferencia directa de muestra al espectrometro de

masas.

2.1.1.2.- Espectrémetro de Masas Hewlett Packard 5971A, provisto
de:

- Fuente de ionizacién por impacto electrénico a 70 eV.

- Separador de iones tipo cuadrupolo.

- Detector de 10nes

- Bomba de vacio

2 1.1.3.- Sistema de inyeccién automdtica, provisto de:

- Inyector Automatico HP
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- Bandeja Portamuestras HP

- Jeringa
2.2.- Aparatos.-

2.2.1.- pH-metro digital. HANNA INSTRUMENTS. HI 8414,

provisto de electrodo resina epoxi HI 12135.

2.2.2.- Agitador de varilla. Eurostar Basic. IKA
LABORTECHNIK. (50-2000 r.p.m.).

2.2.3.- Bano de Ultrasonidos. Selecta 1L..

2.2.4.- Bomba de agua para vacio. Biichi B-169 Vacuum-System.

2.2.5.- Agitador de tubos. Heidolph REAX 2000.

2.2.6.- Banos de agua. Selecta Precisterm S-140 y Selecta
Precistrem S-137.

2.2.7.- Estufa de Secado. Heareus 50-300 °C.

2.2.8.- Balanzas analiticas. Mettler PJ360 DeltaRange y Mettler
AE 163.
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2.2.9.- Rotavapor.- Heidolph VV1. 40-220 r.p.m.

2.2.10.- Arcon congelador EDESA.

7 3.- Material de laboratorio.

2 3 1.- Matraces aforados Afora clase A, de diferentes capacidades.

2.3.2.- Pipetas graduadas y aforadas Afora clase A, de diferentes

capacidades.

2.3.3.- Equipo filtracion Millipore, provisto de:

_ Portafiltros analiticos de soporte de vidrio sinterizado.

- Filtros Millipore de 47mm

2.3.4.- Equipo de vidrio Soxlhet de extraccion Solido-Liquido,

Afora.

2 3 5 - Embudos de decantacion de diferentes volumenes, Afora.

2.3.6.- Encapsulador de viales cromatograficos HP.

2.3.7.- Descapsulador de viales cromatograficos Tecnokroma.
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2.3.8- Viales de inyeccion cromatogrifica de 2 mL de capacidad

HP.

3.- ORDENADORES Y PAQUETES INFORMATICOS.-

3.1.- Ordenadores.-

3.1.1.- Ordenador HP Apollo Serie 400, provisto de :
- Pantalla de video HP 98754A
- Unidad de datos DAT HP 6000 (660s) Digital Data Storage
- Interfaces para establecer comunicacién con los diferentes

componentes del equipo:
3.2.- Impresoras.-

3.2.1.- Hewlett Packard LaserJet II1.

3.2.2.- Hewlett Packard DeskJet 560C.

3.3.- Paquetes informaticos.-
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La recogida y tratamiento de datos cromatograficos se ha realizado

mediante el programa HP-UX Chemsystem.

Las representaciones graficas se han llevado a cabo con el programa

Harvard Graphics v 3.0 (1991).

Como programas de cdlculo se han empleado Statgraphics v 6.0 y

Alamin.*

M

© GARCIA CAMPANA A., Tesis Doctoral. Universidad de Granada 1995.
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En este capitulo que dedicamos al tratamiento estadistico de la senal

cromatografica, se pretende profundizar en le conocimiento de dos aspectos

basicos de la metodologia analitica en Cromatografia de Gases como son: el

empleo del patrén interno y el calculo del limite de deteccion.



74 CAPITULO II

1.- ESTUDIO ESTADISTICO DE LA METODOLOGIA DEL PATRON
INTERNO EN CROMATOGRAFIA DE GASES.

1.1.- Introduccion

El método del patrén interno, descrito en 1969 por McNair y
Bonelli' , es en la actualidad universalmente utilizado para establecer sefiales
analiticas en cromatografia de gases. Su uso en esta técnica analitica ha sido
ampliamente descrito por diversos autores. Se han estudiado las condiciones
cromatograficas que debe de cumplir el patrén interno '** las ventajas que
implica suuso **, asi como algunas precauciones a tomar para minimizar los

errores inherentes a su empleo **%7.

'H. M. McNair and E.J. Bonelli, Basic Gas Chromatography, Varian Aerograph, 5th ed., 19609.
’R. C. Graham, Data Analysis for the Chemical Sciences. VCH Publishers, New York, 1993,

K. Robards, P. R. Haddad and P. E. Jackson, Principles and Practice of Modern Chromatographic
Methods. Academic Press, London, 1994.

‘A. Shatkay and S. Flavian. Anal. Chem. 49 (1977) 2222.
"A. Shatkay, Anal. Chem., 50 (1978) 1423.
°P.W. Crockett. Anal. Chem., 58 (1986) 699
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Por otra parte continuamente se sugieren modificaciones a la
aplicacion de esta metodologia a distintas técnicas analiticas de actualidad
tales como voltametria de pulso diferencial’, electroforesis capilar’,
espectrometria de masas con ionizacién quimica a presion atmosférica'’,

espectrometria de masas/transformada de Fourier'!, ICP-MS'2, SIMS".

Cuando se utiliza el método de patrén interno para cuantificar
analitos, el calibrado instrumental se obtiene a partir del cociente de las
sefiales analiticas que son las dreas (o las alturas) de los picos caracteristicos
del analito y del patrén intemo respectivamente, variando exclusivamente la

concentracion de analito:

A, G,
| A)
Ap 1 Cp 1.

A, . area analito.

M. Jemal and J. Bergum. J. Clin. Pharmacol., 32 (1992) 676.

SA_ R. Fernando and B. Kratochvil. Can. J. Chem., 69 (1991) 755.

9E V. Dose and G. Guiochon. Anal. Chem., 63 (1991) 1154.

10p_ R. Nelson. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2 (1991) 427.

IC, G. Jiang, L.S. Sheng and D. K. An. Org. Mass Spectrom., 26 (1991) 167.

I’E. Vanhaecke, H. Vanhoe, R. Dams and C. Vandecasteele. Talanta, 39 (1992) 737.

K . Meyer, B. Hagenhoff, M. Deimel and A. Benninghoven. Org. Mass Spectromss ’ZTQQ% MS’“TFP\

5 i
_,_,-.--:"’__Tr"" ™\ L
— _— Bl fﬂ.\ o
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Ap, : area patron intermno.
: concentracion analito.

Ce1 . concentracion patron intemo.

Al utilizar estos cocientes de senales se corrige cualquier variacion
instrumental que ocasionalmente puede afectarles y se puede emplear por
tanto con mayor seguridad para ajustar experimentalmente la funcién de
calibrado. A partir de ella, se pueden obtener predicciones sobre la
composicion de las muestras a analizar (inferencia estadistica) con mayor
precision. Sin embargo, es necesario que el ajuste estadistico de los datos
sea correcto a fin de detectar y en su caso evitar la presencia de errores

sistematicos en los resultados del andlisis.

[a regresion por minimos cuadrados conduce a una buena estimacion
de los parametros del modelo siempre que se cumplan unas hipétesis que
afectan a las variables predictora, x (concentraciéon o masa de analito), y
respuesta, y (senal analitica), y que esquematizamos como: a) Los errores se
tienen que producir unicamente en la medida de la variable respuesta; b) El
error en la medida de la senal debe estar normalmente distribuido; y ¢) La
magnitud del error aleatorio de la medida de la senal instrumental debe ser

constante e independiente de la concentracion de la disolucion patrén

(homocedasticidad).

Las areas (o alturas) de pico siguen una distribucion normal, sin
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embargo, dado que el cociente de dos variables normales no se ajusta a una
distribucién normal'®, el cociente de areas (o alturas) no cumpliria la segunda
de las hipétesis de partida. Los métodos de inferencia sobre la regresion
minimo-cuadratica funcionan bien con desviaciones moderadas de la
normalidad’®, pero, como comprobaremos a lo largo de este capitulo, a veces
se obtienen grandes desviaciones lo que obligaria a utilizar algoritmos de
regresién robusta'®!’ con la correspondiente pérdida en la precisién de las

estimaciones.

Bajo ciertas condiciones, el cociente de areas (o alturas) de pico
cromatografico se aproxima suficientemente a una distribuciéon normal y, por
ello, es posible utilizar la regresién por minimos cuadrados para establecer
la funciéon de calibrado. En el presente capitulo hemos estudiado las
condiciones estadisticas necesarias para que el cociente de las dreas de los
picos del analito y patrén interno se puedan ajustar a una distribucion normal,
y finalmente hemos deducido consecuancias practicas para el experimentador
en cromatografia a fin asegurar la normalidad de los cocientes de datos

obtenidos.

14A  Stuart and J.K. Ord, Kendall's Advanced Theory of Statistics. Vol. 2: Classical Inference and
Relationship”. Wiley, Chichester, 1991. Ch 11, p. 400

15A Martin Andrés and J.D. luna del Castillo, Bioestadistica para las Ciencias de la Salud. 4th ed.,
Norma, Madrid, 1994. Ch. 12, p. 461.

16G.R. Phillips and E.M. Eyring. Anal. Chem., 55 (1983) 1134
17p J. Russeueuw and A.M.Leroy. Robust Regression & Outliers Detection, Wiley, New York, 1987.
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Para llevar a cabo este estudio se ha seguido el siguiente protocolo:

a) Estudiar las condiciones en que el cociente de dreas independientes

(generadas aleatoriamente) cumplen la condicién de normalidad.

b) Estudiar las condiciones en que el cociente de dreas correlacionadas

(generadas aleatoriamente) cumplen la condiciéon de normalidad.

¢) Estudiar las condiciones en que el cociente de dreas obtenidas

experimentalmente cumplen la condicion de normalidad.

La generacion de variables aleatorias normales se ha realizado
mediante STATGRAPHICS' y para chequear la normalidad se ha utilizado
el test de Kolmogorov-Smirmov'”. A continuacién se describe el proceso

seguido en cada caso.
1.2.- Generacion variables aleatorias normales.
La generacion de variabes aleatorias normales puede hacerse

mediante el paquete informdtico STATGRAPHICS V6.0 . La utilizacién de

listas de nimeros aleatorios no es eficiente cuando trabajamos con el

"STATGRAPHICS 6.0, Statistical Graphics Corporation, 1983.

“J.C. Miller and J.N. Miller. Statistics for Analytical Chemistry, 2nd. ed., Ellis Horwood, Chichester,
1988. Ch. 6, p. 156-60.
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ordenador. En éstos se trabaja con los denominados numeros seudoaleatorios.
A partir de métodos aritméticos particulares, se obtienen secuencias de
nimeros seudoaleatorios que, si bien no son generados al azar, si verifican
una serie de propiedades: tener una distribucién uniforme 'y ser

estadisticamente independientes.

Aunque hay diversos métodos de generacion de numeros
seudoaleatorios, los mds usuales son los denominados métodos
congruenciales, que consisten en lo siguiente: A partir de un valor X,,
denominado semilla (que pude ser introducido por el usuario o bien lo
determina el propio ordenador a partir de la hora real u otros métodos), se

obtiene:

X, =(aX, +c) mod m

mod m: modulador m. Opera dividiendo (a X, + ¢) entre m, dando como

resultado final X, igual al resto de dicha division.

La eleccién de los valores a, ¢ y m es fundamental para que la
secuencia obtenida verifique las propiedades exigidas a los numeros
seudoaleatorios. Para ordenadores con tamarnio de palabra de 32 bits (un 4386,
por ejemplo), un conjunto adecuado de valores es m = 2°', a = 65539, c =0

y X, cualquier entero impar menor que 9999.
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Para determinados valores de a, ¢ y m enteros. Sucesivamente se

generan:
X, =(aX, +c) mod m

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii

Una vez obtenidos, pueden transformarse en valores con distribucidn

aleatoria uniforme U(0,1) mediante:

U -

I

XH
m

Una vez que contamos con la secuencia de numeros aleatorios
uniformes, definidos por la funcién U(0,1), se genera a partir de ella la
funcion de distribucion normal N(0,1). Para hacer esto se hace un muetreo

de 1000 valores de U(0,1) los cuales se ajustan a una N(0,1).

Y finalmente para obtener los mil valores de una distribucién normal
con media y varianza definidas por nosotros, simplemente hay que

destipificar la normal, o sea:
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Tipificar: Destipificar:

1.3.- Comprobacion normalidad de los cocientes.

Test de Kolmogorov-Smirnov.

El test de Kolmogorov-Smimov (K-S) (Miller) nos resuelve un
problema estadistico frecuente, que es la bondad de ajuste con datos
continuos (20). Este problema surge cuando se necesita probar la procedencia
de una muestra de observaciones de una distribucién en concreto. En nuestro
caso nos interesa comprobar si nuestras observaciones proceden de una
distribucién normal. Hay otros test para comprobar la<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>