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RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), generados por combustion
incompleta de materia orgénica, presentan particular interés debido a sus
caracteristicas cancerigenas y/o mutagénicas. Para el ser humano una de las vias de
exposicion a los PAHs es el consumo de alimentos grasos como los aceites vegetales.
Los principales problemas de la determinacién de PAHs en estas matrices oleosas son
su baja concentracion y la presencia de diversos interferentes. En general, su
determinacion involucra extraccion seguida por “clean-up” y posterior analisis

cromatogréfico, lo que significa consumo de tiempo y solventes.

En esta investigacion se estudié el potencial analitico de la extraccion liquido-
liguido asistida por microondas con extraccion en fase sélida (MAE-SPE) asociado a
espectroscopia de fluorescencia, para desarrollar un método rapido de “screening” y un
método de cuantificacién con el objetivo de detectar simultaneamente siete PAHs de
alta masa molar (228-278 g mol™) en aceites comestibles de oliva extra-virgen (OEV) y
maravilla refinado (MR). Los compuestos estudiados fueron: benzo[a]antraceno,
benzol[b]fluoranteno, benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,
benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-c,d]-pireno. Para el desarrollo del método de
“screening” los datos de fluorescencia de una via (a una longitud de onda), dos vias
(espectros de emision) y tres vias (matrices de excitacién-emision, MME) fueron
utilizados para construir los calibrados de concentracién total de PAHSs, aplicando
regresion lineal simple, minimos cuadrados parciales (PLS) y minimos cuadrados
parciales desdoblados (U-PLS), respectivamente. EI método de cuantificacion fue
desarrollado utilizando calibracion de segundo orden, aplicando minimos cuadrados
parciales desdoblados acoplado a bilinearizacion residual (U-PLS/RBL) y analisis de

factores paralelos (PARAFAC), asociados a matrices de excitacion-emision.

El grupo de tocoferoles y pigmentos (clorofila y feofitina) presentes en los aceites
fueron los principales interferentes en la deteccion de los PAHs por espectroscopia de
fluorescencia, observandose solapamiento espectral parcial y fenomenos de filtro

interno en el intervalo de longitudes de emisién de los analitos. La eficiencia para
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remover estos interferentes utilizando extraccion en fase solida en distintos
adsorbentes (silica, C-18, carbén grafitizado no poroso-CGNP- y fase mixta de CGNP
con aminopropil silica) fue estudiada, encontrando que silica era la fase mas eficiente
para eliminar pigmentos y tocoferoles, permitiendo detectar claramente la presencia de
los PAHs en los aceites comestibles a través de espectroscopia de fluorescencia. Las
recuperaciones individuales de los PAHSs luego de aplicar MAE-SPE fueron obtenidas

mediante HPLC-FLD, con resultados satisfactorios (62-84%).

Los limites de detecciébn (LOD) alcanzados por el método de “screening”
(expresados como concentracién total de PAHSs) dependieron del uso de datos
espectrales de una, dos o tres vias y estuvieron comprendidos entre 0,79y 7,0 ug kg™.
La mejor sensibilidad analitica (0,24 pg kg*) y el menor LOD (0,79 ug kg™) fue
alcanzado aplicando U-PLS a los datos de tres vias. En el método de cuantificacion, U-
PLS/RBL resultdé ser el mejor algoritmo aplicado para resolver la mezcla de PAHs en
presencia tanto de matrices oleosas de gran complejidad (aceites de OEV y MR) como
de PAHSs inesperados. Los limites de deteccién obtenidos con este método estuvieron
entre 0,07 y 2,0 ug kg® y las concentraciones predichas por U-PLS/RBL fueron
satisfactoriamente comparadas con las obtenidas por HPLC-FLD. Por lo que el método
propuesto es comparable y competitivo con el método cromatografico, siendo sus
principales ventajas la reduccion considerable del tiempo de andlisis y el consumo de

solventes.

Finalmente, el método propuesto fue aplicado a 21 muestras reales incluyendo
muestras comerciales de aceites de OEV, oliva puro (OP) y MR. Ninguna de las
muestras de aceite de MR present6 PAHSs a niveles de concentracion detectables. So6lo
en tres muestras de aceite OEV se detectd la presencia de un PAH (BkF). Las
concentraciones predichas por el método propuesto fueron comparables con las
obtenidas por el método cromatografico. La muestra de aceite de OP fue la Gnica que
presentd mas de un analito (BaA, BbF, BKF y DBahA) y sobre-exigié al modelo en las
predicciones de BaA y BbF. La gran diferencia en la composicion quimica de un aceite

de OP y un OEV o0 MR provocé la mala descomposicion de los datos.
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SUMMARY

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS), mostly formed by incomplete combustion
of organic matter, stand out mainly by their carcinogenic and mutagenic characteristics.
For humans one of the routes of exposure for PAHS is the intake of fatty food such as
vegetable oils. The major problems in the determination of PAHs in oily matrices are the
diversity of potential interferences present in the matrix and the low analyte levels. Most
of the methods for determination of PAHs usually implicate an extraction step, followed
by clean-up and finally a chromatographic determination, which involve solvent and

time consumption.

In this study, the suitability of microwave assisted liquid-liquid extraction coupled to
solid phase extraction (MAE-SPE) and fluorescence spectroscopy was investigated to
develop a rapid screening and quantification method for the simultaneous determination
of seven high molecular weight PAHs (228-278 g mol™) in extra-virgin olive oil (EVO)
and sunflower oil (SO). The studied compounds were: benz[a]anthracene (BaA),
benzo[b]fluoranthene (BbF), benzo[k]fluoranthene (BKF), benzo[a]pyrene (BaP),
indeno[1,2,3-c,d]-pyrene (IP), dibenz[a,h]anthracene (DBahA), and benzo[g,h,i]perylene
(BghiP). For the develop of the screening method fluorescence data of one (one
wavelength), two (emission spectrum) and three way (excitation emission matrix, EEM)
were used to build the calibration models for total PAHs concentrations, applying simple
linear regression, partial least squares (PLS) and unfolded partial least square (U-PLS),
respectively. The quantification method was performed using second order calibration
applying unfolded partial least square coupled to residual bilinearization (U-PLS/RBL)

and parallel factor analysis (PARAFAC), associated with EEMs.

Tocopherols and pigments (chlorophyll and pheopytin) present in oils were the
principal interferences on the PAHs detection by fluorescence spectroscopy, observing
partial spectral overlap and inner filter effects in the emission of analytes. The efficiency
to remove the interferences from oil using solid phase extraction on different adsorbents
(silica, C-18, graphitized carbon black -GCB- and dual phase GCB-aminopropyl! silica)

was studied. The results demonstrated that only silica was efficient enough to remove
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pigments and tocopherols, allowing the correct detection of PAHs in edible oils by
fluorescence spectroscopy. The individual recoveries of PAHs after the application of
MAE-SPE were obtained by HPLC-FLD, with successful results (62-84%).

The limits of detection (LOD) achieved for the screening method (expressed as total
concentration of PAHs) depended on the use of one, two or three way spectral data.
The LODs were between 0.79 and 7.0 pg kg™. The best analytical sensitivity (0.24 ug
kg™) and LOD (0.79 ug kg™) were achieved applying U-PLS to three way fluorescence
data. In the quantification method, U-PLS/RBL was the best algorithm applied to
resolve the mixture of PAHSs in presence of both complex oily matrices (EVO and SO)
and other unexpected PAHs. The LODs obtained were between 0.07 and 2.0 pg kg™
and the concentrations predicted by applying U-PLS/RBL method were statistically
comparable to those provided by the reference HPLC-FLD technique. Hence, the
proposed method using here is comparable and competitive to chromatographic
method, being their main advantage the reduction of both time of analysis and solvent

consume.

Finally, twenty one commercial samples of EVOO, pure olive oil (POO) and SO
were analyzed using the proposed method. None of SO samples exhibited PAHs at
detectable concentrations. Only in three EVOO samples one PAH was detected (BkF).
The predicted concentrations by the proposed method were similar compared to those
obtained using the chromatographic method. Exclusively POO sample exhibited more
than one PAH (BaA, BbF, BKF and DBahA) and the model was unable to predict the
concentration of of BaA and BbF concentrations. The great difference between the

chemical composition of POO and EVOO or SO produces bad data decomposition.
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1. INTRODUCCION

Los PAHs son una familia muy amplia de compuestos orgénicos, constituidos por
dos o més anillos arométicos fusionados conteniendo atomos de carbono e hidrégeno
en su estructura (Simon y col. 2008). Se destacan principalmente por las
caracteristicas cancerigenas y/o mutagénicas que presentan particularmente los de
alta mas molar (5-6 anillos arométicos) (Martinez y col. 2005). Se generan como
consecuencia de la combustiébn incompleta de materia organica por lo que son
incorporados continuamente al medio ambiente tanto por fuentes naturales como

antropogénicas (Moret y col. 2002; Teixeira y col. 2007).

Los seres humanos estamos expuestos a los PAHs por inhalacién directa de aire, el
humo del tabaco, el contacto directo de la piel con suelos, hollin o alquitran, el
consumo de aguas y de alimentos principalmente grasos (animales o vegetales)
(Arrebola y col. 2006). De acuerdo a Diletti y col. (2005) una de las principales fuentes
de exposicion a los PAHs para las personas no fumadoras son los alimentos, los
cuales pueden ser contaminados con estos compuestos desde el aire, suelo y agua, y

durante el procesado y cocinado.

Debido a su naturaleza lipofilica los PAHs pueden contaminar aceites y grasas,
alimentos importantes dentro la dieta alimenticia consumidos tanto de forma directa

como indirecta por su incorporacion en otros alimentos (Teixeira y col. 2007).

Se ha sugerido que las principales vias de contaminacién de los aceites vegetales
con estos compuestos son la contaminacion ambiental de la materia prima vegetal y la
contaminacién del aceite debida a su proceso de elaboracion en el cual la etapa de
secado, los solventes de extraccion, el quemado de sélidos, el material de empaque y
los residuos de aceites minerales utilizados como lubricantes en la maquinaria de las
plantas de extraccion de aceite, forman parte de esta fuente (Guillén y col. 2004; Lage
y col. 2005; Moret y col. 2005; Teixeira y col. 2007).



Las caracteristicas negativas de la mayoria de los PAHs de alta mas molar
(cancerigenos y/o mutagénicos) sumado a las diversas fuentes de formacion de estos
compuestos, justifican su control analitico tanto en muestras ambientales como en

alimentos (principalmente grasos).

Espafa generd una disposicion legal, efectiva desde el 1 de Julio del 2001, en la
cual fija un limite maximo de 5 pg kg' para la suma de ocho PAHs pesados:
benzo[a]pireno, benzol[e]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[a]antraceno,
benzolb]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, indeno[1,2,3-c,d]pireno y
benzo[g,h,i]perileno; y de 2 ug kg™ para cada uno en aceite de orujo de oliva (Boletin
Oficial del Estado 2001; Guillén y col. 2004; Moret y col. 2005; Purcaro y col. 2008). En
Chile a partir del 2003, afio en el que se modificd el Decreto Sanitario N° 977 de 1996,
se establecié en el articulo 249 de dicho documento, los mismos limites fijados por la
legislacion espafiola para el mismo grupo de 8 PAHs de alta mas molar, pero haciendo
extensiva la prohibicion a aceites y grasas comestibles en general (Ministerio de Salud
Republica de Chile 2009).

Los principales problemas asociados a la determinaciéon de PAHs en matrices
complejas como en el caso de los aceites y grasas son la presencia de diversos
compuestos interferentes y los bajos niveles de concentracion de los analitos (Lage y
col. 2005). La mayoria de las determinaciones de PAHs en matrices grasas involucran
una extraccion seguida por un “clean-up” y posterior determinacion cromatogréfica, lo
cual apunta a metodologias que requieren de largos tiempos de preparacion y analisis
de las muestras, convirtiéndoles en métodos poco practicos cuando el nimero de
muestras a analizar es elevado. Por otra parte, los métodos cromatogréaficos, si bien
son altamente selectivos y poseen limites de deteccidn bajos, son costosos y requieren
voliumenes importantes de solventes de alta pureza para la separacion y extraccion de

los analitos, generando con ello cantidades no despreciables de desechos.

Los métodos espectroscopicos de luminiscencia como la fluorescencia y la
fosforescencia son una alternativa mas répida y econOmica a los métodos

cromatogréficos clasicos. Sin embargo, la principal desventaja de éstos es su baja
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selectividad, especialmente cuando compuestos quimicamente similares deben ser
cuantificados en matrices complejas. Actualmente una de las formas de mejorar la
selectividad de estos métodos es el manejo de sus datos cualitativos y cuantitativos
mediante procedimientos multivariados avanzados como la calibracién multivariada
(Sikorska y col. 2005).

El presente trabajo de tesis doctoral busca desarrollar métodos analiticos que
incluyan una adecuada etapa de preparacion de muestras, junto a espectroscopia de
fluorescencia en asociacién con analisis multivariado de datos, para la determinacion
de PAHSs a nivel de residuos en aceites comestibles con el propoésito de ser aplicados

en aceites vegetales consumidos en Chile.



2. MARCO TEORICO
2.1 Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Los PAHSs, forman una gran familia de compuestos organicos, constituidos por dos

0 mas anillos arométicos fusionados, conteniendo 4&tomos de carbono e hidrégeno en

su estructura. En la Figura 1 se muestran las estructura de algunos PAHS.

\)\/ \)\/ =
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Fluoreno Maftaleno Fenantreno Pireno
T
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Benzol[g, hilperileno Benzo[a]pireno Criseno
o0
Dibenzo[a,h]lantraceno Indeno[1,2,3-c,dlpireno

Figura 1. Estructuras moleculares de algunos PAHSs.



Las propiedades fisico-quimicas de los PAHs estdn gobernadas por el tamafio
(referido al nimero de &tomos de carbono) y la forma de las moléculas. A temperatura
ambiente todos los PAHs completamente insaturados son sélidos y poseen puntos de
fusién y ebullicion relativamente altos. Son solubles en lipidos e insolubles en sistemas
acuosos. Su solubilidad en agua disminuye con el incremento de su masa molar. Sus
presiones de vapor son bajas y estan inversamente relacionadas con la masa molar.
En la Tabla 1 se pesentan las propiedades fisico-quimicas mas importantes de algunos
PAHSs.

Estructuralmente, los PAHs pueden clasificarse como alternantes o no-alternantes.
Los alternantes contienen sélo anillos de seis carbonos mientras que los no-alternantes
poseen ademas, anillos con nimero impar de carbonos (generalmente 5 o 7). Cuando
los anillos bencénicos estan fusionados en una distribucion lineal, el nombre del PAH
termina en aceno, pero si el arreglo es angular su terminacion es feno (Dabestani e
Ivanov 1999).

De acuerdo a la masa molar los PAHs son clasificados como livianos o de baja
masa molar (152-178 g mol™), de masa molar intermedia (202 g mol™) y pesados o de
alta masa molar (228-278 g mol™). La resistencia a la oxidacion, reduccion y
volatilizacién aumenta con la masa molar del PAH mientras que la solubilidad en agua
disminuye, de ahi que los PAHs pesados son menos reactivos que los livianos. Por
otra parte los livianos resultan altamente toxicos en ambientes acuaticos mientras que
los PAHs pesados son conocidos por sus propiedades cancerigenas y/o mutagénicas
(Nagpal 1993).



Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de algunos PAHs®.

Abreviacion Masa Estado Punto Punto Densidad Solubilidad Log Kow”  Presién

Molar fisico de Fusion de Ebullicion a 20°C en agua de Vapor

(g mol™) (°C) (°C) @mL")  (mglL™ (mm Hg)
Acenafteno AC 154,2 Sélido 95 96 1,23 1,9 3,98 4*10°
Acenaftileno ACEN 152,2 Sélido 92-93 265-275 - 3,9 4,07 0,029
Antraceno AN 178,2 Sélido 218 342 1,25 0,08 4,45 2*10°
Fluoranteno FLT 202,3 Solido 111 375 - 0,26 4,90 5*107°
Fluoreno FLU 166,2 Solido 116-117 295 - 1,9 4,18 3*10™
Naftaleno NAF 128,2 Sélido 80 218 1,16 30 3,30 0.087
Fenantreno FEN 178,2 Sélido 100 340 0,98 1,2 4,45 7*10™
Pireno PIR 202,3 Sélido 156 393 1,27 0,08 4,88 3*10°
Benzo[a]antraceno BaA 228,3 Sdélido 158-159 400 1,27 0,010 5,61 2*10°®
Benzo[b]fluoranteno BbF 252,3 Sélido 168 481 - 1*10° 6,04 5+107
Benzo[k]fluoranteno BKkF 252,3 Sélido 216 480 - 8*10™ 6,06 9*10™
Benzo[g,h,i]perileno BghiP 276,3 Sélido 273 550 - 3*10™ 6,50 1*10™°
Benzo[a]pireno BaP 252,3 Sdélido 179 495 1,35 2*10° 6,06 6+10”
Criseno CR 228,3 Sélido  255-256 448 - 3*10° 5,16 6*10"
Dibenzo[a,h]antraceno DBahA 278,4 Sélido 262 524 1,28 5+10™ 6,84 1*10™"
Indeno[1,2,3-c,d]pireno IP 276,3 sélido 164 530 - 0,06 6,58 1*10™

% Lista de los 16 PAHs de la US-EPA

b Logaritmo del coeficiente de particion octanol-agua.

e Dabestani, R.; Ivanov I. N., "Invited Review A Compilation of Physical, Spectroscopic and Photophysical Properties of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons",
Photochemistry and Photobiology, 1999, 70 (1): 10-34.

o Muller P.,"Potential for Occupational and Environmental Exposure to Ten Carcinogens in Toronto", Tox Probe Inc., 2002, B: 78-95.

¢ International Programme on Chemical Safety and the Commission of the European Communities, IPCS-CEC, "Naphthalene”, 1999, ICSC: 0667.



La actividad cancerigena y mutagénica de los PAHs ha sido asociada con el grado
de no-planaridad de la molécula. En general, los PAHs planares son mas estables,
menos reactivos y biolégicamente menos téxicos que los no-planares. Se cree que el
aumento en la reactividad de un PAH no-planar se debe al incremento del caracter
olefinico de algunos enlaces en la molécula. La sustitucion con un grupo metilo u otros
grupos en el sistema de anillos aromaticos de los PAH produce una distorsién en la
molécula sacadndola de su estructura plana. Por ejemplo, el 7,12-
dimetilbenzo[a]antraceno es un compuesto potencialmente cancerigeno mas reactivo
que el benzo[a]antraceno. Por otra parte las propiedades bioldgicas de los PAHs
pueden estar influenciadas por la distorsion provocada por el impedimento estérico
entre anillos. Por ejemplo, benzo[c]criseno y dibenzo[def,p]pireno son potencialmente
MAs cancerigenos que sus isdmeros pentaceno y hexaceno, respectivamente

(Dabestani e lvanov 1999).

Los PAHs son compuestos quimicos formados por sistemas complejos de anillos
(en su mayoria bencénicos) policondensados, lo que les confiere propiedades fisico-
qguimicas de alta lipofilicidad e inercia frente a reacciones quimicas comunes. Por lo
tanto, los PAHs son incapaces de actuar por si mismos como electroéfilos, especies que
podrian ser blancos directo de un nucledfilo celular como las bases amino presentes en
el ADN.

Para que los PAHs puedan generar un efecto cancerigeno, requieren de una
conversidon enzimatica a un derivado electrofilico. Se ha informado que la via
enzimatica por la cual se obtienen estos metabolitos biolégicamente activos seria:
epoxidacion en la region anti-K (region K': zona olefinica de la molécula), hidrolisis del
epoxido primario al dihidrodiol y posterior epoxidacion en el doble enlace adyacente
generando un diol-epdxido vecinal. El diol-epoxido que induciria la carcinogénesis es el
gue se forma adyacente a la region bahia del PAH en cuestion. En la Figura 2 se

muestra la ruta enzimatica de activacion de los PAHs (Luch y Baird 2005).

'K de Krebs palabra de origen Aleman que significa cancer.
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Figura 2. Via de mono-oxigenacion hacia la formacion del diol-epdxido

adyacente a la region bahia del PAH.

Existen alrededor de 10.000 PAHs pero sélo algunos se encuentran en cantidades
considerables en el medio ambiente y los alimentos (Wenzl y col 2006).

Los PAHs se generan e incorporan en el medio ambiente, tanto por fuentes
naturales como antropogénicas. Dentro de las fuentes naturales mas importantes se
encuentran las erupciones volcanicas y los incendios forestales, mientras que las
fuentes antropogénicas mas reconocidas son la quema de madera, los gases de
combustién vehicular, los generadores industriales, los incineradores, la produccion de
alquitran, asfalto y petréleo, la combustion incompleta de materia organica como:

carbon, aceite, gas, basura, tabaco, etc. (Dabestani e lvanov, 1999).



A nivel atmosférico la presencia de estos contaminantes se debe al uso de
combustibles fésiles, la quema de madera y los incendios forestales, pero la principal
fuente de contaminacion son las emisiones vehiculares (Liu y col. 2007).

En los suelos, la acumulacion de estos contaminantes organicos puede provenir del
depdsito de los PAHs asociados al material particulado que se encuentra en la
atmosfera, luego de un largo periodo de transporte (Dabestani e Ivanov, 1999). Lo
anterior, puede llevar a una contaminacién potencial de vegetales y alimentos y por
tanto causar una exposicién directa o indirecta al ser humano (Mueller y Shann 2006).
Ademas, la evaporacion y migracién de los PAHs que contaminan el suelo son posibles
fuentes de contaminacion de aguas subterraneas y re-contaminacion del aire (Srogi
2007).

Las principales vias de contaminacion de aguas superficiales son el depoésito de
PAHs provenientes de la contaminacion atmosférica, las descargas urbanas, los
efluentes municipales e industriales y los derrames de petréleo. El depdsito via
atmosférica incluye depésitos humedos y secos de particulas y vapores y es
considerado la entrada més importante de estos contaminantes en aguas superficiales.
La presencia de PAHs en agua potable puede atribuirse al uso de aguas superficiales y
subterraneas como fuentes de obtencion de agua potable o al uso de cafierias

cubiertas de alquitrdn en los sistemas publicos de suministro de agua (Srogi 2007).

Debido a su alta hidrofobicidad, los PAHs que entran en el ambiente acuatico se
asocian rapidamente con sedimentos y particulas suspendidas. La capacidad de
retencion de PAHs que poseen los sedimentos puede relacionarse con propiedades
fisico-quimicas como el tamafio de particula y el contenido de materia organica. Segun
Viguri y col. (2002), el contenido de materia organica en el sedimento esta

directamente relacionado con la capacidad de sorcidn hacia estos hidrocarburos.

Una vez que los PAHSs son introducidos al medio ambiente, pueden distribuirse en

aire, agua, suelo y sedimentos. De igual forma plantas y animales estan expuestos a



estos contaminantes, siendo el destino inequivoco de esta cadena alimenticia el ser

humano.

Los seres humanos estamos expuestos a los PAHs por diversas vias, desde la
inhalacién directa de aire contaminado, el humo del tabaco, el contacto directo de la
piel con suelos contaminados, hollin o alquitran y el consumo de aguas contaminadas
hasta el consumo de alimentos, principalmente aquellos de origen graso (animal o

vegetal) (Arrebola y col. 2006).

La alimentacién aparece como la principal fuente de ingesta de PAHs para aquellas
personas no expuestas ocupacionalmente a estos contaminantes (Srogi 2007; Marti y
col. 2008). De acuerdo a Diletti y col. (2005) una de las principales fuentes de
exposicion a los PAHs para las personas no fumadoras son los alimentos, los
cuales pueden ser contaminados con estos compuestos desde el aire, suelo y
agua, y durante el procesado y cocinado. En este mismo sentido, algunos autores
indican que la alimentacion seria la principal via de exposicion a los PAHS,
sobrepasando la exposicion ambiental (Cejpek y col. 1998; Barranco y col. 2003;
Wenzl y col. 2006; Pucaro y col. 2007).

Como consumidores de diversos alimentos, estamos expuestos a los PAHs
principalmente a través de la ingesta de carnes a la parrilla, carnes rostizadas,
pescados, cereales, vegetales, leche, aceites comestibles y grasas (Grova y col 2000;
Diletti y col 2005; Grova y col 2006; Cheung y col 2007, Alomirah y col 2011).
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2.2 Aceites vegetales

Los aceites vegetales estan constituidos principalmente por triglicéridos (95-98%), y
una pequefia fraccion (2-5%) compuesta por una mezcla compleja de compuestos
minoritarios que incluye alcoholes grasos, ceras, ésteres, hidrocarburos volatiles,

pigmentos, compuestos fendlicos y acidos triterpénicos (Sikorska y col. 2004).

Se ha sugerido que las principales vias de contaminacién de los aceites vegetales
con PAHs son la contaminacion ambiental de la materia prima vegetal y la
contaminaciéon del aceite debida a su proceso de elaboracién en el cual la etapa de
secado de los residuos del prensado inicial (orujo), los solventes de extraccion, el
quemado de sdlidos, el material de empaque y los residuos de aceites minerales
utilizados como lubricantes en la maquinaria de las plantas de extraccion de aceite,
forman parte de esta fuente (Guillén y col. 2004; Lage y col. 2005; Moret y col. 2005;
Teixeira 'y col. 2007).

De acuerdo al proceso mediante el cual el aceite vegetal es obtenido se definen
diferentes calidades de estos (extra virgenes, virgenes, refinados, mezclas de
refinados con virgenes y de orujo). Los aceites extra virgenes son extraidos
directamente desde el fruto o semilla sélo por procesos mecanicos sin requerir otros
tratamientos antes de su consumo. Esta ausencia de procesos de refinacion ayuda a
conservar las propiedades organolépticas y nutricionales que permiten diferenciar un
aceite extra virgen de los demas aceites comestibles. Sin embargo, las etapas de
refinado podrian ayudar a reducir el contenido de PAHs provenientes de la
contaminacién de las materias primas a través fuentes externas. Segun Teixeira y col.
(2007) la deodorizacion reduce fuertemente el contenido de PAHSs livianos, mientras
gue el proceso de blanqueado con carbdn activado seria una estrategia efectiva para
reducir el contenido de PAHs pesados. Por otra parte, los aceites de orujo son
obtenidos mediante el tratamiento de los residuos sélidos del proceso de extraccion, el
cual comprende un secado previo del residuo seguido de una extraccion con solventes
y refinado, incluyendo procesos de blanqueado y deodorizacion. En estos casos el uso

de altas temperaturas tanto en el proceso de secado como de extraccion aumentaria el
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riesgo de contaminacion (debida a procesos de elaboracion) de estos aceites con
PAHs (Martinez y col. 2005).

En general, la presencia de PAHs ha sido reportada en aceites de oliva, maravilla y
pepita de uva (Diletti y col. 2005). Barranco y col. (2003) informan concentraciones
elevadas de PAHs en muestras de aceites comerciales espafioles de maravilla, palma
y oliva (suma de concentraciones de 7 PAHs pesados en pg kg™ 21,6; 5,2; 2,3
respectivamente). Ademas, destacan la gran reduccién de las concentraciones de
estos compuestos entre una muestra de aceite de orujo de oliva comercial producida
antes y una producida después del verano del 2001 (298,6 pg kg* y 7,8 pg kg™
respectivamente), lo cual da cuenta del impacto provocado por la aparicion de la
regulacién espafola en Julio del 2001. Moreda y col. (2004) observaron que de los
aceites estudiados, el de maravilla refinado presentd concentraciones sobre los 10 ug
kg™ para la suma de 8 PAHs de interés y de 2,2 ug kg™ para el caso individual del BaP.
Martinez y col. (2005) realizaron un estudio dentro del cual determinaron la
concentracion de los PAHSs regulados por la legislacién espafiola en diversas muestras
de aceite de orujo de oliva, encontrando que 5 de las 25 muestras analizadas
sobrepasaban los limites establecidos en mas del doble de las concentraciones
permitidas y que del total de PAHs estudiados se observaron cuatro en mayor
proporcion en aceites de orujo de oliva que fueron excesivamente calentados durante
su produccién (BaA, BbF, benzo[e]pireno y BaP). Teixeira y col. (2007) determinaron el
contenido de PAHs en aceites de maravilla, soya y oliva virgen evaluandolos en
muestras comerciales y durante el proceso de refinacién de cada uno de ellos. Los
autores observaron que para las muestras comerciales el contenido de PAHs (suma de
livianos y pesados) fue de 8,8-9,7 ug kg™ en aceites de maravilla, 9,3-10,8 pg kg™ en
aceites de soya y 26,4 ug kg™t y 18,0 ug kg™ para las dos muestras de aceite de oliva
virgen. Los resultados obtenidos al evaluar el proceso de refinacién indicaron que se
produce una disminucién muy significativa en el contenido total de PAHs a través del
proceso de refinado (72%, 87% y 82% para aceite de maravilla, soya y oliva,
respectivamente). Recientemente, Ciecierska y Obiedzinski (2013) determinaron la
presencia de 19 PAHs en aceites comestibles poco comunes, encontrando

concentraciones totales de PAHs entre 23,4 (aceite de semilla de amapola) y 243 pug
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kg™t (aceite de calabaza). Por otra parte en la mayoria de los aceites fue posible
detectar BaA, CR, BbF y BKF. BaP fue detectado en aceites de amaranto, calabaza,
sésamo, falso comino y borraja pero sélo en el aceite de calabaza las concentraciones
de BaP (15,7 + 0,7 pg kg™ para n=9) superaron los limites establecidos por las

regulaciones.

En el escenario mundial de producciéon y consumo de aceites comestibles de origen
vegetal, el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) estimé que la
produccion a nivel mundial de estos alimentos grasos para el periodo 2010-2011
llegaria a 144,8 millones de toneladas. Del total estimado, el 8,0% corresponde a la
produccion mundial de aceite de maravilla, posicionandose en el cuarto lugar después
del aceite de palma, soya y raps, y el 2,0-2,2% al aceite de oliva. Si bien la produccién
de aceite de oliva sélo representa un poco mas del dos por ciento del total de los
aceites vegetales producidos a nivel mundial, su produccioén crece a una tasa de 0,3%
anual y el consumo mundial aumenta un 1,0%. En la Figura 3 se muestra la produccién

por especie de aceite vegetal en el total mundial.

Algodén 3,4% Coco 2,5% Oliva 2%

\

Mani 3,5%

Alm. Palma 3,9%

Maravilla 8,0%

Figura 3. Produccion mundial de aceites, periodo 2010-2011. Total

producido: 144,8 millones de toneladas. Fuente: ODEPA.
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En Chile, la exportacion de aceite de oliva durante el afio 2011 fue de 6.700
toneladas, es decir un 120% méas que en el 2010, lo cual supone una insercion
creciente del producto nacional en el mercado mundial (Chile Oliva 2011). Ademas se
estim6 que entre los afios 2004 y 2011 el consumo nacional tuvo una variacion de
461%, llegando en el afio 2011 a 756 g hab™ afio™ y proyectandose un consumo de
900 g hab™ afio™ para los proximos afios (Oficina de Estudios y Politicas Agrarias
2012). En cuanto al aceite de maravilla su importancia radica en las importaciones, que
ponen en evidencia el gran consumo de este producto en nuestro pais
(aproximadamente 3 kg hab™ afio™). Las importaciones de aceite de maravilla crudo y
refinado para el 2011 fueron de 17.123 toneladas lo cual representa un aumento del
142.7% con respecto al 2010 (Oficina de Estudios y Politicas Agrarias 2011). Aunque
los aceites comestibles son reconocidos como una potencial fuente de PAHs para los
seres humanos y en nuestro pais el consumo de estos alimentos en la dieta diaria es
relevante, no hay informacion disponible sobre el contenido de estos contaminantes

organicos en los aceites consumidos en Chile.
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2.3 Historia del control y la regulacién de los PAHs

En el afio 1970 la Agencia de Proteccion del Medioambiente de Estados Unidos
(US-EPA) generé una lista de los PAHs méas encontrados en muestras
medioambientales sobre los cuales enfocé sus investigaciones, la reconocida lista de
los 16 PAHSs de la US-EPA (Simon y col. 2008). En el 2002 el Comité Cientifico sobre
Alimentos de la Comision Europea (SCF) evalud la toxicidad de 33 PAHs y confirmé
que ocho de los 16 PAHSs listados por la US-EPA y siete adicionales eran los de mayor
importancia para la salud humana (European Commision 2002). Los 15 PAHs que la
SCF consideré como fundamentales son: BaA, BaP, BbF, BghiP, benzoljJfluoranteno,
BkF, CR, ciclopenta[c,d]pireno, DBahA, dibenzo[a,e]pireno, dibenzo[a,h]pireno,
dibenzo[a,i]pireno, dibenzo[a,l]pireno, IP y 5-metilcriseno. En Octubre del afio 2005 la
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), estudié 60 PAHs y los
reclasific6 dejando al BaP como cancerigeno (IARC Grupo |), ciclopentalc,d]pireno,
DBahA y dibenzo[a,l]pireno como probablemente cancerigenos (IARC Grupo IIA) y
nueve de los 15 PAHs del SCF: BaA, BDbF, benzo(j)fluoranteno, BkF, CR,
dibenzo(a,h)pireno, dibenzo(a,i)pireno, IP y 5-metilcriseno como posiblemente
cancerigenos (IARC Grupo 1IB) (Straif y col. 2005).

Un afio antes de que el SCF opinara sobre los riesgos que generaba la presencia
de PAHSs en los alimentos, controles analiticos realizados a un aceite de orujo de oliva
importado por la Republica Checa dieron como resultado altos niveles de PAHs por lo
que de acuerdo con la legislacion europea (Dir 92/59) se abri6é un rapido procedimiento
de alerta que consistié en un intercambio de informacién con los miembros de la Union
Europea (UE) con el objetivo de prevenir la venta de productos peligrosos para la salud
de los seres humanos (Purcaro y col. 2008). En respuesta, Espafia genera una
disposicion legal que se hace efectiva el 1 de Julio del 2001 en la cual fija un limite
maximo de 5 pg kg™ para la suma de ocho PAHs pesados: BaP, benzo[e]pireno (BeP),
DBahA, BaA, BbF, BKkF, IP y BghiP; y de 2 ug kg™ para cada uno en aceite de orujo de
oliva (Boletin Oficial del Estado 2001; Guillén y col. 2004; Moret y col. 2005; Purcaro y
col. 2008); disposiciones similares adoptan lItalia, Grecia y Portugal (Fromberg y col.

2007). Por otra parte, la legislacion canadiense da un limite maximo de 3 pg kg™ para
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la suma de los mismos ocho PAHs pesados de la legislacién espafiola y la Sociedad
Alemana de la Ciencia de la Grasa un limite maximo de 25 g kg™ para el total de los
PAHs presentes y de 5 pg kg™ para la fraccion de los PAHs pesados (Barranco y col.
2003). Chile a partir del 2003, afio en el que se modificé el Decreto Sanitario N° 977 de
1996, establecido en el articulo 249 de dicho documento, los limites fijados por la
legislacion espafiola para el mismo grupo de 8 PAHs de alta masa molar pero haciendo
extensiva la prohibicion a aceites y grasas comestibles en general (Ministerio de Salud
Republica de Chile 2009).

A principios del 2005 la UE introduce una nueva legislaciéon para uniformar los
limites de concentracién de los PAHs en alimentos en los diferentes paises miembros
de los estados europeos y en respuesta a los problemas de contaminacion destacados
en la opinién del SCF en el 2002. Con esta regulacion (N° 208/2005) la UE establecié
que BaP podria ser utilizado como marcador de la presencia de PAHs en alimentos y
gue provisoriamente el limite maximo permitido en aceites y grasas de consumo
humano directo o como ingrediente en alimentos seria de 2 ug kg™. Por otra parte se
recomendo que los paises miembros de la UE investigaran los niveles de los restantes
PAHSs indicados por el SCF y adicionalmente el benzol[c]fluoreno, destacado por la
Joint FAO/WHO Expert Committee of Food Additives, para revisar los limites
establecidos y agregar otras clases de alimentos (The Commission Of The European
Comunities 2005; Purcaro y col. 2008; Rodriguez y col. 2008; Simon y col. 2008). En el
aflo 2008 la Autoridad Europea de Seguridad de los Alimentos (EFSA) publicé dos
informes con los datos reunidos por los miembros de la Comunidad Europea,
concluyendo que BaP no era un marcador adecuado de la presencia de PAHs en
alimentos pero si lo seria la suma de cuatro PAHs pesados: BaP, CR, BaA y BbF
(European Food Safety Authority 2008; Pucaro y col. 2008; Ciecierska y Obiedzinski
2013). Estas disposiciones se hicieron efectivas el afio 2011 por medio de la regulacion
N° 835/2011 que establecié como limite maximo permitido 2 ug kg™ para la presencia
individual de BaP y 10 ug kg™ para la suma de los 4 PAHs pesados en aceites y grasas
comestibles de uso directo o como ingredientes en alimentos (Commission of the

European Communities 2011).
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2.4 Métodos analiticos para la determinacion de PAHs en aceites vegetales

comestibles

Los principales problemas asociados a la determinaciéon de PAHs en matrices
complejas, como en el caso de los aceites comestibles, son la presencia de diversos
compuestos interferentes y los bajos niveles de concentracion de los analitos (a nivel
de ug kg™) (Lage y col. 2005). La mayoria de las determinaciones de PAHs en estas
matrices oleosas involucran una extracciébn seguida por un “clean-up” y posterior
determinacion cromatografica. El proceso de extracciéon de los PAHs ha sido realizado
de diversas formas, como por ejemplo por medio de una particion liquido-liquido
(Guillén y col. 2004; Martinez y col. 2005; Ballesteros y col. 2006; Rose y col. 2007,
Teixeira y col. 2007; Wu y Yu 2012), extraccion en fase solida (SPE) (Moret y col.
2005; Purcaro y col. 2008), micro-extraccion en fase solida (SPME) (Vichi y col. 2007),
extraccion con fluidos supercriticos (SFE) (Zougagh y col. 2004; Lage y col. 2005) y
“head-space” (HS) (Arrebola y col. 2006). Diversos procedimientos de “clean-up”
basados en la SPE con sorbentes como C18, florisil y silica (Rose y col. 2007; Teixeira
y col. 2007; Simon y col. 2008; Wu y Yu 2012), asi como también la cromatografia de
permeacion en gel (GPC) (Cejpek y col. 1998; Fromberg y col. 2007) han sido
utilizados. La determinacion analitica de los PAHs se ha llevado a cabo principalmente
mediante HPLC-FLD (Moret y col. 2002; Barranco y col. 2003; Moreda y col. 2004;
Lage y col. 2005; Martinez y col. 2005; Moret y col. 2005; Teixeira y col. 2007;
Ciecierska y Obiedzinski 2013), o cromatografia de gases (GC) acoplado a
espectrometros de masas (MS) (Guillén y col. 2004; Diletti y col. 2005; Arrebola y col.
2006; Fromberg y col. 2007; Rose y col. 2007; Wu y Yu 2012).

Todo lo anterior apunta a metodologias que requieren de largos tiempos de
preparacion y andlisis de las muestras lo cual los convierte en métodos poco practicos
cuando el numero de muestras a analizar es alto. Por otra parte, los métodos
cromatogréficos clasicos si bien son altamente selectivos y poseen limites de deteccidn
bajos, son costosos y requieren volumenes importantes de solventes de alta pureza
para la separacion y extraccion de los analitos, generando con ello cantidades no

despreciables de desechos.
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2.5 Espectroscopia de fluorescencia asociada a quimiometria

La espectroscopia de fluorescencia asociada a quimiometria es una alternativa mas
rapida y econdmica a los métodos cromatograficos clasicos. La principal desventaja de
la espectroscopia de fluorescencia es su baja selectividad, especialmente cuando
compuestos quimicamente similares deben ser cuantificados en matrices complejas.
Actualmente una de las formas de mejorar la selectividad de este método es el manejo
de sus datos cualitativos y cuantitativos mediante procedimientos multivariados

avanzados como la calibracién multivariada (Sikorska y col. 2005).

El uso de técnicas multivariadas es considerado parte del campo de la quimiometria
y se desarrollaron a partir de los afios 70 por Bruce Kowalski y Svante Wold. La
quimiometria ha sido definida como la disciplina quimica que usa las matematicas, la
estadistica y la l6gica formal para disefiar o seleccionar procedimientos experimentales
Optimos, entregar la informacion quimica mas relevante mediante el analisis de los
datos y obtener un mayor conocimiento de los sistemas quimicos (Christensen y col.
2006).

Cuando se aplica la calibracién multivariada, en vez de utilizar s6lo uno de los
muchos datos obtenidos, se utiliza el intervalo de mayor interés. Esto genera una serie
de ventajas como por ejemplo reducir el ruido, que las sefiales no selectivas puedan
volverse selectivas y que soélo se requiera informacion sobre los analitos y no sobre las

demas sefales presentes (Bro 2003).

La calibracion que habitualmente se utiliza es aquella en la que se correlaciona un
vector de concentracion con un vector de respuesta, es decir, datos de una via
(calibracion de orden cero). Sin embargo, la correlacion puede ser realizada entre un
vector de concentracion y una matriz correspondiente a los espectros de emision para
cada muestra, generando datos de dos vias (calibracion de orden uno). En este Ultimo
caso se puede llevar a cabo una compresion de la informacion mediante un analisis de

componentes principales (PCA) que descompone la matriz de informacion X en
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matrices mas pequenas, una de “scores” (T), una de “loadings” (P) y una matriz E de

residuos espectrales, como se indica en la ecuacion (1).

X=TPT +E (1)

Esta nueva matriz T es entonces correlacionada con las concentraciones mediante
una regresion multiple llamada regresion por componentes principales (PCR), de este
modo el vector de concentraciones para un analito dado (y,) no es directamente

correlacionado con las respuestas instrumentales sino con una matriz mas pequefia.

Yn=Tv, + e (2)

Donde v, es el vector de coeficientes de regresion correspondiente y e es el vector
que recoge los errores de modelado.

Otra de las técnicas de regresion utilizadas en calibracién multivariada de primer
orden es la de los minimos cuadrados parciales (PLS), basado en un método de
andlisis de factores por el cual un espectro X (matriz) y concentraciones y, (vector) son

transformados simultdneamente en una estructura del tipo:

X=TPT+ E 3)

Yn=Tvr,+ e (4)

donde, P es la matriz de “loadings”, v, es el vector de coeficientes de regresion que
correlaciona la respuesta y, de cada analito con la matriz T de “score” y E y e son las
matrices de residuos. En este caso los factores v, y P, describen la maxima correlacion
posible entre la matriz de datos espectrales y el vector de concentraciones del analito
de interés (Brereton 2000; Devos y col. 2002). La principal desventaja de PCR y PLS
es que la presencia de interferencias no modeladas genera una mala prediccién de las

concentraciones.
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Cuando se dispone de medidas de fluorescencia total (fluorescencia de excitacién-
emision), en las cuales cada muestra proporciona una matriz de datos de fluorescencia
de excitacion-emision, se pueden realizar calibraciones multivariadas de tres vias
(segundo orden) ya que una serie de matrices de datos obtenidas por mdultiples
muestras generaran un arreglo de tres vias, X. Uno de los modelos utilizados para la
descomposicién de datos de tres vias es el analisis de factores paralelos (PARAFAC)
cuyo principio es minimizar la suma de cuadrados de los residuos, ey, basado en un

algoritmo de minimos cuadrados. La descomposicion matricial tiene la forma:

E
Xiik :Zaifbjf Cy T8k )
f=1

donde el elemento xj de X representa los datos por muestra i en los canales
instrumentales j y k (por ejemplo longitudes de excitacién y emisiéon). El arreglo de tres
vias es entonces descompuesto en un set de “scores", a;, “loadings” para el modo
emision, by, y “loadings” para el modo excitacion, c. El intervalo del modelo esta dado
por el numero de factores o componentes, F, necesarios para describir la variacion
sistematica en el arreglo de datos. La etapa crucial en el desarrollo del modelo es la
determinacion de F (Booksh 1996; Bro 1997; Christensen y col. 2006). Existen varios
criterios para su evaluacion, como el porcentaje de ajuste y la consistencia del nucleo
(Booksh 1996; Bro 2003), que entregan una medida de la variabilidad de los datos
experimentales reflejados por el modelo. Valores cercanos a 100 para ambos

pardmetros es lo deseado.

La descomposicion de los datos de tres vias cominmente entrega una solucion
matematica Unica para un numero dado de componentes, no existiendo ambigiiedades
matematicas en la solucion. Ademas, si el modelo PARAFAC es una descripcion de
una estructura quimica, los pardmetros del modelo tendran interpretacion quimica.
Especificamente, cada componente PARAFAC seré un estimado de la contribucion de
un fluoroforo y estard representado por el vector de “score” que contendra las
concentraciones relativas, un “loading” de emision que sera un estimado del espectro
de emision y un “loading” de excitacibn que sera un estimado del espectro de

excitacion. Para evaluar la calidad de los perfiles reconstruidos, se utiliza el criterio de
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similaridad (coeficiente de correlacion, r) donde se comprara el espectro real con el
obtenido por el algoritmo PARAFAC. Un valor de r igual a 1 indica coincidencia total.

Otro de los modelos cominmente utilizados en calibracion multivariada de segundo
orden es el de los minimos cuadrados parciales desdoblados (U-PLS). Este modelo
opera en dos etapas (Olivieri 2005), primero la informacién de la concentracion es
introducida en la etapa de calibracién (sin incluir datos de muestras desconocidas) para
obtener dos variables latentes: los “loadings” contenidos en la matriz P y los “loadings”
de peso contenidos en la matriz W. Estos son estimados a partir de las | matrices de
datos de calibracion X.; (de tamafio JxK, donde J y K son el numero de canales en
cada modo de datos) y los y vectores de concentracién (Ix1, donde | es el nimero de
muestras de calibracion). Las X.; matrices son primero desdobladas y luego

vectorizadas y agrupadas en una nueva matriz Z, como se indica en la ecuacion (6).

Zy = [vec(Xq1)|vec(Xc2)| - [vec(Xc )] (6)

Donde “vec” representa la operacion de vectorizacién (desdoblado), que convierte
las matrices JxK en vectores JKx1. Con esto la matriz Z, de tamafio JKx1, es entonces
utilizada para llevar a cabo el calibrado aplicando el modelo PLS comdn,
proporcionando un set de “loadings” P y “loadings” de peso W (ambos de tamafio
JKxA, donde A es el numero de factores) y coeficientes de regresion v (Ax1). El
parametro A se selecciona comunmente por validacién cruzada (leave-one-out cross
validation) (Haaland 1988). Si la calibracién fuera exacta, v puede ser empleado para
estimar las concentraciones de los analitos en una muestra desconocida utilizando la

ecuacion (7).

Y=ty v (7)

Donde t, es el “score” de la muestra problema, obtenido por proyeccién de sus

datos (desdoblados) X, en el espacio de los factores A como se indica en la ecuaciéon

).
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t,=W'P) W'vec(X,) ®)

Sin embargo, cuando las muestras presentan constituyentes inesperados v no
puede utilizarse directamente para predecir las concentraciones ya que se genera un
gran residuo espectral al reconstruir la matriz X. En este caso U-PLS puede ser

acoplado a bilinearizacion residual (RBL) para obtener la ventaja de segundo orden.

RBL es un procedimiento post-calibrado basado en PCA que permite modelar
aquellos constituyentes de la muestra que no estan presentes en el calibrado (Ohman
1990; Olivieri 2005, Bortolato 2008). La matriz de datos X, de una muestra con
constituyentes inesperados, es vectorizada [vec(X,)] y luego expresada como se indica
en la ecuacion (9).

Vec(xu)=Ptu+ [BunxGunx(cunx)T]"' eRrBL (9)

Donde egg, €es el error residual de RBL y Byny, Gunxs ¥ Cunx SON obtenidos a partir del
PCA (comunmente realizado por descomposicion de valores singulares, SVD) de una
matriz residual obtenida luego de reformular el vector erg, calculado, asumiendo que

las interferencias estan ausentes como se indica en la ecuacion (10).

BunxGunx(Cunx)' =SVD{reshape [vec(X,) — Pt,]} (10)

Donde “reshape” indica la operacién inversa a la vectorizacion, es decir convertir el
vector JKx1 en la matriz JxK, y la operaciébn SVD es aplicada utilizando el primer
componentes principal Ny, donde Ny« €s el nimero de componentes inesperados en

la muestra.

El procedimiento de RBL consiste en mantener constante la matriz de “loadings” P
en la ecuacién (9) y variar t,, con el objetivo de minimizar la norma de erg. (|€rsL]).
Durante esta minimizacion, los perfiles de los constituyentes inesperados son

continuamente actualizados a través de la ecuacion (6). En la ecuacion (9), la
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desviacion estandar (srp.) de los residuos puede ser considerada como una medida de
la bondad de ajuste (GOF) y esta dada por la ecuacion (11) (Bortolato 2008).

SRBL = ”eRBL”/[U - Nunx)(K - Nunx) - A]% (11)

Normalmente el numero de componentes inesperados se fija de acuerdo al Sgg_
obtenido para un numero creciente de Ny, asumiendo que el valor de sgg. Se€
estabiliza en un valor comparable con el ruido instrumental cuando el valor correcto de
Nux ha sido encontrado. Sin embargo, cuando el numero de -constituyentes
inesperados es elevado, este método no es adecuado dado que la seleccion de Ny
Optimo a través de GOF generalmente subestima el error generalizado del modelo.
Una alternativa a este procedimiento de estimacion de Ny, Optimo es el criterio de
validacién cruzada generalizada (GCV), en el que primero se define un error residual

penalizado (Spen) COMO:

Spen = SRBL [U X K)/[(J = Nynx) (K — Nynyx) — A]%] (12)

Luego para determinar el nimero 6ptimo de componentes inesperados se calcula la

razén R para un nimero creciente de N, como se indica en la ecuacion (13).

R = Spen(Nunx)/[SRBL (Nynx — 1)] (13)

El primer valor de N, para el cual R no exceda a uno corresponde al nimero

Optimo de componentes RBL o componentes inesperados.

A diferencia de lo que ocurre en la calibracion multivariada de primer orden con los
algoritmos PCR y PLS, la calibracibn de segundo orden permite predecir las
concentraciones de los analitos aun en presencia de interferencias no incluidas en el

modelo, lo cual constituye en esencia la ventaja de segundo orden (Olivieri 2008).
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Los algoritmos descritos han sido utilizados junto con espectroscopia de
fluorescencia para el andlisis cuantitativo de diversos compuestos organicos
incluyendo los PAHs (Sikorska y col. 2004). Los estudios de emision fluorescente de
los PAHs en matrices ambientales complejas con fines analiticos generalmente van
acompafiados de procedimientos multivariados avanzados puesto que fluorescen a
longitudes de ondas muy parecidas y la matriz puede contener interferentes
fluorescentes. En este sentido se han empleado espectros de emision normal o de
fluorescencia sincronizada (lo que mejora el potencial analitico de las mediciones) junto
a calibracién de primer orden o de fluorescencia total (matrices de emision-excitacion)

junto a calibracion de segundo orden.

Booksh y col. (1996) emplearon la matriz de excitacién-emisién (MEE) en conjunto
con PARAFAC para determinar naftaleno y estireno, en aguas oceanicas expuestas a
contaminacién por gasolina. EI modelo logr6 predecir de manera adecuada las
concentraciones de estos analitos pese a la presencia de un gran numero de
interferencias no modeladas, alcanzando limites de deteccion de 8,0 ug L™y 11 ug L™
para naftaleno y estireno respectivamente. Herndndez y col. (1998) determinaron
simultaneamente seis PAHs de interés ambiental (BaP, BeP, BghiP, coroneno, DBahA
e IP) en muestras de aguas marinas y agua potable mediante la técnica de
fluorescencia de angulo variable, utilizando un surfactante no iénico para incrementar
su intensidad de fluorescencia, en conjunto con tres modelos de calibracién
multivariada para la resolucion del sistema multicomponente: regresion lineal multiple
(MLR), PLS y redes neuronales artificiales (ANN). Los resultados mostraron la buena
capacidad predictiva de los modelos MLR y PLS en comparacién con la del modelo
ANN. Lo anterior se debe a que en ANN no considera una relacion a priori entre las
variables analizadas y las distintas interferencias espectrales, haciendo mas dificil una
correcta modelacion. Giamarchi y col. (2000) realizaron un estudio para la
determinacion de una mezcla de cinco PAHs: naftaleno, fluoreno, fenantreno, BaP y
fluoranteno utilizando medidas directas de fluorescencia en conjunto con PCR; con el
objetivo de fijjar de manera adecuada las condiciones de una muestra ambiental,
diluyeron los contaminantes en agua potable. Al analizar los espectros independientes

para cada PAHs observaron que al excitar a una misma longitud de onda (263 nm)
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cada PAHs mostré6 una A, especifica pero en un intervalo similar (300-500 nm)
mientras que el espectro de emision de la mezcla de los cinco compuestos no permitio
distinguir entre uno y otro. Al utilizar PCR y comparar las concentraciones reales con
las predichas observaron que el modelo se ajusté adecuadamente a los datos por lo
gque pese al solapamiento espectral de los PAHs fue posible cuantificarlos sin requerir
separaciones previas. Lee y col. (2004) aplicaron la técnica de fluorescencia inducida
por laser en conjunto con regresion PLS para detectar fenantreno y pireno en suelos y
compararon los resultados con los obtenidos por HPLC. Al evaluar los datos de
concentracion de ambos métodos obtuvieron coeficientes de correlaciéon de 0,96 y 0,90
para fenantreno y pireno respectivamente. Con los resultados entregados a través de
la regresion PLS demostraron que los PAHs en muestras de suelo podian ser
discriminados y cuantificados por espectroscopia de fluorescencia inducida por laser.
Nahorniak y Booksh (2006) evaluaron la capacidad de la fluorescencia total en
conjunto con PARAFAC para determinar BaP, fenantreno y BKF en matrices complejas
(extractos de aceite de motor y lixiviados de asfalto) y 2,3-benzofluoreno en presencia
de otros PAHs en medio acuoso. Los resultados demostraron que el método permitia
determinar estos PAHs en matrices complejas con errores de prediccién relativamente

bajos en la mayoria de los casos.

Otra aplicacién de la espectroscopia de fluorescencia en conjunto con andlisis
multivariado de datos, es la caracterizacion de aceites vegetales. Sikorska y col. (2004)
realizaron un estudio para caracterizar y diferenciar aceites comestibles comerciales de
soya, canola, maiz, maravilla, linaza y oliva utilizando la espectroscopia de
fluorescencia total. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de un maximo de
emision (Aem) cercano a 320 nm en todos los tipos de aceite, para una longitud de onda
de excitacion (Ae) de 290 nm, el que ha sido atribuido a tocoferoles. Por otra parte, en
algunos casos se observo un segundo maximo a A de 405 nm y Aey, de 670 nm
atribuido a pigmentos del grupo clorofilas. Observaron también méaximos adicionales en
el intervalo medio de longitudes de onda de excitacion y emision pero los compuestos
gue los provocaron no fueron identificados. Las posiciones exactas de los maximos de
emision de tocoferoles y pigmentos variaron levemente de un aceite a otro lo cual

resulta de las diferencias en las respectivas composiciones de cada componente en los
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aceites. Los autores citan que el contenido de tocoferoles en la mayoria de los aceites
vegetales varia entre 70 y 1.900 mg kg™ y que el grupo incluye cuatro tocoferoles
naturales (a, B, y y ®) y cuatro tocotrienoles (aT3, BT3, yT3 y 0T3). El grupo de los
pigmentos incluye clorofilas a y b, feofitinas a y b y carotenoides (Diaz y col. 2003).
Estos mismos autores realizaron una comparacion entre las técnicas de fluorescencia
total y sincronizada para clasificar distintos aceites comestibles: soya, canola, mani,
oliva, pepita de uva, linaza y maiz, encontrando que ambos métodos permitian
discriminar de forma adecuada los distintos tipos de aceites (Sikorska y col. 2005).
Zandomeneghi y col. (2005) estudiaron los espectros de fluorescencia, utilizando la
técnica front-face, de cuatro aceites de oliva extra virgenes de distintas ciudades
italianas producidos en afios diferentes y de aceites de mani y maravilla. Los
resultados indicaron la presencia de los mismos componentes indicados por E.
Sikorska y col. (2004); los diferentes aceites de oliva mostraron espectros que variaban
en su contenido de tocoferoles y pigmentos por lo que los autores indican que es
posible utilizar la informacion de los espectros de emision fluorescente para
caracterizar un aceite de oliva de un afo, origen geografico y cultivo en particular. En
los aceites de mani y maravilla observaron corrimientos en los maximos
correspondiente a los tocoferoles a longitudes de onda mas largas (400-500 nm) con
respecto al aceite de oliva (méximos entre 300-400 nm) y solo el aceite de maravilla
present6 un maximo cerca de 666 nm revelando la presencia de derivados

fluorescentes de la clorofila.

Pese al potencial que posee la espectroscopia de fluorescencia en asociacion con
la calibracion multivariada de datos para determinar mezclas de PAHs en matrices
complejas, no hay investigaciones que informen su utilizacién en aceites comestibles.
De acuerdo a lo anterior, esta investigacion busca desarrollar métodos analiticos que
incluyan una adecuada etapa de preparacion de muestras, junto a espectroscopia de
fluorescencia en asociacion con andlisis multivariado de datos, para la determinacion
de PAHs a nivel de residuos en aceites comestibles con el propésito final de ser

aplicados a aceites comunmente consumidos en nuestro pais.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis

La extraccion liquido-liquido asistida por microondas con posterior extraccion en
fase solida (MAE-SPE), asociada a espectroscopia de fluorescencia con analisis
univariado o multivariado de datos, puede ser utilizado como un método rapido y facil
para la determinacion de hidrocarburos arométicos policiclicos pesados (PAHs) en

aceites de oliva extra-virgen y maravilla refinado.

3.2. Objetivo General

Desarrollar un método analitico eficiente para determinar hidrocarburos aromaticos
policiclicos a nivel de residuos en aceites comestibles considerando para ello una
adecuada preparacion de muestras, espectroscopia de fluorescencia y calibraciéon
multivariada con la finalidad de ser aplicados a productos de este tipo comUnmente

consumidos en Chile.

3.3. Objetivos Especificos

e Estudiar los espectros de absorcion, excitacion y emision de aceites
comestibles de oliva y maravilla y de los PAHs: benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,
benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, indeno[1,2,3-c,d]pireno y

benzol[g,h,i]perileno en solvente.

e Proponer y desarrollar métodos de preparacion de muestras mediante
extraccion liquido-liquido y/o extraccion en fase sélida, con fines de extraccion y
limpieza, de modo que permitan eliminar o disminuir los interferentes en la

determinacion de los PAHs mediante espectroscopia de fluorescencia.

e Evaluar la efectividad del procedimiento de limpieza de la muestra por medio de

la espectroscopia de fluorescencia.
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e Evaluar la recuperacion de los analitos de interés mediante un método

cromatogréfico de referencia, HPLC-FLD.

o Desarrollar un método analitico de “screening” basado en espectroscopia de
fluorescencia junto con calibracion univariada 6 multivariada, de primer orden de tipo
PLS 6 de segundo orden del tipo U-PLS, para la determinacion de los PAHs en los

aceites seleccionados.

e Evaluar la factibilidad de utilizar la espectroscopia de fluorescencia total junto
con calibracion multivariada de segundo orden del tipo PARAFAC y U-PLS/RBL, para
cuantificar los PAHs de interés en los aceites comestibles mencionados.

e Validar los métodos basados en espectroscopia de fluorescencia, evaluando
distintos parametros de calidad analitica: limite de deteccion, limite de cuantificacion,
sensibilidad, selectividad, exactitud, repetibilidad y reproducibilidad y sus capacidades
predictivas en presencia de otros PAHSs.

e Aplicar los métodos propuestos a muestras de aceites comestibles de oliva y

maravilla disponibles en el mercado.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos y soluciones

Se trabajo con estandares sélidos certificados de acenaftileno (ACEN), antraceno
(AN), fenantreno (FEN), fluoranteno (FLT), fluoreno (FLU), benzo[b]fluoranteno (BbF),
benzolk]fluoranteno (BkF) e indeno[1,2,3-c,d]-pireno (IP) marca Accustandard (New
Haven, CT, USA), acenafteno (AC), pireno (PIR) y criseno (CR) marca Supelco
(Bellefonte, PA, USA), naftaleno (NAF), benz[a]antraceno (BaA) y benzo[g,h,i]perileno
(BghiP) marca Aldrich (Steinheim, Germany), benzo[a]pyrene (BaP) vy
dibenzo[a,h]antraceno (DBahA) marca Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany) y clorofila
a marca Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Se utiliz6 n-hexano y acetona marca Merck (Darmstadt, Germany) grado andlisis de
residuos de pesticidas; acetonitrilo y 2-propanol marca Merck (Darmstadt, Germany) y
diclorometano marca Mallinckrodt Chemicals (Phillipsburg, PH, USA) grado HPLC.

Todos los solventes fueron usados como se recibieron.

Las soluciones “stock” de los PAHs puros (100 pug mL™) fueron preparadas en
acetonitrilo. A partir de ellas, soluciones mas diluidas (100 ug L™) en n-hexano fueron
elaboradas tomando volimenes apropiados de las soluciones “stock”, evaporandolos
con nitrégeno y diluyendo en n-hexano. Todas las soluciones fueron almacenadas a 4
°C en viales ambar silanizados y protegidas de la luz. Las soluciones permanecen
estables por un periodo de seis meses. Los estandares soélidos asi como las soluciones
de PAHs fueron manipulados con extrema precaucion, utilizando guantes y ropa de

proteccion.

La solucién “stock” de clorofila a (40 ug mL™) fue preparada en acetona. A partir de
ésta se prepar6 una solucion de 40 pyg mL™ de feofitina a en acetona mediante
acidificacién con &cido clorhidrico (1 mol L™) de 10 mL de solucién de clorofila a de

acuerdo a lo descrito por Galeano y col. (2003).
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Para el estudio de “clean-up” mediante extraccion en fase soélida se utilizaron
columnas Discovery ® DSC-Si silica (12 mL, 2 g), ENVI-Carb ® (6 mL, 0,5 g) y ENVI-
Carb/LC-NH; (6 mL, 1 g) marca Supelco (Bellefonte, PA, USA) y SuperSPE ® C18 (6
mL, 0,5 g) marca Luknova (Mansfield, MA, USA).

4.2. Aparatos y “software”

Para la preparacion de muestra se utilizé un sistema de microondas Milestone
(Sorisole, BG, ltaly) equipado con una unidad de digestion por microondas de alta
eficiencia modelo mls-1200 Mega, un modulo de escape de gases modelo EM-45/A, un

monitor de control modelo Mega-240 y un rotor con 10 posiciones.

Las medidas de fluorescencia clasica y total fueron realizadas en un espectrometro
de Iluminiscencia Varian Cary-Eclipse (Mulgrave, Autralia) equipado con dos
monocromadores Czerny-Turner y una lampara de destello de xendn; conectado a un
computador mediante una interface serial IEEE 488 (GPIB). Los espectros de
fluorescencia utilizados para la calibracion de orden cero y primer orden fueron
registrados a Ae: 290 Nnm y Agn: 310 nm a 700 nm cada 2 nm a una velocidad de
barrido de 600 nm min™ utilizando un promedio de tres barridos. Mientras que los
espectros de excitacion-emision fueron registrados en los intervalos: Ae: 250-400 nm
cada 5 nm y Aem: 370-550 nm cada 2 nm, a una velocidad de barrido de 600 nm min™.
Se trabaj6é con una celda de cuarzo de 1,00 cm y los “slit” de excitacion y emision se
fijaron en 10 nm. Los espectros fueron guardados en formato ASCIl para su

manipulacion posterior.

Los andlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
fluorescencia (HPLC-FLD) se realizaron en un cromatografo liquido marca Waters
(Milford, MA, USA) equipado con una bomba cuaternaria Waters 600, un detector de
fluorescencia Waters 2475 multi-A y un “autosampler” Waters 717 Plus. El sistema de
control, la adquisicion y procesado de los datos se llevd a cabo con el “software”

Empower. Para la separacion cromatografica de los PAHs se utilizd una columna
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Intertsil HPLC ODS-P (250 x 4,6 mm diametro interno, 5 ym tamafio de particula)
marca GL Sciences (Tokyo, Japan). La temperatura de la columna se mantuvo
constante a 30 °C para obtener tiempos de retencidon reproducibles. La fase movil
usada consistié en una mezcla de acetonitrilo (A) y agua (B) y se trabaj6é a un flujo de
1,4 mL min™. El programa de elucion optimizado fue: 0-10 min gradiente lineal de 70 a
90% A; 10-15 min 90% A isocratico; 15-20 min gradiente lineal de 90 a 100% A; 20-32
min 100% A isocratico y regreso a las condiciones iniciales: 32-35 min gradiente lineal
de 100 a 70% A; 35-38 min 70% A isocratico. Se utilizé un volumen de inyeccion de 20
pL. Para la deteccion de los PAHSs se trabaj6é simultdneamente con cuatro canales para
definir los pares de longitudes de onda de excitacién y emision (Aex/ Aem): canal A
220/330; canal B 292/410; canal C 292/426; y canal D 300/500. La identificacion de los
PAHSs se realizd6 por comparaciéon de los tiempos de retencion (t, en minutos) con los
obtenidos para los estandares en las mismas condiciones. La identificacion de los
picos cromatograficos fue confirmada ademas mediante el método de co-inyeccién de

extractos de aceites fortificados con los estdndares correspondientes.

Los andlisis por cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS)

fueron realizados por un laboratorio nacional de servicios.

Las rutinas para el pre-tratamiento (eliminacion de Rayleigh en las matrices de
excitacion-emision) (Zepp y col. 2004) y procesado de los datos fueron escritas en
MATLAB (The MathWorks Inc 2000). Las rutinas empleadas para PLS, PARAFAC y U-
PLS/RBL se encuentran disponibles en internet (http://www.models.kvl.dk/algorithms).
Los algoritmos fueron implementados utilizando la interface grafica MVC1 y MVC2,

también disponible en internet (http://www.chemometry.com).
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4.3. Preparacién de muestras

4.3.1 Extraccion liquido-liquido convencional

Como método convencional de extraccion liquido-liquido (L-L) se utilizé el
procedimiento propuesto por Martinez y col. (2005), con algunas modificaciones. Una
masa de 1,00 + 0,01 g de muestra de aceite fue pesada en un tubo de centrifuga y 10
mL de acetonitrilo fueron adicionados. La mezcla fue agitada vigorosamente por 3 min
en un agitador por vortex y sonicada por 5 min. La suspensién fue centrifugada a 2500
rpm por 5 min y la capa superior transferida a un balén de fondo redondo de 50 mL
utiizando una pipeta Pasteur. La extraccibn se repiti6 adicionando 10 mL de
acetonitrilo al aceite restante. Luego de 3 etapas de extraccién los extractos reunidos
en el balén fueron evaporados a sequedad utilizando un equipo de rota-evaporacién al
vacio con un bafio termo-regulado de agua a 65°C. EIl residuo fue pesado para
determinar la masa de aceite co-extraida y luego re-disuelto en 2 mL de n-hexano para
su analisis por fluorescencia o en 1 mL de n-hexano para su posterior “clean-up” por

extraccion en fase soélida.

4.3.2Extraccion liquido-liquido asistida por microondas

Para la extraccion L-L asistida por microondas (MAE) se utilizd un sistema
previamente disefiado en el laboratorio (Fuentes y col. 2009). Una masa de 1,00 £ 0,01
g de muestra de aceite fue pesada en un matraz Erlenmeyer de 50 mL con boca
esmerilada y 30 mL de acetonitrilo fueron adicionados. Un condensador de bolas fue
adaptado al esmeril del matraz y el sistema fue introducido en el microondas por 19
min a 150 W. Un méaximo de 8 muestras fue extraido al mismo tiempo. Una vez
enfriado el sistema, los condensadores fueron lavados con 2 mL de acetonitrilo y
posteriormente removidos del matraz. El extracto fue cuidadosamente transferido con
pipeta Pasteur a un balén de fondo redondo de 50 mL y evaporado a sequedad en un
equipo de rota-evaporacion al vacio con un bafio termo-regulado de agua a 65 °C. El

residuo fue pesado para determinar la masa de aceite co-extraida y luego re-disuelto
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en 2 mL de n-hexano para su andlisis por fluorescencia o en 1 mL de n-hexano para su

posterior “clean-up” por extraccion en fase sdlida.

4.3.3Extraccion en fase solida

La extraccion en fase solida como etapa de “clean-up” fue realizada utilizando una
columna de 2 g de silica previamente lavada con 5 mL de diclorometano y
acondicionada con 5 mL de n-hexano. Luego, 1 mL de extracto final obtenido por
extraccion L-L (convencional o MAE) fue cargado sobre la columna (1 mL para
extractos de aceite de oliva y 0.5 mL para extractos de aceite de maravilla) y los PAHs
eluidos con 15 mL de una mezcla n-hexano:diclorometano 80:20 (v/v). El eluato fue
recolectado en un vial ambar de 22 mL y evaporado con flujo de nitrégeno. El residuo
fue disuelto en 3 mL de n-hexano y 2 mL fueron utilizados para el analisis por
espectroscopia de fluorescencia; el volumen restante fue evaporado a sequedad con

flujo de nitrégeno y re-disuelto en 1mL de 2-propanol para el analisis por HPLC-FLD.
4.4. Muestras

4.4.1Método de “screening”

44.1.1  Set de muestras de calibracion

Se trabajé con un set de 7 muestras de calibrado consistentes en extractos de
aceite de oliva extra-virgen fortificados con cantidades crecientes de los 7 PAHs (Tabla
2) al final de la etapa de MAE descrita anteriormente. Los extractos fueron luego

llevados a la etapa de “clean-up” por SPE y finalmente analizados por espectroscopia

de fluorescencia bajo las condiciones descritas.
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Tabla 2. Concentraciones individuales y totales de PAHs en extractos MAE

de aceite de oliva extra-virgen.

Concentracion (ug kg™)

Muestra

BaA BbF BkF BaP DBahA BghiP IP  Total
C1 0,40 0,40 0,10 0,40 0,40 0,40 0,80 3,0
Cc2 10 10 025 1,0 1,0 1,0 2,0 8,0
C3 20 20 050 20 2,0 2,0 4,0 14
C4 30 30 075 30 3,0 3,0 6,0 22
C5 50 50 1,2 5,0 5,0 5,0 10 36
C6 8,0 80 2,0 8,0 8,0 8,0 16 58
C7 12 12 3,0 12 12 12 24 88

4.4.1.2 Set de muestras prueba

Con el objetivo de evaluar la capacidad predictiva del método de “screening” se
prepard un set de muestras prueba constituido por muestras blanco de aceite de oliva
extra-virgen (BOEV) y maravilla refinado (BMR) y muestras de aceite de oliva extra-
virgen (OEV) fortificadas con los 7 PAHs a niveles bajos de concentracion. En la Tabla

3 se muestran las concentraciones de cada analito en las muestras OEV fortificadas.

Tabla 3. Concentraciones individuales y totales de PAHs en las muestras

OEYV fortificadas.

Concentracion (ug kg™)

Muestra .
BaA BbF BkF BaP DBahA BghiP IP Total
OEV1 40 025 10 025 0,25 0,25 5,0 11
OEV2 0,25 025 0,16 025 0,25 025 10 24
OEV3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 40 0,00 40
OEV4 0,40 0,40 0,20 0,40 0,40 0,40 0,80 3,0
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4.4.1.3 Set de muestras para evaluacion de la eficiencia de extraccion de
MAE-SPE

Un set de 6 muestras de aceite OEV fortificadas al mismo nivel de concentracion
fue utilizado para evaluar la capacidad de extraccion del método MAE-SPE vy
compararlo con el método de extraccion L-L clasico-SPE. Las muestras fueron
fortificadas con 4,0 ug kg™ de BaA, BbF, BaP, DBahA y BghiP; 1,6 ug kg™ de BkF; y 10
ug kg™ de IP (PAHSs totales 31,6 ug kg™ y divididas en dos grupos para aplicar ambos
métodos de preparacién de muestra. Los extractos MAE-SPE y L-L clasica-SPE fueron
analizados por HPLC-FLD para determinar las recuperaciones individuales de los
analitos y espectroscopia fluorescencia con calibracion multivariada como método de

“screening” para determinar la recuperacion de PAHSs totales.

4.4.2Método de cuantificacion mediante calibracién multivariada de segundo

orden

4421 Set de muestras de calibracién

Se prepar6 un set de 17 muestras de calibracion conteniendo los 7 PAHs
estudiados en n-hexano a partir de las soluciones diluidas de cada analito. Del set de
17 muestras, 12 de ellas correspondieron a soluciones preparadas de acuerdo a un
disefio Palackett-Burman. Las concentraciones utilizadas estuvieron en el intervalo de:
0-2,0 yg L™ para BaA, BbF, BaP y DBahA; 0-0,50 ug L™ para BkF; 0-4,0 ug L™ para
BghiP; y 0-2,5 yg L™ para IP. Las restantes 5 muestras correspondieron a una solucion
blanco, una solucién conteniendo los 7 PAHs a una concentracion intermedia (1,06 ug
L™ de BaA, BbF, BaP, DBahA y BghiP; 0,29 ug L™ de BKF; y 1,50 pg L™ de IP), una
solucién de 2,00 ug L™ BbF y dos soluciones de BghiP a diferentes concentraciones
(2,00 y 4,00 yg L™). Los espectros de excitacion-emision de las muestras fueron

obtenidos y los datos sometidos al analisis de segundo orden.
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4.4.2.2 Set de muestras de validacion

Un conjunto de 11 muestras de aceite OEV orgéanico, obtenido en un supermercado
de Santiago, fue utilizado para preparar el set de validacién. Las muestras fueron
procesadas de acuerdo al método de preparacion MAE-SPE descrito anteriormente y
fortificadas en la etapa final del proceso con diferentes volimenes (orden de pL) de las
soluciones diluidas de los 7 PAHs seleccionados. Los espectros de excitacidbn-emision
(matrices de excitacion-emision, MEE) fueron obtenidos y los datos sometidos al
analisis de segundo orden. Las muestras de validacion fueron preparadas utilizando el

mismo intervalo de concentraciones definido en el set de calibracion.

4.4.2.3 Set de muestras prueba

Con el proposito de evaluar la aplicabilidad del método investigado, se analizaron
muestras de distintas marcas y tipos de aceites comestibles. Para este proposito,
muestras de cuatro marcas de aceite OEV y dos de aceite de maravilla refinado (MR)
fueron obtenidas en supermercados de Santiago. Debido a que estas muestras no
contienen PAHs o sus concentraciones estan bajo los limites de deteccion de los
métodos estudiados, fueron fortificadas con los 7 PAHs al comienzo del proceso para
realizar un estudio de recuperacion y capacidad predictiva de los métodos. Luego de la
fortificacion, las muestras fueron sometidas al método de preparacion de muestra
MAE-SPE descrito y las MEE fueron obtenidas. Un total de 25 muestras reales
fortificadas fueron preparadas para este propésito: 17 muestras incluyendo 4 marcas
diferentes de aceites OEV y 8 muestras incluyendo 2 marcas distintas de aceite MR.
Las muestras fueron también analizadas por HPLC-FLD como método de referencia
(Simon y col. 2008).

Por otra parte, con el objetivo de evaluar la capacidad predictiva de los modelos en
presencia de PAHs potencialmente interferentes, un segundo set prueba de 4 muestras
de aceite OEV organico conteniendo los restantes 9 PAHs de la US-EPA (a una
concentracion de 3,0 ug kg™ de cada uno) fue preparado. Las concentraciones de los 7
PAHSs estudiados fueron: 4,5 uyg kg™ de BaA, BbF, BaP y DBahA; 2,4 ug kg™ de BKF; y
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6,0 ug kg™ de BghiP e IP. Este segundo set de muestras prueba fue analizado también
por HPLC-FLD como método de referencia.

4424 Muestras para el estudio de precisién intra e inter-dia

Para el estudio de precision intra e inter-dia un conjunto de 8 muestras de aceite
OEV organico, fortificadas con 3,0 yg kg™ de BaA, BbF, BaP y DBahA; 0,75 ug kg™ de
BKF; y 6,0 ug kg™ de BghiP e IP, fueron preparadas mediante el método MAE-SPE y
las MEE fueron obtenidas. Del total de muestras, cuatro fueron preparadas el mismo
dia para el estudio de precision intra-dia y las restantes cuatro en dias distintos (una

muestra por dia) para el estudio de precision inter-dia.

4425  Aplicacién en muestras reales

Finalmente un set de 21 muestras reales de aceites comestibles (14 marcas de
aceite OEV, una de aceite de oliva puro, 5 marcas de aceite MR y una de aceite de MR

utilizado para preparar pescado frito) fueron analizadas por el método propuesto,

HPLC-FLD como método de referencia y GC-MS como método confirmatorio.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Espectros de absorcion, excitacion y emision de los analitos y matrices

Los espectros de excitacion y emisién de los analitos asi como los espectros de
absorcion y emision de las matrices fueron obtenidos en n-hexano. En la Figura 4A se
muestran los espectros de excitacion y emision de los 7 PAHs estudiados. Se observa
que la diferencia en sus rendimientos cuanticos hace necesaria la mayor dilucion de
BKF (@q =1; Debastani y col. 1999) y la menor dilucién de BghiP e IP. Ademas, pese a
que cada PAH tiene maximos de emision especificos, el solapamiento espectral es
evidente. En la Figura 4B se ilustra el espectro de emisién obtenido para una mezcla
de los 7 PAHs; como resultado cuatro maximos de emision fueron observados: 403,
426, 455 y 500 nm. En la Figura 4C se muestran los espectros de excitacion y emisiéon
de los restantes 9 PAHSs de la US-EPA. Es notorio que el solapamiento espectral de los
analitos estudiados se tornaria mas complejo si estos PAHs estuviesen presentes. Por
lo tanto la determinacion fluorimétrica simultdnea de estos compuestos organicos

representa un desafio analitico.

En la Figura 5 se muestran los espectros de absorcion y emisién (para Aex: 290
nm) de un aceite OEV y un aceite MR diluidos en n-hexano. En ambos aceites, el
maximo con absorcion en el intervalo 250-320 nm y emisiéon en 310-370 nm (Figuras
5A y 5C) ha sido atribuido principalmente a tocoferoles (Sikorska y col. 2005). Estudios
recientes han demostrado que, en el caso de los aceites OEV, compuestos fendlicos
derivados de glucésidos presentes en los olivos contribuyen también al maximo
mencionado (Zandomeneghi y col. 2005; Sikorska y col. 2008). Un segundo maximo a
longitud de onda mas larga con absorcion en 360-510 nm y emision en 610-700 nm fue
observado particularmente en el aceite de oliva (Figura 5B) y ha sido atribuido a
diferentes pigmentos (Zandomeneghi y col. 2005; Sikorska y col. 2008; Moyano y col.
2010). El maximo de absorcién observado en el intervalo 360-450 nm ha sido asignado
al grupo de clorofilas (clorofila a y b y feofitina a y b) (Galeano y col. 2003) y se
encontraria solapado con el maximo ubicado entre 450 y 520 nm atribuido a los

carotenoides (Sikorska y col. 2008). Por otra parte, un maximo de emision menos
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intenso a 410 nm presente en aceite MR (Figura 5C) ha sido asignado a productos de
oxidacion (Sikorska y col. 2005). De acuerdo con estas observaciones, la obtencion los
espectros de emision de los PAHs en el intervalo 380-550 nm en presencia de las
matrices oleosas podria verse influenciada por fenémenos de filtro interno debido al
grupo de pigmentos presentes y solapamiento espectral debido a polifenoles y
tocoferoles. Por lo que una adecuada preparacion de muestra es requerida para la

correcta determinacion y cuantificacién de los analitos.
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5.2. Extraccion L-L asistida por microondas como etapa de extraccion de los
PAHs

Se realiz6 extraccion liquido-liquido asistida por microondas (MAE) a presion
atmosférica, como una alternativa a la extraccion L-L convencional, para extraer PAHs
desde aceites de oliva y maravilla previo a la determinacion fluorimétrica. Como
primera etapa, se evalu6 el perfil de emision de los analitos en presencia de los
compuestos co-extraidos desde los aceites, para lo cual se aplic6 MAE a muestras
blanco de un aceite OEV bajo las condiciones descritas previamente (punto 4.3.2). Los
extractos MAE fueron fortificados con cantidades crecientes de PAHs (Tabla 2) y

posteriormente analizados por espectroscopia de fluorescencia.
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Figura 6. Espectros de emision de una mezcla de 7 PAHs (concentracion total: 3,0; 8,0; 14; 22;
36; 58 y 88 ug kg™) en presencia de un extracto de aceite OEV obtenido por MAE (A) y MAE-
SPE sobre silica (B).
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El valor promedio de residuos co-extraidos desde los aceites en las muestras OEV
fue de 91+7 mg/g de aceite. Como se observa en la Figura 6A, la emision de los PAHs
se ubica en la zona de menor intensidad de fluorescencia de los aceites (380-550 nm).
Sin embargo, el tocoferol co-extraido (emision en 310-370 nm) presenta un
solapamiento espectral parcial con los analitos y el incremento de la intensidad de
emision de los PAHs no es proporcional al aumento de sus concentraciones. Esto
ultimo fue atribuido a un fendbmeno de filtro interno producido principalmente por la
presencia del grupo de clorofilas y feofitinas en los extractos MAE, cuyos maximos de

absorcion ubicados en el intervalo de 360-450 nm dificultan la emision de los analitos.

Dentro de los aceites vegetales, el aceite de oliva es uno de los que posee la mayor
cantidad de clorofila. El contenido total de pigmentos en este aceite se encuentra entre
10-30 mg kg™ con una distribucién tipica de 55% de feofitina, 28% de luteina, 8% de -
caroteno y 5% de clorofila (Cichelli y Pertesana 2004; Cerretani y col. 2008). En el caso
del aceite de maravilla, el fenédmeno de filtro interno, relacionado con los pigmentos, no
fue observado. Sin embargo, la principal interferencia fue el solapamiento espectral
parcial de la emisién de los tocoferoles co-extraidos con la emisién de los PAHs. En los
aceites refinados de maravilla la clorofila no esta presente, pero por el contrario el
contenido de tocoferoles es elevado y mayor al presente en aceites de oliva (671 y 158
mg kg™, respectivamente; Sikorska y col. 2005). De esto modo, la eliminacién de
tocoferoles y pigmentos por medio de una etapa de “clean-up” es requerida para lograr
una deteccion selectiva de los PAHs en aceites de oliva y maravilla por espectroscopia

de fluorescencia.
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5.3. Método de “clean-up”

Se evalud la extraccion en fase solida como método de eliminacion o disminucion
de los efectos producidos por los compuestos co-extraido en MAE sobre la emision de
los PAHs. Como una prueba general, se estudié la eficiencia de 4 fases solidas
distintas (Figura 7) para remover las interferencias propias de los aceites: silica (19),
C18 (0,5 g), carbdn grafitizado no poroso (0,5 g CGNP) y una fase mixta de CGNP con
aminopropil silica (0,5 g CGNP + 0,5 g NH,). Para este propdsito, muestras de 0,2 g de
un aceite OEV fortificado con 30 pg kg™ de cada PAH fueron diluidas en 1 mL de n-
hexano y cargadas (200 pL de solucién de aceite) en las diferentes columnas de SPE.
De acuerdo con trabajos previos (Moret y col. 2002; Bogusz y col. 2004), la elucién fue
realizada con 7 mL de una mezcla n-hexano:diclorometano 70:30 en columnas de
silica, 7 mL de acetonitrilo en columnas de C18 y 10 mL de acetonitrilo en columnas de
CGNP y CGNP-NH,. Los eluatos fueron evaporados con N, y re-disueltos en 2 mL de

n-hexano.

Los méaximos de emision atribuidos a los PAHs soélo fueron observados en los
extractos obtenidos desde las columnas de silica y C18 (Figura 8), siendo los de C18
significativamente menos intensos que los de silica. Como ha sido discutido
previamente, esta diferencia en intensidad de emisién se atribuye al efecto de filtro
interno generado por la presencia de pigmentos. Por lo tanto, solo la silica fue lo
suficientemente eficiente para eliminar esta interferencia (produciendo maximos de
emision mas intensos para los PAHSs) y ademas disminuir la emision de los tocoferoles
(Aem 340 nm) que provocan solapamiento parcial con la emisién de los analitos. Por
otra parte, los extractos obtenidos desde las columnas de CGNP y CGNP-NH,
muestran una ausencia total de maximos de emisién de PAHS, incluso utilizando 20 mL
de acetonitrilo como solvente de elucién. Aunque el CGNP posee una alta afinidad por
los pigmentos, también exhibe una gran afinidad por los PAHs, reteniéndolos

irreversiblemente en las laminas de carbon (Figura 7).
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Figura 8. Espectros de emisién de muestras de aceite OEV fortificadas con una mezcla de 7
PAHSs (concentracion total: 210 ug kg™) sometidas a SPE en columnas de silica, C18, CGNP y
CGNP-NH,.
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Se evalud el efecto de la feofitina a y la clorofila a sobre la emision de los PAHs
comparando los espectros de emision de la mezcla de los analitos estudiados en
presencia de estos pigmentos puros a concentraciones esperadas para un aceite OEV
(20 y 1 mg kg™, respectivamente), antes y después de una etapa de “clean-up” en
columnas de silica (Figura 9). De acuerdo con los espectros de absorcion y emision, el
efecto de filtro interno es producido por ambos pigmentos; estos interfieren tanto por
absorcion de parte de la energia de excitacion (filtro interno primario) como por
absorcion de parte de la energia de emision (filtro interno secundario) de los PAHSs,
produciendo perfiles de emisién que difieren en intensidad y forma. Como resultado, la
emision de los PAHSs es totalmente enmascarada o confundida en presencia de estos
pigmentos. Sin embargo, el perfil de emision de los analitos fue satisfactoriamente
recuperado luego del tratamiento de extraccion en fase sélida, en el cual los pigmentos
fueron adsorbidos en la silica. La eficiente absorcion de la feofitina, clorofila y luteina
(disueltas en n-hexano) sobre la silica ha sido informada previamente (Shen y col.
2009).
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La etapa de “clean-up” en columnas de silica asociada a extraccion liquido-liquido
asistida por microondas fue optimizada utilizando un disefio central compuesto con el
objetivo de seleccionar el volumen oOptimo de solvente de elucion (15 a 26 mL) y su
proporcion volumétrica (n-hexano-diclorometano; 90:10 a 50:50). Se trabajé con
muestras consistentes en extractos MAE disueltos en 1 mL de hexano y fortificados
con 12 pg kg™* de cada PAH (3 pg kg* BKF). Las muestras fueron cargadas sobre
columnas de 2 g de silica manteniendo la proporcion de carga en 50 mg de residuo de
aceite por gramo de silica. La recuperacion de PAHSs totales y la intensidad de emision
de tocoferoles (a 340 nm) fueron simultaneamente optimizadas utilizando la funcién de
deseabilidad de Derringer (Derringer y col. 1980). En este andlisis cada respuesta
individual (i) fue asociada a una deseabilidad parcial (d;), cuyo valor varia entre 0y 1 de
acuerdo con la cercania de la respuesta al valor objetivo. Los valores de deseabilidad
individual fueron combinados a través de la media geométrica para obtener la
deseabilidad total (D) en todos los puntos del dominio experimental. Dichos valores
fueron utilizados para realizar la optimizacion. La deseabilidad parcial de la
recuperacion de PAHSs totales fue obtenida para un valor objetivo de 95% (bilateral,
limite superior 105%; factores de peso, s = t = 1; factor de impacto, | = 1) y la
deseabilidad parcial de la intensidad de emision de los tocoferoles fue obtenida para su

minimizacion (unilateral; factor de peso, s = 3; factor de impacto, | = 3).
El modelo entregé una adecuada representacion de los datos puesto que la

carencia de ajuste no fue significativa (p = 0,075) y el coeficiente de determinacion fue

de 0,8450. La funcién D quedé definida como:

D =0,91- 0,09A - 0,12B - 0,20AB - 0,41B?

donde, A es el volumen de elucibn y B el porcentaje de diclorometano en la

composicion del solvente de elucion.
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Los valores de D mas elevados fueron observados para todo el intervalo de
volumen de elucion y para composiciones de solvente (en porcentaje de
diclorometano) entre un 20 y un 30 % v/v (Figura 10). De este modo, se consider6 15
mL de la mezcla n-hexano-diclorometano 80:20 % v/v como la condicién 6ptima, con el

menor consumo de solventes, para la elucion selectiva del conjunto de analitos.
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Figura 10. Grafico de contorno obtenido para la optimizacibn multi-respuesta (como
deseabilidad de Derringer) de la recuperacion de PAHSs totales e intensidad de emision del

grupo de tocoferoles, en funcién del volumen de elucion y el porcentaje de diclorometano.

Bajo estas condiciones la recuperacién de PAHs totales fue mayor o igual al 94%
para aceites OEV y MR. Las recuperaciones fueron obtenidas por comparacion de la
intensidad de emision del extracto final con la de un extracto blanco fortificado al final
de la etapa de “clean-up”, a la longitud de onda del maximo de emision del conjunto de
PAHs. Por otra parte, los extractos obtenidos por MAE vy fortificados con cantidades
crecientes de PAHs (Figura 6A) fueron también sometidos a la etapa de “clean-up” en
columnas de silica bajo las condiciones 6ptimas encontradas. Como resultado, se

obtuvieron espectros de emision caracteristicos del conjunto de PAHs (Figura 6B), con
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un aumento proporcional de la intensidad de emisién al incrementar la concentracion.
De esta forma, los espectros de emision obtenidos luego del tratamiento de las
muestras, fueron empleados para desarrollar un método de “screening” sobre la

presencia de PAHs en aceites OEV y MR.

5.4. Cifras de mérito del método de “screening”

Con el objetivo de establecer las capacidades del método MAE-SPE con
espectroscopia de fluorescencia como método de “screening” para determinar las
concentraciones totales de los PAHs en aceites comestibles, se obtuvieron algunas
cifras de mérito al aplicar calibracion univariada y multivariada. Para construir los set de
calibrados se utiliz6 un set de 7 muestras consistentes en extractos de aceite OEV
fortificados con cantidades crecientes de los 7 PAHs (3,0 a 88 pg kg™) al final de la
etapa de MAE (Tabla 2). Para la calibracién univariada fueron consideradas las
intensidades a cuatro longitudes de onda, correspondientes a los maximos de emision
de la mezcla de PAHSs, y sus valores promedio. La calibracién multivariada de dos y
tres vias fue realizada mediante minimos cuadrados parciales (PLS) y minimos
cuadrados parciales desdoblados (U-PLS), respectivamente. En PLS se trabajé con el
intervalo de longitudes de onda 380-590 nm (Aex: 290 nm) y datos centrados, mientras
que en U-PLS se utilizaron los intervalos 265-350 nm y 392-480 nm para excitacion y
emision, respectivamente. Las matrices de excitacién-emisién (MEE) para U-PLS 6 los
espectros de emision para PLS fueron correlacionados con la concentracion total de
PAHs en el extracto. En el caso de la calibracién multivariada las cifras de mérito
fueron obtenidas de acuerdo con Olivieri y col. (2006). Los resultados se resumen en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Cifras de mérito del método de “screening” MAE-SPE con espectroscopia de fluorescencia,

para la determinacion de la concentracion de PAHSs totales en aceites comestibles, obtenidas al aplicar

calibracion univariada y multivariada.

Calibracion univariada

Longitud de onda Intervalo dinamico r Spy/b Syx/ b LOD LOQ
(nm) (ug kg™) (%) (ugkg!)  (ugkg®) (Mg kg™)
403 8,0-58 0,9953 5,6 2,2 7,0 22
426 8,0-58 0,9967 4,6 1,9 6,1 19
455 8,0-58 0,9977 3,9 1,6 5,2 16
500 8,0-58 0,9972 4,6 1,7 5,7 17
Emision promedio 8,0-58 0,9970 4.4 1,8 5,9 18
Calibracion multivariada
Longitud de onda Intervalo dindmico r NGmero y oo LOD" LOQ®
(nm) (Hg kg™) defactores  (ugkg") (Hgkg")  (Mgkg)
PLS 3,0-58 0,9940 1 0,76 2,6 7,6
380-590
U-PLS 3,0-58 0,9946 2 0,24 0,79 2,4

265-350 excitacion
392-480 emisién

2 Inverso de la sensibilidad analitica (y), estimado como y~'= S,/SEN,, donde Sy es el nivel de ruido espectral y SEN,

es la sensibilidad.

® Estimado como 3,3(Sx/ SENp)
¢ Estimado como 10(Sy/ SENy)
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En la calibracién univariada, se observo una respuesta lineal en el intervalo de 8,0-
58 ug kg™ utilizando tanto las emisiones individuales a las cuatro longitudes de onda
como el promedio, con valores de coeficiente de correlacion (r) entre 0,9953 y 0,9977.
Ademas, la desviacién estandar relativa de la pendiente (Sy/b; donde S, es la
desviacion estandar de la pendiente y b es la pendiente), que brinda una mejor
representacion de la linealidad de los datos analiticos, fue menor o igual al 5,6%. La
sensibilidad analitica (Sy/b; donde Sy es la desviacion estandar de la regresion), que
indica la minima diferencia en concentracion que el método es capaz de detectar,
estuvo entre 1,6 y 2,2 ug kg™. Los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ)
fueron obtenidos desde los modelos de regresion como 3,3(Syx/b) y 10(Syx/b) y los
valores estuvieron en el intervalo de 5,2-7,0 ug kg™ y 16-22 ug kg™, respectivamente.
En la calibracién multivariada los resultados fueron obtenidos, a partir de los modelos
de regresién, después de realizar la validacion cruzada. Como puede observarse en la
Tabla 4, la calibracién multivariada permite obtener LOD menores a los alcanzados con
calibracién univariada. La mejor sensibilidad analitica (0,24 ug kg™) y el menor LOD

(0,79 pg kg™) fue alcanzado aplicando U-PLS a los datos de tres vias.

Adicionalmente se analizaron muestras blanco de aceite OEV (BOEV) y MR (BMR)
y muestras de aceite OEV fortificadas a niveles bajos de concentracion de los 7 PAHs
(Tabla 3). En la Tabla 5 se resumen los resultados obtenidos.

Las concentraciones de PAHs totales predichas en todas las muestras blanco
fueron iguales a cero 6 menores o iguales al LOD, por lo que no se detectaron falsos
positivos. Por otra parte, sélo utilizando el algoritmo U-PLS no se detectaron falsos
negativos aun cuando la muestra contuviese un Unico PAH (BghiP en OEV3). Por
consiguiente, el método puede detectar la presencia del grupo de PAHs seleccionados
a niveles de concentracion requeridos por las regulaciones internacionales (Wenzel y

col 2006) y permite obtener resultados semi-cuantitativos.

52



Tabla 5. Concentraciones de PAHSs totales predichas en aceites BOEV, BMR y OEV (fortificados a niveles bajos

de concentracion de PAHSs), a través el método MAE-SPE con espectroscopia de fluorescencia utilizando

calibracion univariada (emisién promedio) y multivariada.

Concentracion real

Concentracioén predicha

(Mg kg™) (Hg kg™)
Muestra BaA  BbF BKF BaP DBahA BghiP IP Total Univariada PLS U-PLS
BOEV1 - - - - - - - - 0,00 0,00 0,80
BOEV2 - - - - - - - - 0,00 0,00 0,60
BOEV3 - - - - - - - - 0,00 2,6 0,00
BMR1 - - - - - - - - 0,00 0,00 0,00
BMR2 - - - - - - - - 0,00 0,00 0,00
BMR3 - - - - - - - - 0,00 0,00 0,40
BMR4 - - - - - - - - 0,00 0,00 0,00
OEV1 40 0,25 1,0 0,25 0,25 0,25 5,0 11 6,1 3,6 12
OEV2 025 0,25 0,16 0,25 0,25 0,25 1,0 2,4 0,00 0,00 3,0
OEV3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,0 0,00 4,0 0,00 0,00 2,4
OEV4 0,40 040 0,20 0,40 0,40 0,40 0,80 3,0 1,6 0,80 3,0
LOD 5,9 2,6 0,80
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5.5. Evaluacion de la eficiencia de extraccion del método MAE-SPE

Con la finalidad de evaluar la capacidad de extraccion del método MAE-SPE,
muestras de aceite OEV fortificadas con los 7 PAHs estudiados fueron extraidas
mediante el método propuesto y analizadas por HPLC-FLD utilizando una curva de
calibracidén externa preparada en isopropanol. Las recuperaciones obtenidas estuvieron
entre el 62 y el 84%, con desviaciones estandar (SD) iguales o menores al 3%, excepto
para BaA (Tabla 6). Al aplicar un test-t para datos pareados no se encontraron
diferencias significativas entre estos valores y los obtenidos utilizando extracciéon
liquido-liquido clasica (descrita en el punto 4.3.1) asociada a SPE en columnas de
silica (valor p=0,27 para un 95% de confianza). Por otra parte estos valores de
recuperacion son aceptables para el nivel de concentracién de los analitos (60-120%
para concentraciones entre 1,0 y 10 pg kg?) y la complejidad de la matriz (AOAC
Guidelines for Single Laboratory Validation of Chemical Methods 2002). Ademas, en el
proceso MAE no hay formacién de emulsién, pueden ser extraidas hasta ocho
muestras simultaneamente con menor intervencion en el proceso y el consumo de
solventes es similar al método de extraccion clasico. Por lo tanto, MAE acopado a SPE
en columnas de silica es adecuado para la determinacion de los PAHs estudiados en
aceites comestibles a través de espectroscopia de fluorescencia. Las recuperaciones
totales fueron predichas también por PLS y U-PLS, observandose sélo una diferencia
significativa entre el valor predicho por U-PLS para MAE (88%) y el encontrado por
HPLC-FDL (74%) (test-t para medias, p=0,02 para un 95% de confianza); equivalente a

un error relativo de 19%.
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Tabla 6. Recuperaciones individuales y totales (%) de los 7 PAHs en muestras de aceite OEV fortificadas
sometidas al método MAE-SPE vy liquido- liquido clasica-SPE (LL-SPE).

BaA BbF BKF BaP DBahA BghiP IP Total

Concentracion real
4 4.0 4,0 1,6 4,0 4.0 4.0 10 31,6

(Mg kg™)
MAE-SPE 84 (7)* 78(2) 83(2) 67(3) 72(2) 62(2) 72(2 74(8)
HPLC-FLD
LL-SPE  88(2) 81(2 78(2 77(2) 75(2 67(2 77(2) 78(9)
MAE-SPE - - - - - - - 70 (2)
PLS
LL-SPE - - - - - - - 90 (3)
MAE-SPE - - - - - - - 88 (2)
U-PLS

LL-SPE - - - - - - - 79 (9)

# Desviacion estandar (n=3)



5.6. Método de cuantificacibn mediante calibracion multivariada de segundo

orden

Debido a la complejidad de la matriz y al solapamiento espectral de los PAHs se
aplico el andlisis quimiométrico, mediante el uso de los algoritmos PARAFAC y U-
PLS/RBL, a las matrices de excitacion-emision (MEE) obtenidas por fluorescencia total.
El mejor algoritmo fue definido en la etapa de validacion utilizando muestras de
complejidad creciente. Como primera etapa, muestras de una marca de aceite OEV
organico conteniendo los 7 PAHs seleccionados fueron evaluadas, luego muestras de
diferentes tipos y marcas de aceites comestibles (oliva y maravilla) fortificadas con los
mismos analitos fueron estudiadas. Finalmente, muestras de aceite OEV conteniendo
los restante 9 PAHSs de la US-EPA fueron analizadas.

5.6.1. Set de muestras de validacién

Para construir los modelos de calibracion de segundo orden, las MEE fueron
obtenidas en un intervalo espectral amplio que incluyera los maximos de emision de
todos los analitos estudiados. PARAFAC fue aplicado a un arreglo de datos de tres
vias construido al juntar las matrices de datos de cada muestra de validacién con las
del set de muestras de calibracion. La seleccion del intervalo espectral 6ptimo y el
namero éptimo de factores fue realizado aplicando el criterio de similitud (coeficiente de
correlacion, r), el porcentaje de ajuste y la consistencia del nucleo (Bro 1997; Bro y
Kiers 2003). En U-PLS/RBL, la seleccion fue realizada utilizando el método de
validacién cruzada descrito por Haaland y Thomas (1998), sobre el set de calibrado. El
namero  6ptimo  de  factores fue  estimado calculando la  razon
F(A)=PRESS (A < A")/PRESS (4), donde PRESS es la suma de errores cuadrados

de prediccién, definido como PRESS=Y) (ynominarypredicted)z, A es el numero de
factores prueba y A" corresponde al nimero de factor para el cual el valor de PRESS
es minimo. El nimero oOptimo de factores serda el primer valor para el cual la
probabilidad asociada sea menor al 75% y F sea menor que 1. En esta etapa del
calibrado, la bilinearizacion residual (RBL) no es requerida puesto que las muestras no

incluyen componentes inesperados.
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En la Tabla 7 se muestra el nimero de factores 6ptimos encontrados y el intervalo
espectral seleccionado para cada analito, al aplicar PARAFAC y U-PLS/RBL. El
intervalo espectral 6ptimo para cada analito fue similar para los algoritmos utilizados y
el numero de factores estimado en PARAFAC fue menor o igual a los obtenidos para
U-PLS. Lo ultimo se debe a que U-PLS entrega variable latentes (“loadings” y
coeficientes de regresion abstractos) que no tienen interpretaciéon fisica y so6lo un
adecuado ajuste de la sefial de la muestra al modelo de calibracion indica que el
analito correcto esta siendo cuantificado. Por el contrario, PARAFAC entrega perfiles
fisicamente interpretables y la identificacién de los constituyentes quimicos estudiados
es realizada por comparacion de los perfiles estimados con aquellos obtenidos de una

solucién estandar del analito de interés.

Tabla 7. Numero de factores éptimos (A) e intervalos de excitacion-
emision utilizados en PARAFAC y U-PLS.

PARAFAC U-PLS

A Excitacion Emisibn A  Excitacion Emision

(nm) (nm) (nm) (nm)
BaA 6 260-325 374444 6  260-325 374-444
BbF 5 300-345 376-500 6  300-345 376-500
BkF 4  260-340 370-470 5  260-340 370-450
BaP 6 270-350 378-482 7  270-350 378-482
DBahA 7  260-340 384-462 8  260-340 384-462
BghiP 8 250-330 370-498 8  250-330 370-498
IP 4  320-380 450-490 4  320-380 450-490

Una vez seleccionado el nimero 6ptimo de factores y el intervalo de longitudes de
onda, PARAFAC y U-PLS/RBL fueron aplicados en las muestras de validacién para
predecir las concentraciones de los analitos. En este caso, RBL es requerido puesto
gue las muestras de validaciobn contienen componentes inesperados debido a la
presencia de la matriz oleosa. En las Figuras 11A y 11C se muestran los gréficos
tridimensionales de las MEE de una muestra de calibracion tipica y una muestra de
aceite OEV organico, respectivamente. El desafio es evidente cuando se observan

estas Figuras y se comparan con la Figura 11B, que muestra la MEE para una muestra
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de validacion tipica en donde los analitos se encuentran en presencia de la matriz
oleosa. En consecuencia, cuando U-PLS/RBL fue aplicado a las muestras de
validacién, ademas de las variables latentes estimadas para cada analito (con el set de
muestras de calibrado) fue necesario incluir el procedimiento RBL con un numero
adicional de factores correspondientes a los constituyentes inesperados propios del
aceite. El nimero de factores RBL, estimado a través de consideraciones apropiadas
de los residuos RBL (Bortolato y col. 2008), varié entre 1 y 4 dependiendo del PAH
analizado y el intervalo espectral correspondiente.
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Figura 11. Graficos tridimensionales de las matrices de excitacion-emision
correspondientes a: (A) una muestra de calibracién conteniendo 1,06 pg L™ de BaA, BbF, BaP,
DBahA y BghiP, 0,290 pg L™ de BkF y 2,00 pg L™ de IP, (B) una muestra de validacion
conteniendo los 7 PAHs al mismo nivel de concentracion, (C) una muestra de aceite OEV

organico y (D) una muestra de aceite MR.
Los resultados estadisticos de la determinacion de los 7 PAHs estudiados en las
muestras de validacién utilizando PARAFAC y U-PLS/RBL se muestran en la Tabla 8.

U-PLS/RBL logré buenas predicciones de las concentraciones de los PAHS con errores
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relativos (REP) iguales o menores al 15%, excepto en el caso de BghiP donde el REP
alcanzé el 25%. Sin embargo, considerando la complejidad del sistema, este Ultimo
valor puede ser aceptado. Por el contrario, cuando PARAFAC fue aplicado se observo
una pobre prediccién, con REPs sobre el 20%, siendo BghiP e IP los analitos peor
predichos. En efecto, PARAFAC no fue capaz de predecir las concentraciones de
BghiP en las muestras de validacion. Estas dificultades podrian atribuirse a la baja
intensidad de fluorescencia y al alto solapamiento espectral de estos analitos (BghiP e
IP) con la matriz lo que conlleva a una mala descomposicién de los datos de segundo

orden.

En Chile y Espafia el nivel de concentracion maximo permitido para 8 PAHs
pesados en aceites comestibles es de 2,0 ug kg™ para cada PAH, incluyendo BaA,
BbF, BKF, BaP, BeP, DBahA, BghiP e IP, y 5,0 ug kg™ para el contenido total del grupo
de PAHSs. En este sentido, los limites de deteccién (LOD) obtenidos con U-PLS/RBL
fueron menores a 1,0 pyg kg™, excepto para BghiP e IP (1,8 y 2,0 pug kg?,
respectivamente). Pese a que los LOD para estos analitos fueron cercanos a 2,0 ug
kg™, estos valores son aceptables para su determinacion en muestras potencialmente
contaminadas. Ademas, los LOD obtenidos por U-PLS/RBL fueron del orden de los
informados para métodos que involucran una deteccién por HPLC-FLD (WeiRhaar
2002; Barranco y col. 2003; Lage y col. 2005; Martinez y col. 2005; Teixeira y col.
2007). Aunque los LOD obtenidos con PARAFAC fueron menores a 2,0 ug kg™ para
BaA, BbF, BkF y DBahA, resultaron ser 2 a 3 veces mas altos que los obtenidos por U-
PLS/RBL. Los mayores LOD fueron observados para BaP e IP (4,6 y 4,8 ug kg™,
respectivamente), excediendo los limites regulatorios establecidos para cada PAH. Los
pobres resultados obtenidos con PARAFAC pueden ser atribuidos a su incapacidad
para modelar sistemas donde los perfiles espectroscopicos de los analitos son
similares entre si y con los componentes de la matriz. De esta forma, s6lo U-PLS/RBL
fue aplicado para la prediccion de las concentraciones de los PAHs en las muestras de

aceite comestible.
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Tabla 8. Resultados estadisticos de la determinacion de PAHs en las muestras de validacion.

PARAFAC U-PLS/RBL

BaA BbF BkF BaP DBahA BghiP IP BaA BbF BkF BaP DBahA BghiP IP
RMSEP (pgkg™H* 062 1,2 025 1,1 0,59 - 34 024 043 009 035 0,26 089 0,52
REP (%)° 25 42 37 46 24 - 98 10 15 13 15 11 25 15
v (ug kg™)° 0,27 034 0,07 14 0,38 - 1,5 0,16 0,13 002 011 0,16 054 0,61
LOD (ug kg™)° 091 1,1 024 46 1,3 - 48 051 043 007 035 0,53 1,8 20

1
2./ .
& Error cuadrado medio de prediccion, RMSEP=[( 1/I) o (Crominal~Cpredicho) | 2, donde | es el nimero de muestras predichas y Cnominal Y

Cpredicho SON las concentraciones nominales y predichas, respectivamente.

® Error relativo de prediccion, REP=100* RMSEP/c , donde ¢ es la concentracién de calibracién promedio.

¢ Inverso de la sensibilidad analitica (y), y"'=s,/SEN,, donde s, es el ruido instrumental y SEN, es la sensibilidad (Olivieri y Faber 2005).
Los valores de sx y SEN, son un promedio de los valores correspondientes a las 11 muestras de validacion.

¢ Limite de deteccion, LOD=3,3*y"" (Boqué y col. 1999).
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5.6.2. Set de muestras prueba

La capacidad predictiva del modelo de calibracion utilizando U-PLS/RBL fue
evaluada con muestras de aceites comestibles de diferentes marcas y tipos. Un total
de 25 muestras de aceites comestibles fortificados fueron analizados: 17 muestras
incluyendo 4 marcas distintas de aceites OEV y 8 muestras incluyendo 2 marcas de
aceite MR. En las Figuras 11C y 11D (seccion 5.6.1) se muestran los espectros de
fluorescencia total de muestras (sin fortificar) de aceite OEV organico y MR,
respectivamente. A pesar de las diferencias aparentes en intensidad de emision, los
perfiles de excitacion-emision son similares entre las muestras. En consecuencia, no
se requiri6 un nuamero adicional de componentes RBL (que los estimados para las
muestras de validacion) para la prediccién de las concentraciones de los analitos con
U-PLS/RBL.

En la Tabla 9 se informan las recuperaciones promedio y los resultados de
capacidad predictiva obtenidos para la determinacion de los 7 PAHs en estas
muestras. Como se observa, las recuperaciones obtenidas con U-PLS/RBL estuvieron
en el intervalo de 64 a 81%, coincidente con los valores informados en el punto 5.5.
Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre las concentraciones
predichas por U-PLS/RBL y las obtenidas por HPLC-FLD vy el punto tedrico (1,0) estuvo
dentro o cercano al borde de las regiones elipticas de confianza. En la Figura 12 se
muestran los graficos de concentraciones predichas por U-PLS/RBL en funcién de las
obtenidas por HPLC-FLD vy las correspondientes regiones elipticas de confianza (para
un 95% de nivel de confianza) para BaA y BaP (como representativos del grupo de
compuestos estudiados), respectivamente. Adicionalmente, las recuperaciones
promedio (en porcentaje) para las 25 muestras fueron calculadas y comparadas
mediante un test-t para datos pareados, sin observarse diferencias significativas entre
los métodos (valor p=0,80 para un 95% de confianza). Por lo tanto, en base a estos
resultados, el método MAE-SPE con espectroscopia de fluorescencia total asociada a
U-PLS/RBL es comparable con el método HPLC-FLD de referencia en términos de
cuantificacion de los analitos y resulta ser menos costoso, mas rapido y menos
contaminante en términos de consumo de solventes que el método cromatografico de

referencia (ver propiedades analiticas complementarias en el Anexo).
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Tabla 9. Parte A. Estudio de recuperacién y capacidad predictiva de los 7 PAHs seleccionados en muestras fortificadas de diferentes
tipos y marcas de aceites comestibles utilizando U-PLS/RBL (A) y HPLC-FLD (B) como método de referencia.

BaA BbF BKF BaP
Aceite Marca Muestra Nominal A B Nominal A B Nominal A B Nominal A B
(Mg kg™ (ugkg™) (ugkg™) (ugkg™) (ugkg™) (Mgkg™) (Mgkg™") (Mokg™") (ugkg™) (ugkg™) (ugkg™) (ugkg™)

1 5.4 31 3.4 4,8 4,2 3,0 12 1,0 0,85 4,5 17 2,3

A 2 0,60 <LOD 0,56 5,7 3,7 3,7 0,60 0,27 0,31 4,8 2,5 2,7

3 5,4 3,6 3,9 3,9 2,8 2,9 1.2 0,79 0,89 1.2 0,83 0,79

4 3,9 2,8 3,1 5,1 3,4 3,8 0,30 0,28 0,27 3,0 1,8 2,0

5 0,60 0,87 0,67 5,7 42 4,0 0,40 0,38 0,36 2,7 18 1,6

5 6 15 17 1,4 3,9 3,4 3,1 12 1,3 0,97 3,9 2,9 2,5

7 3,0 2,5 2,5 45 3,4 3,3 0,90 0,80 0,63 4,2 2,9 2,4

8 5,7 4,1 5,2 2,4 2,0 2,1 0,90 0,70 0,76 455 3,1 3,2

OEV 9 5,7 4,2 48 0,9 1,0 0,80 12 0,98 11 15 0,85 13
c 10 0,90 0,7 0,76 4,2 2,9 3,0 0,60 0,34 0,45 3,9 2,3 2,6

11 5,7 42 45 15 1,6 13 0,60 0,52 0,53 3,9 2,3 2,6

12 5,7 4,3 4,3 0,6 0,68 0,59 18 1,3 14 0,90 0,41 0,68

13 2,7 19 2,2 4.8 3,7 3,6 0,2 0,22 0,28 0,60 0,84 0,56

14 4,8 3,8 3,7 18 2,1 1,4 0,9 0,66 0,70 3,0 2,3 2,1

D 15 0,90 0,96 1,0 5,7 45 4,9 15 11 1,3 5,7 42 4,0

16 2,4 2,0 2,0 2,4 2,0 2,0 0,3 0,28 0,31 2,1 1,4 15

17 5,4 3,4 3,9 2,1 1,4 16 0,6 0,29 0,45 3,6 2,2 2,1

18 6,0 3,3 4,6 11 75 7.6 2.4 15 18 9,6 5,8 5,9

c 19 11 6,7 7,3 6,0 43 3,7 18 1,2 14 9,0 5,5 5,9

20 11 6,0 7.4 9,0 6,1 6,2 1.2 0,72 0,90 7,2 4,6 4,5

R 21 7.8 5,0 5,6 10 6,1 6,2 0,6 0,42 0,54 6,0 3,4 3,1
22 6,0 7.2 6,7 11 8,4 10 2,4 14 1,6 9,6 6,0 7.2

. 23 11 71 7,8 6,0 4,6 4,8 18 1,2 1,7 9,0 5,3 6,1

24 11 9,5 7,3 9,0 7.1 6,4 1.2 0,93 11 7,2 4,7 4,7

25 7.8 5,4 5,9 10 7,0 7.1 0,6 0,54 0,60 6,0 3,9 4,0
Recu"er?:':ozr;fmmed'o 78 82 80 76 76 83 65 66
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Tabla 9. Parte B.

DBahA BghiP P
Aceite  Marca Muestra Nominal A B Nominal A B Nominal A B
(mgkg™) (uokg™) (nokg™) (ugkg™) (ngkg™) (Hgkg™) (Mgkg™) (gkg™) (gkg™)
1 12 0,95 0,75 12 <LOD 0,87 2,4 0,8 16
A 2 45 3,0 2,2 7,5 43 3,7 5,7 4,0 3,3
3 15 2,1 11 5,7 5.4 3,3 2,1 2,5 17
4 3,0 2,5 2,0 42 3,0 2,6 3,9 1,9 2,4
5 42 3,0 2,6 9,9 4,0 5,6 18 <LOD 17
5 6 5,4 4.4 3,6 6,9 3,6 4,3 45 4,2 3,3
7 5,7 3,0 3,6 6,3 4,0 3,6 18 <LOD 14
8 3,0 3,3 2,4 11 6,1 6,3 4,8 41 3,8
EVOO 9 0,90 1,0 0,64 3,3 2,4 2,4 51 438 3,9
c 10 0,90 1,2 0,64 9,0 6,0 5,0 5,7 3,5 3,9
11 15 14 11 9,0 6,2 53 3,3 2,4 2,3
12 5,1 3,1 3,4 455 43 2,4 6,9 5,4 4,7
13 15 14 12 6,9 5,0 4,2 6,0 2,8 4,3
14 4,8 3,6 3,4 0,9 <LOD 0,64 3,9 3,0 2,9
D 15 1,2 1,2 1,2 0,6 <LOD 0,65 75 5,2 53
16 5,4 3,8 4,0 15 <LOD 12 2,7 1,2 1,9
17 2,1 14 15 6,6 1,9 3,6 7,2 3,2 4,6
18 9,0 5,9 5,9 15 8,3 8,9 11 6,3 7.4
c 19 6,0 3,2 4,6 22 13 16 13 6,8 8,9
20 7.8 4,7 55 17 9,4 11 14 8,2 9,5
. 21 7,2 4,4 4,9 23 12 13 12 5,5 7.7
22 9,0 6,6 7.0 15 11 13 11 6,5 11
. 23 6,0 5,8 4,9 22 13 15 13 8,6 9,4
24 7.8 5,2 55 17 13 11 14 8,3 9,4
25 7,2 5,1 5,3 23 12 15 12 5,7 8,3
Recuperacion promedio a1 - 64 o5 66 -

(n=25)
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Figura 12. Gréficos de concentraciones predichas por U-PLS/RBL en funcién de los valores

obtenidos por HPLC-FLD para BaA y BaP y las correspondientes regiones elipticas de

confianza (95% confianza). El circulo negro en la elipse indica el punto tedrico (1,0) de

pendiente e intercepto.
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5.6.3. Set de muestras prueba conteniendo PAHs inesperados

Con el proposito de evaluar la capacidad predictiva del modelo U-PLS/RBL para
resolver muestras que contengan PAHs adicionales a los 7 PAHs seleccionados, se
prepararon 4 muestras de aceite OEV organico fortificadas con los 7 analitos
estudiados y los restantes 9 PAHs de la US-EPA. En este caso, U-PLS/RBL no requirié
componentes RBL adicionales a los utilizados en las muestras de validacion para estos
nuevos interferentes. Lo anterior se atribuye a que los restantes 9 PAHs de la US-EPA
poseen perfiles de emision que no se solapan significativamente con los perfiles de los
analitos estudiados. En la Tabla 10 se muestran las concentraciones predichas al
aplicar U-PLS/RBL vy los valores obtenidos por HPLC-FLD. La comparacién entre los
métodos fue realizada para cada PAH aplicando un test-t de comparacion de
promedios (para un 98% de confianza) sobre el set de muestras de aceite OEV
preparado (Miller y Miller 2002). Para todos los PAHs estudiados, no se observaron
diferencias significativas sugiriendo que los valores de concentracion obtenidos al
aplicar U-PLS/RBL son estadisticamente comparables con los obtenidos por HPLC-
FLD. Por otra parte estos resultados indican que los restantes PAHs de la US-EPA,
gue podrian estar presentes en los aceites comestibles, no producen una interferencia

significativa en el método de analisis propuesto.
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Tabla 10. Parte A. Concentraciones de los 7 PAHs estudiados, determinadas en presencia de los restantes 9 PAHs de la US-
EPA, en muestras de aceite OEV organico utilizando U-PLS/RBL (A) y HPLC-FLD (B) como método de referencia.

BaA BbF BkF BaP
A B t° A B t° A B t° A B t°
(Mg kg™) (Mg kg™) (Mg kg™) (ugkg™) (Mo kg™) (ug kg™) (Mo kg™ (ugkg™)

Muestra 1 3,0 3,2 2,9 2,6 15 15 2.4 2,2
Muestra 2 3,8 35 3,3 3,0 1,6 1,7 2,6 2,6
Muestra 3 2,8 3,5 3,3 2,8 1,9 1,7 2,9 2,5
Muestra 4 2,5 35 3,3 2,9 1,8 1,7 2,6 2,6

Concentracion promedio 3,0 3,4 1,39 3,2 2,8 2,85 1,7 1,7 0,48 2,6 2,5 1,07

(n=4)

2 Concentracion de los restantes 9 PAHs de la US-EPA= 3 ug kg™
® t de student calculado para el test-t de comparacion de promedios. El valor critico de t para (n1 + nz -2) grados de libertad y un 98% de

confianza es teit0,02:2) = 3,14 (Miller y Miller 2002).

Tabla 10. Parte B.

DBahA BghiP IP
A B t° A B t° A B t°
(Mg kg™) (ugkg™) (Mg kg™) (g kg™) (Mg kg™) (g kg™)
Muestra 1 2,7 2,6 2,9 2,8 3,4 3,5
Muestra 2 2,5 2,9 2,9 3.3 3,9 3.8
Muestra 3 31 2,8 2,7 3.2 54 3.8
Muestra 4 2,8 2,8 1,7 3,3 4,7 4,0
Concentracion promedio (n=4) 2,8 2,8 0,00 2,6 3,2 1,93 4.4 3,8 1,27

? Concentracion de los restantes 9 PAHs de la US-EPA= 3 pg kg™
® t de student calculado para el test-t de comparacién de promedios. El valor critico de t para (n1 + n2 -2) grados de libertad

y un 98% de confianza es teio,02;2) = 3,14 (Miller y Miller 2002).
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5.6.4. Precision del método

Un estudio de precision intra-dia (n=4) e inter-dia (n=4) fue realizado utilizando un
aceite OEV organico fortificado con los 7 PAHs estudiados. Los resultados se informan
en la Tabla 11. La desviacion estandar relativa (RSD) para la precision intra-dia fue
menor o igual al 8%, mientras que la precision inter-dia fue menor o igual al 13%. La
principal fuente de error fue la etapa de SPE, asociado al empaquetamiento irregular
de los sorbentes en las columnas. Sin embargo, estos valores fueron satisfactorios
considerando la complejidad de la matriz y el bajo nivel de concentraciéon de los

analitos.

Tabla 11. Precision intra-dia (n=4) e inter-dia (n=4) de muestras de aceite OEV
organico utilizando U-PLS/RBL.

Concentracion nominal Precision intra-dia  Precision inter-dia

(ug kg ™) SD RSD SD RSD
BaA 3,00 0,23 8 0,09 3
BbF 3,00 0,15 7 0,25 13
BKF 0,75 0,02 4 0,05 8
BaP 3,00 0,20 8 0,29 11
DBahA 3,00 0,14 5 0,27 11
BghiP 6,00 0,45 7 0,65 11
P 6,00 0,38 6 0,55 9

5.6.5. Aplicacién en muestras reales

Un set de 21 muestras reales de aceites comestibles (14 marcas de aceite OEV,
una de aceite de oliva puro, 5 de aceite MR y una de aceite de MR utilizado para
preparar pescado frito) fueron analizadas por el método propuesto, HPLC-FLD como
método de referencia y GC-MS como método confirmatorio. Los resultados obtenidos
por U-PLS/RBL, HPLC-FLD y GC-MS, asi como los LOD de cada método, se resumen
en la Tabla 12.
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Tabla 12. Concentraciones de PAHs obtenidas por U-PLS/RBL, HPLC-FLD y GC-MS en muestras reales de aceites comestibles de oliva extra-virgen (OEV),

oliva puro (OP) y maravilla refinado (MR).

U-PLS/RBL HPLC-FLD® GC-MS*
(Mg kg™) (ug kg™) (ug kg™)
oD (ua k™ BaA BDF BkF BaP DBahA BghiP IP BaA BOF BkF BaP DBahA BghiP IP BaA BbF BKF BaP DBahA BghiP IP
(g kg?) 051 043 007 035 0,53 18 20 0,27 004 015 034 033 012 11 20 20 20 60 60 80 60
Aceite Muestra BaA BbF BkF BaP DBahA BghiP IP BaA BOF BkF BaP DBahA BghiP IP BaA BbF BKF BaP DBahA BghiP IP
1 - - 009 - - - - - - 015 - - - - - - - - - - -
2 ; - 018 - . ; . ; - 021 - ; . ; ; . . ; ; . ;
3 ; - 024 - . ; . ; - 018 - ; . ; ; . . ; ; . ;
4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
OEV o ] ] ] ] ) ] ) ] ] ] ] ] ) ] ] ) ) ] ] ) ]
9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 ; ; ; ; . ; . ; ; ; ; ; . ; ; . . ; ; . ;
14 ; ; ; ; . ; . ; ; ; ; ; . ; ; . . ; ; . ;
oP 15 - - 048 - 0,66 - - 15 090 060 - 11 - - - - - - - - -
MR 18 ; ; ; ; . ; . ; ; ; ; ; . ; ; . . ; ; . ;
20 ; ; ; ; . ; . ; ; ; ; ; . ; ; . . ; ; . ;
MR fritura 21 - - - - N - N - - - - - N - - - - - - - -

#Los LOD fueron calculados a partir del andlisis de la regresion de la curva de calibrado externo como LOD = 3,3EE/b, donde EE es el error estimado y b es la pendiente de la recta.
® Valores bajo el LOD.
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Como se observa, los limites de deteccion alcanzados por GC-MS fueron muy
superiores a los obtenidos con U-PLS/RBL y HPLC-FLD por lo que este método no fue
atil para confirmar la presencia de los analitos en aquellas muestras que resultaron
positivas a PAHs por U-PLS/RBL. De las 21 muestras reales, s6lo cuatro dieron
positivo a la presencia de analitos. Sin embargo, ninguna de ellas sobrepaso los limites
fijados por las regulaciones internacionales y nacionales (2 ug kg™ para la presencia de
un solo PAH y 5 pg kg™ para el grupo de 8 PAHs pesados). Ninguna de las muestras
de aceite MR contenia PAHSs a niveles detectables y de las 14 muestras de aceite OEV
tres dieron positivo a la presencia de BkF. Las concentraciones de BKF predichas por
U-PLS/RBL en estas 3 muestras fueron comparadas con las obtenidas por HPLC-FLD
mediante un test-t para muestras pareados, sin observarse diferencias significativas
entre los métodos (valor p=0,81 para un 95% de confianza). Sélo en la muestra de
aceite de oliva puro (OP) fue posible detectar 4 analitos (BaA, BbF, BkF y DBahA). De
acuerdo al Consejo Internacional de Aceite de Oliva (I0OOC), el aceite de oliva puro es
una mezcla de aceite de oliva refinado obtenido a partir de aceites virgenes mediante
técnicas de refinado que no modifiquen la estructura gliceridica inicial (acidez libre
maxima: 0,3%) y oliva virgen apto para el consumo humano (acidez libre maxima: 2%)
(Guimet y col. 2004; Marcos y col. 2002; Gandul y col. 2000). Por lo tanto la
probabilidad de contaminacion del aceite puro con PAHs es mayor que en un aceite
extra virgen puesto que puede deberse a la contaminacion de la materia prima del
aceite virgen asi como también a la producida en el proceso de refinado presente en el
aceite homoénimo. Las concentraciones de BkF y DBahA predichas por U-PLS/RBL en
la muestra OP fueron comparables a las obtenidas por HPLC-FLD. Sin embargo, U-
PLS/RBL no fue capaz de predecir las concentraciones de BaA y BbF determinadas
por HPLC-FLD. Esto puede atribuirse a que el perfil de excitacion-emision de la
muestra OP (Figura 13) fue diferente a los perfiles de las muestras de aceite OEV y
MR, presentando un méaximo saturado a Aex: 250-400 y Aem: 370-490 nm
correspondiente a tocoferoles y compuestos de oxidacion (Guimet y col. 2004;
Kyriakidis y col. 2000). Lo anterior constituye una dificultad principalmente en la
prediccion de BaA cuyo primer maximo de emision se ubica en 388 nm. Pese a esto y

considerando que la muestra OP sobre-exigié al modelo, los valores predichos por el
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método propuesto (para el set de muestras reales) son comparables con los obtenidos
por el método de referencia.
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Figura 13. Gréficos tridimensionales de las matrices de excitacidn-emision correspondientes a:

(A) una muestra de aceite de oliva puro y (B) una muestra de aceite OEV.
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6. CONCLUSIONES

La extraccion liquido-liquido asistida por microondas con posterior extraccion en
fase sdlida sobre columnas de silica (MAE-SPE), asociada a espectroscopia de
fluorescencia con analisis univariado o multivariado de datos, puede ser utilizado como
un método rapido y facil para la determinacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos

pesados (PAHS) en aceites de oliva extra-virgen y maravilla refinado.

La combinaciébn de extraccibn L-L con SPE sobre columnas de silica y
fluorescencia permitié extraer a los analitos, eliminar las principales interferencias en la
deteccién de PAHs (grupo de tocoferoles y clorofila-feofitina), y alcanzar una buena
sensibilidad analitica. Ademas, las recuperaciones individuales de los PAHSs, obtenidas
por HPLC-FLD, estuvieron entre 62 y 84% y fueron comparables con las obtenidas por

fluorescencia asociada a analisis quimiométrico.

El método de “screening” fue capaz de detectar la presencia de los analitos a
niveles de concentracion tan bajos como los fijados por las regulaciones
internacionales, y permitid obtener resultados semi-cuantitativos. Los limites de
deteccion (LOD) obtenidos dependieron del uso de datos espectrales de una, dos o
tres vias y estuvieron en el intervalo de 0,79 a 7,0 pg kg™. La menor tasa de falsos
positivos en las muestras fueron obtenidos utilizando los datos espectrales de tres vias.
Lo anterior dejo en evidencia la posibilidad y potencialidad de combinar el método
propuesto con calibracién multivariada de segundo orden para determinar PAHs en

aceites comestibles.

Las matrices de excitacion-emision (MEE), asociadas al andlisis multivariado de
segundo orden mediante U-PLS/RBL demostraron ser una herramienta poderosa para
resolver la mezcla de PAHs pesados en presencia de una matriz tan compleja como
los aceites comestibles. La capacidad del método fue puesta a prueba, evaluando la
calidad de prediccion de los PAHs pesados en diferentes marcas y tipos de aceites
comestibles, y en presencia de los restantes PAHs de la US-EPA. Las concentraciones

predichas por U-PLS/RBL para cada analito fueron comparadas con los valores
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obtenidos por HPLC-FLD, sin observarse diferencias significativas entre ellos. Ademas,
los LOD obtenidos fueron comparables a los informados para HPLC-FLD. De este
modo, el método propuesto utilizando MAE-SPE con espectroscopia de fluorescencia
total asociada a U-PLS/RBL es comparable y constituye una alternativa adecuada al
método cromatogréfico.

Las muestras reales de aceites de oliva extra-virgen y maravilla refinados
analizadas por el método de segundo orden no presentaron PAHs a niveles de
concentracion sobre las regulaciones. La muestra de aceite de oliva puro fue la Gnica
que presenté mas de un analito y provocé mayor dificultad en la prediccién de los
PAHSs, principalmente de aquellos que fluorescen a longitudes de onda mas cortas;
bajo las condiciones propuestas, el andlisis de este tipo de aceite sobre-exige al
modelo generando predicciones erréneas. Asi, un nuevo desafio queda planteado para
futuras investigaciones en aceites puros de oliva, dada la dificultad de prediccién y la

potencial presencia de los analitos en estos aceites.

72



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

7. BIBLIOGRAFIA

Alomirah, H.; Al-Zenki, S.; Al-Hooti, S.; Zaghloul, S.; Sawaya, W.; Ahmed, N.;
Kannan, K.,"Concentrations and dietary exposure to polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHSs) from grilled and smoked foods", Food Control, 2011, 22:
2028-2035.

AOAC Guidelines for Single Laboratory Validation of Chemical Methods for Dietary
Supplements and Botanicals, 2002.

Arrebola, F. J.; Frenich, A. G.; Rodriguez, M. J. G.; Bolafios, P. P.; Vidal, J. L. M.,
"Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in olive oil by a completely
automated headspace technigue coupled to gas chromatography-mass

spectrometry”, Journal of Mass Spectrometry, 2006, 41: 822-829.

Ballesteros, E.; Sanchez, A. G.; Martos, N. R., "Simultaneous multidetermination of
residues of pesticides and polycyclic aromatic hydrocarbons in olive and olive-
pomace oils by gas chromatography/tandem mass spectrometry”, Journal of
Chromatography A, 2006, 1111: 89-96.

Barranco, A.; Salces, R. M. A.; Bakkali, A.; Berrueta, L. A.; Gallo, B.; Vicente, F.;
Sarobe, M., "Solid-phase clean-up in the liquid chromatographic determination of
polycyclic aromatic hydrocarbons in edible oils", Journal of Chromatography A,
2003, 988: 33-40.

Bogusz, M.; El Haj, S.; Ehaideb, Z.; Hassan, H.; Al-Tufail M., "Rapid determination
of benzo(a)pyrene in olive oil samples with solid-phase extraction and low-pressure,
wide-bore gas chromatography-mass spectrometry and fast liquid chromatography

with fluorescence detection”, Journal of Chromatography A, 2004, 1026: 1-7.

73



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

3

%

Boletin Oficial del Estado, "ORDEN de 25 de julio de 2001 por la que se establecen
limites de determinados hidrocarburos aromaticos policiclicos en aceite de orujo de
oliva", Espafia, 2001, N° 178: 27398.

Booksh, K. S.; Muroski, A. R.; Myrick, M. L., "Single-Measurement
Excitation/Emission Matrix Spectrofluorometer for Determination of Hydrocarbons in
Ocean Water. 2. Calibration and Quantitation of Naphthalene and Styrene",
Analytical Chemistry, 1996, 68: 3539-3544.

Boque, R.; Larrechi, M. S.; Rius, F. X., "Multivariate detection limits with fixed
probabilities of error”, Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems, 1999, 45:
397-408.

Bortolato, S. A; Arancibia, J. A.; Escandar, G. M., "Chemometrics-assisted
excitation-emission fluorescence spectroscopy on nylon membranes. Simultaneous
determination of benzo[a]pyrene and dibenz[a,h]anthracene at parts-per-trillion
levels in the presence of the remaining EPA PAH priority pollutants as
interferences", Analytical Chemistry, 2008, 80:8276—8286.

Boskou, D., "Olive Oil Chemistry and Technology", AOCS, 22 edition, 2006.

Brereton, R. G., "Introduction to multivariate calibration in analytical chemistry”, The
Analyst Tutorial Review, 2000, 125: 2125-2154.

Bro, R., "PARAFAC. Tutorial and applications”, Chemometrics and Intelligent
Laboratory Systems, 1997, 38: 149-171.

Bro, R., "Multivariate calibration What is in chemometrics for the analytical
chemist?" Analytica Chimica Acta, 2003, 500: 185-194.

Bro, R; Kiers, H, "A new efficient method for determining the number of components
in PARAFAC models", Journal of Chemometrics, 2003, 17: 274-286.

74



X3

%

7
0.0

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Caponio, F.; Bilancia, M.; Pasqualone, A.; Sikorska, E.; Gomes, T., "Influence of the
exposure to light on extra virgin olive oil quality during storage", European Food
Research and Technology, 2005, 221:92-98.

Cejpek, K.; Hajslova, J.; Kocourek, V.; Tomaniova, M.; Cmolik, J., "Changes in PAH
levels during production of rapeseed oil", Food Additives and Contaminants, 1998,
15: 563-574.

Cerretani, L.; Motilva, M.J.; Romero, M.P.; Bendini, A.; Lercker G., "Pigment profile
and chromatic parameters of monovarietal virgin olive oils from different Italian
cultivars”, European Food Research and Technology, 2008, 226:1251-1258.

Chemometry Consultancy, http://www.chemometry.com, Ultima visita 26 de Julio de
2012.

Cheung, K.C.; Leung, H.M.; Kong, K.Y.; Wong, M.H., "Residual levels of DDTs and
PAHSs in freshwater and marine fish from Hong Kong markets and their health risk
assessment”, Chemosphere, 2007, 66: 460-468.

Chile Oliva, Asociacién de productores de aceite de oliva, "Informe Anual del
Mercado Nacional de Aceite de Oliva-2010", Chile, 2010, 1-19.

Chile Oliva, Asociacién de productores de aceite de oliva, "Noticia Exportacion
2011 ", Chile, 2011.

Christensen, J.; Ngrgaard, L.; Bro, R.; Engelsen, S. B., "Multivariate
Autofluorescence of Intact Food Systems", Chemicals Reviews, 2006, 106: 1979-
1994.

Cichelli, A.; Pertesana, G.P.,"High-performance liquid chromatographic analysis of
chlorophylls, pheophytins and carotenoids in virgin olive oils: chemometric approach

to variety classification", Journal of Chromatography A, 2004, 1046: 141-146.

75



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Ciecierska, M.; Obiedzinski, M.W., "Polycyclic aromatic hydrocarbons in vegetable

oils from unconventional sources", Food Control, 2013, 30: 556-562.

Commission of the European Communities, "Commission Regulation (EU) N°
835/2011 of 19 August 2011 amending Regulation (EC) N° 188/2006 as regards
maximum levels for polycyclic aromatic hydrocarbons in foodstuffs", Official Journal
of the European Union, 2011, L 215/4: 1-5.

Dabestani, R.; Ivanov |. N., "Invited Review A Compilation of Physical,
Spectroscopic and Photophysical Properties of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons",
Photochemistry and Photobiology, 1999, 70(1): 10-34.

De la Torre, K., "Efecto del consumo del aceite de oliva sobre la composicion de las
lipoproteinas de baja densidad en individuos de diferentes paises europeos",
Universidad de Barcelona, Facultad de Farmacia, Departamento de Nutricion y
Bromatologia, 2007, 9-20.

Derringer, G.; Suich, R., "Simultaneous optimization of several response variables",
Journal of Quality Technology, 1980, vol. 12, N° 4:214-219.

Devos, O.; Fanget, B.; Saber, A.-l.; Paturel, L.; Naffrechoux, E.; Jarosz, J., "Use of
a Plackett-Burman Design with Multivariate Calibration for the Analysis of
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Micellar Media by Synchronous
Fluorescence", Analytical Chemistry, 2002, 74: 678-683.

Diaz, T. G.; Merés, |. D.; Correa, C. A.; Roldan, B.; Caceres, M. |., "Simultaneous
Fluorometric Determination of Chlorophylls a and b and Pheophytins a and b in
Olive Oil by Partial Least-Squares Calibration”, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2003, 51: 6934-6940.

76



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Diletti, G.; Scortichini, G.; Scarpone, R.; Gatti, G.; Torreti, L.; Migliorati, G., "Isotope
dilution determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in olive pomace oil by
gas chromatography—mass spectrometry”, Journal of Chromatography A, 2005,
1062: 247-254.

European Food Safety Authority, EFSA, "Polycyclic aromatic hydrocarbons in food.
Scientific opinion of the panel on contaminants in the food chain adopted on june
2008", The EFSA Journal, 2008, 724: 1-114.

European Commision, "Opinion of the Scientific Committee on Food on the risks to

human health of polycyclic aromatic hydrocarbons in food", 2002, 1-84.

Fromberg, A.; Hojgard, A.; Duedahl-Olesen, L., "Analysis of polycyclic aromatic
hydrocarbons in vegetable oils combining gel permeation chromatography with
solid-phase extraction clean-up", Food Additives and Contaminants, 2007, 24: 758-
767.

Fuentes, E.; Baez, M.; Diaz, J., "Microwave-Assisted Extraction at Atmospheric
Pressure coupled to different clean-up Methods for the Determination of
Organophosphorous Pesticides in Olive and Avocado Oil", Journal of
Chromatography A, 2009, 1216: 8859-8866.

Galeano, T.; Durn I.; Correa C.A.; Roldn B.; Rodriguez M.l., "Simultaneous
Fluorometric Determination of Chlorophylls a and b and Pheophytins a and b in
Olive Oil by Partial Least-Squares Calibration”, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2003, 51: 6934-6940.

Gandul, B.; Roca, M.; Minguez, M., "Use of Chlorophyll and Carotenoid Pigment

Composition to Determine Authenticity of Virgin Olive Oil", Journal of the American
Oil Chemists’ Society, 2000, 77: 853-858.

77



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Giamarchi, P.; Stephan, L.; Salomon, S.; Bihan, A. L., "Multicomponent
Determination of a Polyaromatic Hydrocarbon Mixture by Direct Fluorescence

Measurements", Journal of Fluorescence, 2000, 10: 393-402.

Grova, N.; Laurent, C.; Feidt, C.; Rychen, G.; Laurent, F.; Lichtfouse, E.,"Gas
chromatography-mass spectrometry study of polycyclic aromatic hydrocarbons in
grass and milk from urban and rural farms", 2000, European Journal of Mass
Spectrometry, 6: 457-460.

Grova, N.; Rychen, G.; Monteau, F.; LeBizec, F.; Feidit, C., "Effect of oral exposure
to polycyclic aromatic hydrocarbons on goat’s milk contamination”, Agronomy for
sustainable Development, 2006, 26:195-199.

Guillén, M.; Sopelana, P.; Palencia, G., "Polycyclic Aromatic Hydrocarbons and
Olive Pomace Qil", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2004, 52: 2123-
2132.

Guimet, F.; Ferré, J.; Boqué, R.; Xavier, F., "Application of unfold principal
component analysis and parallel factor analysis to the exploratory analysis of olive
oils by means of excitation—emission matrix fluorescence spectroscopy"”, Analytica
Chimica Acta, 2004, 515: 75-85.

Haaland, D. M.; Thomas, E.V., "Partial least-squares methods for spectral analyses.
1. Relation to other quantitative calibration methods and the extraction of qualitative

information”, Analytical Chemistry, 1988, 60: 1193-1202.

Harwood, J.; Aparicio, R., "Handbook of Olive Oil Analysis and Properties”, Aspen
Publication, 2000.

78



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

3

%

Hernandez, J. A.; Cladera, A.; Estela, J. M.; Lopez de Alba, P. L.; Cerda V.,
"Resolution of a multicomponent polycyclic aromatic hydrocarbon system in micellar
media by linear variable angle fluorescence applying distinct chemometric
techniques”, The Analyst, 1998, 123: 2235-2241.

Hewavitharana, A. K., "Simple solutions to problems encountered in quantitative
analysis of tocopherols and tocotrienols using silica columns”, Analytical
Biochemistry, 2003, 313: 342-344.

http://www.models.kvl.dk/algorithms, Ultima visita 26 de Julio de 2012.

International Programme on Chemical Safety and the Commission of the European
Communities, IPCS-CEC, "Naphthalene”, 1999, ICSC: 0667.

Kyriakidis, N.; Skarkalis, P., "Fluorescence spectra measurement of olive oil and
other vegetable oils", Journal of AOAC International, 2000, 83: 1435-1439.

Lage, M. A.; Cortizo, J. L., "Supercritical fluid extraction and high-performance liquid
chromatography—fluorescence detection method for polycyclic aromatic
hydrocarbons investigation in vegetable oil", Food Control, 2005, 16: 59-64.

Lee, C. K,; Ko, E. J.; Kim, K. W.; Kim, Y. J., "Partial Least Square Regression
Method for the Detection of Policyclic Aromatic Hydrocarbons in the Soil
Environment using Laser-Induced Fluorescence Spectroscopy", Water, Air, and Soil
Pollution, 2004, 158: 261-275.

Liu, Y. N.; Tao, S.; Dou, H.; Zhang, T. W.; Zhang, X. L.; Dawson, R., "Exposure of
traffic police to Polycyclic aromatic hydrocarbons in Beijing, China", Chemosphere,
2007, 66: 1922-1928.

Luch, A.; Baird W.M., "The Carcinogenic Effects of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons", Imperial College, 2005, Chapter 2: 19-60.

79



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

3

%

Marcos, |; Pérez, J.; Fernandez, M.; Garcia, C.; Moreno, B., "Detection of
adulterants in olive oil by headspace-mass spectrometry”, Journal of
Chromatography A, 2002, 945: 221-230.

Marti, R.; Llobet, J.; Castell V.; Domingo, J., "Evolution of the dietary exposure to
polycyclic aromatic hydrocarbons in Catalonia, Spain”, Food and Chemical
Toxicology, 2008, 46: 3163-3171.

Martinez, S.; Morales, A.; Pastor, A.; Morales, A.; Guardia, M., "Sample Preparation
Improvement in Polycyclic Aromatic Hydrocarbons Determination in Olive Oils by
Gel Permeation Chromatography and Liquid Chromatography with Fluorescence
Detection”, Journal of AOAC International, 2005, 88: 1247-1254.

MATLAB 6.0, The MathWorks Inc., Natick, MA, USA, 2000.

Miller, J. N.; Miller, J. C., "Statistic and Chemometrics for Analytical Chemistry",
Fourth Ed., Pearson Education S.A., Madrid, Spain, 2002, p. 263.

Minguez, M.l.; Gandul, B.; Gallardo, M.L., "Rapid Method of Quantification of
Chlorophylls and Carotenoids in Virgin Olive Oil by High-Performance Liquid
Chromatography", Journal of Agricultural Food and Chemistry, 1992, 40: 60-63.

Ministerio de Salud Republica de Chile, "Reglamento Sanitario de los Alimentos
DTO N°977/96 Modificacion Dto 115/03 Minsal", 2009, Articulo 249: 97-98.

Moreda, W.; Rodriguez, R.; Pérez, M. d. C.; Cert, A., "Determination of high
molecular mass polycyclic aromatic hydrocarbons in refined olive pomace and other
vegetable oils”, Journal of the Science of Food and Agriculture, 2004, 84: 1759-
1764.

Moret, S.; Conte, L. S., "A rapid method for polycyclic aromatic hydrocarbon

determination in vegetable oils", Journal of Separation Science, 2002, 25: 96-100.

80



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Moret, S.; Purcaro, G.; Conte, L. S., "Polycyclic aromatic hydrocarbons in vegetable
oils from canned foods", Eur. J. Lipid Sci. Technol., 2005, 107: 488-496.

Moyano, M.J.; Heredia, F.; Meléndez, A., "The Color of Olive Oils: The Pigments
and Their Likely Health Benefits and Visual and Instrumental Methods of Analysis",
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 2010, 9: 278-291.

Mueller, K.; Shann, J., "PAH dissipation in spiked soil: Impacts of bioavailability,
microbial activity, and trees”, Chemosphere, 2006, 64:1006-1014.

Muller, P., "Potential for Occupational and Environmental Exposure to Ten

Carcinogens in Toronto", Tox Probe Inc., 2002, B: 78-95.

Nagpal N. K., "Ambient Water Quality Criteria for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
(PAHSs)", Ministry of Environment, Lands and Parks Province of British Columbia,
1993.

Nahorniak, M. L.; Booksh, K. S., "Excitation-emission matrix fluorescence
spectroscopy in conjunction with multiway analysis for PAH detection in complex
matrices", The Analyst, 2006, 131: 1308-1315.

Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA) del Ministerio de Agricultura
Gobierno de Chile, "Mercados Agropecuarios”, 2010, 213: 8-13.

Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA) del Ministerio de Agricultura
Gobierno de Chile, "Balanza Comercial de Productos Silvoagropecuarios, Avance

Mensual Enero-Diciembre 2011", 2011, 1-26.

Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA) del Ministerio de Agricultura
Gobierno de Chile, "Aceite de Oliva", 2012, 1-23.

81



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Ohman, J.; Geladi, P.; Wold, S., "Residual bilinearization. Part 2: Application to
HPLC—diode array data and comparison with rank annihilation factor analysis ",
Journal of Chemomtrics, 1990, 4: 135-146.

Olivieri, A. C., " On a versatile second-order multivariate calibration method based
on partial least-squares and residual bilinearization: Second-order advantage and
precision properties”, Journal of Chemometrics, 2005, 19: 253-265.

Olivieri, A. C., "Analytical Advantages of Multivariate Data Processing. One, Two,
Three, Infinity?", Analytical Chemistry, 2008, 80: 5713-5720.

Olivieri, A.; Faber, N.; Ferré, J.; Boqué, R.; Kalivas, J.; Mark, H., "Uncertainty
estimation and figures of merit for multivariate calibration”, Pure Appl. Chem., 2006,
78: 633—-661.

Olivieri, A.; Faber, N., "A closed-form expression for computing the sensitivity in

second-order bilinear calibration”, Journal of Chemometrics, 2005, 19: 583-592.

Purcaro, G.; Moret, S.; Conte, L. S., "Rapid SPE-HPLC determination of the 16
European priority polycyclic aromatic hydrocarbons in olive oils", Journal of
Separation Science, 2008, 31: 3936-3944.

Purcaro, G.; Moret, S.; Conte, L. S., "Rapid validated method for the analysis of
benzo[a]pyrene in vegetable oils by using solid-phase microextraction-gas
chromatography-mass sepectrometry”, Journal of Chromatography A, 2007, 1176:
231-235.

Rodriguez, R.; Pérez, M.; Cert, A.; Moreda, W., "Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
in Spanish Olive Oils: Relationship between Benzo(a)pyrene and Total Polycyclic
Aromatic Hydrocarbon Content", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2008,
56: 10428-10432.

82



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Rose, M.; White, S.; Macarthur, R.; Petch, R. G.; Holland, J.; Damant, A. P.,
"Single-laboratory validation of a GC/MS method for the determination of 27
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) in oils and fats", Food Additives and
Contaminants, 2007, 24: 635-651.

Shen, Y.; Hu, Y.; Huang, K.; Yin, S.; Chen, B.; Yao, S., "Solidphase extraction of
carotenoids”, Journal of Chromatography A, 2009, 1216: 5763-5768.

Sikorska, E.; Romaniuk, A.; Khmelinskii, I. V.; Herance, R.; Bourdelande, J. L.;
Sikorski, M.; Koziol, J.,"Characterization of Edible Oils Using Total Luminescence

Spectroscopy ", Journal of Fluorescence, 2004, 14: 25-34.

Sikorska, E.; Goérecki, T.; Khmelinskii, I. V.; Sikorski, M.; Koziol, J., "Classification of
edible oils using synchronous scanning fluorescence spectroscopy”, Food
Chemistry, 2005, 89: 217-225.

Sikorska, E.; Gliszczynda, A.; Khmelinskii, I.; Sikorski, M., "Synchronous
Fluorescence Spectroscopy of Edible Vegetable Oils. Quantification of
Tocopherols", Journal of Agricultural Food and Chemistry, 2005, 53: 6988-6994.

Sikorska, E.; Khmelinskii, I.; Sikorski, M.; Caponio, F.; Bilancia, M.; Pasqualone, A.;
Gomes, T., "Fluorescence spectroscopy in monitoring of extra virgin olive oil during

storage", International Journal of Food Science and Technology, 2008, 43: 52—61.

Simon, R.; Ruiz, J. A. G.; VonHolst, C.; Wenzl, T.; Anklam, E., "Results of a
European inter-laboratory comparison study on the determination of EU priority
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) in edible vegetable oils", Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 2008, 391: 1397-1408.

Srogi, R., "Monitoring of environmental exposure to polycyclic aromatic

hydrocarbons: a review", Environmental Chemistry Letters, 2007, 5: 169-195.

83



X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Straif, K.; Baan, R.; Grosse, Y.; Secretan, B.; Ghissassi, F. E.; Cogliano, V.,
"Carcinogenicity of polycyclic aromatic hydrocarbons", The Lancet Oncology, 2005,
6: 931-932.

Teixeira, V. H.; Casal, S.; Oliveira, M. B., "PAHs content in sunflower, soybean and
virgin olive oils: Evaluation in commercial samples and during refining process",
Food Chemistry, 2007, 104: 106-112.

The Commission Of The European Comunities Official Journal of the European
Union, "Commission Regulation (EC) No 208/2005 of 4 February 2005 amending
Regulation (EC) No 466/2001 as regards polycyclic aromatic hydrocarbons", 2005,
3-5.

The Free Chemical Data Base, ChemSpider, http://www.chemspider.com, ultima
visita 26 de Julio de 2012.

Vichi, S.; Pizzale, L.; Conte, L. S.; Buxaderas, S.; Lépez-Tamames, E., "The
occurrence of volatile and semi-volatile aromatic hydrocarbons in virgin olive oils
from north-eastern Italy", Food Control, 2007, 18: 1204-1210.

Viguli, J.; Verde, J.; Irabien A., "Environmental assessment of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHS) in surface sediments of the Santander Bay, Northern Spain”,
Chemosphere, 2002, 48: 157-165.

Warner, K.; Vick, B.; Kleingartner, L.; Isaak, R.; Doroff, K., "Compositions of
Sunflower, Nunsun (Mid-Oleic Sunflower) and High-Oleic Sunflower Oils", National

Sunflower Association, Quality, 2003.
WeilRhaar, R., "Rapid determination of heavy polycyclic aromatic hydrocarbons in

edible fats and oils", European Journal of Lipid Science and Technology, 2002, 104:
282-285.

84



X3

%

X3

%

Wenzl, T.; Simon, R.; Kleiner, J.; Anklam, E., "Analytical methods for polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs) in food and the environment needed for new food
legislation in the European Union", Trends in Analytical Chemistry, 2006, 25: 716-
725.

Wu, S.; Yu, W., "Liquid-liquid extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons in four
different edible oils from China", Food Chemistry, 2012, 134: 597-601.

Zandomeneghi, M.; Carbonaro, L.; Caffarata, C., "Fluorescence of Vegetable Oils:
Olive Oils", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2005, 53: 759-766.

Zeep, R.; Sheldon, W.; Moran, M., "Dissolved organic fluorophores in southeastern
US coastal waters: correction method for eliminating Rayleigh and Raman
scattering peaks in excitation—emission matrices", Marine Chemistry, 2004, 89: 15-
36.

Zougagh, M.; Redigolo, H.; Rios, A.; Valcarcel, M., "Screening and confirmation of
PAHSs in vegetable oil samples by use of supercritical fluid extraction in conjunction
with liquid chromatography and fluorimetric detection”, Analytica Chimica Acta,
2004, 525: 265-271.

85



ANEXO

Propiedades analiticas complementarias del método MAE-SPE asociado a

espectroscopia de fluorescencia total junto con U-PLS/RBL.

Con el objetivo de tener una vision general de las ventajas comparativas del método
desarrollado frente al método de referencia utilizando HPLC-FLD, se realizé un analisis
econémico para determinar las propiedades analiticas complementarias de ambos
métodos. La etapa de preparacibn de muestra incluyendo MAE-SPE no fue
considerada en el calculo puesto que en ambos casos (fluorescencia total y HPLC-
FLD) los tiempos e insumos requeridos son los mismos. Las propiedades analiticas

complementarias obtenidas se informan en la Tabla A.

El método de referencia requiere de un mayor consumo de solventes y tiempo de
andlisis de las muestras que el método propuesto. Ademas su costo de
implementacion es considerablemente superior al método espectroscopico (valores de
equipos: $ 36.998.000 y $ 20.188.000 para HPLC-FLD y fluorescencia total,
respectivamente); sélo en términos de equipamiento la técnica cromatografica es 1,8
veces MAas costosa que ésta técnica espectroscopica. El costo de analisis (para 10
muestras) es 7,8 veces superior por el método cromatografico. En consecuencia, el
método propuesto utilizando MAE-SPE asociada a fluorescencia total junto con U-
PLS/RBL es menos costoso, mas rapido y menos contaminante en términos de

consumo de solventes que el método cromatogréfico de referencia.
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Tabla A. Propiedades analiticas complementarias del método propuesto MAE-
SPE/Fluorescencia Total-U-PLS/RBL y del método de referencia MAE-SPE/HPLC-
FLD, expresadas para 10 muestras.

Fluorescencia Total HPLC-FLD

Consumo de reactivos

Volumen de solvente para contener la
20 mL n-hexano 10 mL 2-propanol
muestra

. 500 mL acetonitrilo
Volumen de fase movil -

50 mL agua
Helio ultra puro - 200 mL/min
Rapidez
Tiempo de andlisis 1,55h 6,33 h
Costos (en moneda nacional)
n-hexano® 190 -
Acetonitrilo® - 4.375
2-propanol? - 55
Helio” - 2.283
Equipamiento® 236 1.205
Detector FLD* - 557
Columna HPLC® - 12.700
Celda de fluorescencia’ 7 -
Analista encargado® 4.844 19.792
Total costos (10 muestras) 5.277 40.967

# Considerando la compra de botellas de 4 L de solvente con un costo de $ 38.000, $ 35.000 y $ 22.000
para n-hexano, acetonitrilo y 2-propanol, respectivamente.

b Considerando duracién de 6 meses para el analisis de 20 muestras diarias, con un costo de $ 137.000
por cilindro.

cd Depreciacion lineal a 15 afios con un costo inicial de $ 25.000.000, $11.550.000 y $ 20.000.000 para
HPLC, detector de fluorescencia y espectrometro de luminiscencia, respectivamente.

€ Considerando una vida (til de 200 muestras, con un costo inicial de $ 254.000.

"Considerando una vida dtil de 2 afios, con un costo inicial de $ 75.000.

9 Considerando un salario de $500.000 liquido al mes para una jornada de 8 horas diarias (equivalente en
horas hombre a $ 3.125).
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