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RESUMEN

Los Hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) son un grupo de
compuestos organicos constituidos por 2 o mas anillos aromaticos simples
unidos, que no contienen heteroatomos ni otros sustituyentes. Generan
diversos dafios a la salud debido a su caracter cancerigeno y mutagénico.
Considerando su caracter lipofilico los HAPs pueden acumularse en grasas y en
los tejidos vegetales con una alta persistencia. Por esto los podemos ingerir
indirectamente al incluir en nuestra dieta alimentos ricos en grasas 0 aceites
como es el caso de los aceites vegetales. Las técnicas mas ampliamente
utilizadas para determinar las concentraciones de los HAPs en aceites han sido
la cromatografia liquida de alta eficiencia asociada a deteccién por
fluorescencia o espectrometria de masas. Sin embargo, al utilizar HPLC los
tiempos de andlisis y de preparacibn de muestra ocupan un tiempo
considerable. Es un método relativamente costoso tanto en equipamiento de la
técnica y en analisis. Una alternativa a estos métodos son aquellos basados en
espectroscopia de fluorescencia, principalmente por su menor costo y rapidez.
La relevancia de estos métodos ha sido limitada por su falta de selectividad,
especialmente cuando compuestos similares deben ser analizados en matrices
complejas. Una forma de alcanzar una mayor selectividad analitica es asociar la

espectroscopia de fluorescencia con diferentes métodos quimiométricos de

XV



analisis de datos, constituyendo un método de calibracion multivariado. En
trabajos recientes, realizados en el laboratorio donde se desarroll6 la presente
tesis, se ha propuesto una extraccion liquido-liquido asistida por microondas
(MAE) asociada a extraccion en fase solida con silica (SPE) como etapa de
preparacion de los aceites, previa a la cuantificacion por espectroscopia de

fluorescencia y calibracion multivariada.

En el presente estudio se utilizd la espectroscopia de fluorescencia
asociada a calibracion multivariada de segundo orden (U-PLS/RBL) para
determinar un grupo de siete HAPs (Figuras 1-7: benzo[a]antraceno (BaA),
benzo[b]fluoranteno (BbF), benzo[k]fluoranteno (BkF), benzo[a]pireno (BaP),
indeno  [1,2,3—c,d]-pyreno  (IP), dibenzo[a,h]antraceno  (DBahA) vy

benzo[g,h,i]perileno (BghiP).

Se realizé una etapa de calibrado con mezclas de los estandares de los
siete compuestos de interés preparados en solventes seleccionados,
encontrando el intervalo espectral 6ptimo y el nimero éptimo de factores para
cada HAPs. Se validé con un conjunto preparado en solvente, los valores
obtenidos para el error relativo de prediccion (REP) (entre 4,8% y 25,2% para
BaP y BghiP) y la raiz de error cuadrado medio de prediccion (RMSEP) (entre
0,03 ng mL™! para BkF y 0,88 ng mL"! para BghiP) se consideraron bajos por lo

que las predicciones fueron satisfactorias.
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La capacidad predictiva del modelo de calibracion U-PLS/RBL fue evaluada
utilizando muestras de aceite fortificadas con los siete compuestos desde el
inicio del proceso obteniendo altos valores de REP y RMSEP. Con el objetivo
de incrementar la selectividad y asi mejorar la capacidad predictiva
disminuyendo los parametros anteriores, tanto las matrices de excitacion
emisién (EEMs) del grupo de validacion preparado en matriz asi como los del
conjunto de calibrado fueron derivados y usados para predecir las
concentraciones de los HAPs. Otra de las medidas tomadas para mejorar la
capacidad predictiva fue que al tratamiento de muestra (MAE-SPE) se le
incorporo la precipitacion de aceite co-extraido por disminucion de temperatura
logrando bajar la carga de algunos de los interferentes, que perjudican el

analisis y asi obtener mejores resultados en la prediccion.

Se prepar6 un nuevo grupo de muestras en duplicado fortificadas desde el
comienzo del proceso, tratadas con MAE-precipitacion de aceite co-extraido-
SPE y analizadas mediante HPLC-FLD como método de referencia. Las
recuperaciones promedio determinadas mediante HPLC-FLD estuvieron entre
un 55 y 79%, no encontrandose diferencias significativas con los valores
determinados mediante U-PLS/RBL para BbF, BkF, BaP, BghiP, DBahA e IP.
Ademas, se establecié que los HAPs son estables al menos por dos meses en
los extractos finales obtenidos luego del proceso de extraccion; puesto que
presentaron concentraciones semejantes entre ambos grupos duplicados, aun

cuando uno de ellos se analizé después del tiempo sefalado.
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El método propuesto fue aplicado a 15 aceites de oliva virgen
comerciales, en uno solo de ellos se detectaron concentraciones por sobre el
limite de deteccién (LOD) para BaA 1,62 ng g* y BghiP 1,88 ng g dando un
total de 3,5 ng g* de HAPs. A pesar de esto, ambos HAPs se encuentran bajo

los limites maximos permitidos por la legislacion Europea.

Por dltimo para investigar si al ser calentado el aceite de oliva en
presencia de materia organica durante 24 horas, surgen modificaciones del
perfil de concentraciones de dos HAPs modelo (BaA e IP), se aplicé el método
MAE precipitacion de aceite co-extraido SPE. El estudio mostré posibles
fendmenos de sorcidén de los compuestos por la materia organica que varian en

el tiempo.
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ABSTRACT

FLUORESCENCE SPECTROSCOPY ASSOCIATED TO A MULTIVARIED
CALIBRATION AS ANALYSIS TOOL TO EVALUATE THE PRESENCE OF

POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN VEGETABLE OILS.

The Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) are a group of organic
compound composed of 2 or more simple aromatic rings joined together, which
contain neither heteroatoms nor others sustituents. They generate several
health problems due to their carcinogenic and mutagenic nature. Considering
their lipophilic nature, the PAHs can gather together in fat and vegetal tissues
with a high persistence. For this reason we can ingest them indirectly when
including fatty food or oils as in the case of vegetal oils. The techniques
thoroughly used in order to determine the PAHs concentrations in oils have
been the high efficiency liquid chromatography associated to detection by
fluorescence or mass spectrometry. Nevertheless, HPLC analysis and the
previous sample preparation take a considerable time. Moreover, is a relatively
expensive method not only in the technique equipment, but also in the analysis.
As alternative to these methods are those based on fluorescence spectroscopy,
mainly because of its low cost and rapidity. The relevance of these methods has
been limited by its lack of selectivity, specially when similar compounds must be

analyzed in complex matrix. One way of achieving a bigger analytical selectivity
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is associating the fluorescence spectroscopy with different chemometrics
methods of data analysis, constituting a multivaried calibration method. In recent
research, carried out in the laboratory where this thesis was developed, it has
been proposed a liquid-liquid microwave-assisted extraction (MAE) associated
to silica-based solid phase extraction (SPE) as preparation phase of oils, prior to

the quantification by fluerescence spectroscopy and multivaried calibration.

In the present study it was used the fluorescence spectroscopy associated to
a second order multivaried calibration (U-PLS/RBL) so as to determine a group
of seven PAHs (Figures 1-7: benzo[a]anthracene (BaA), benzol[b]fluoranthene
(BbF), benzo[Kk]fluoranthene (BkF), benzo[a]pyrene (BaP), indeno [1,2,3—c,d]-

pyrene (IP), dibenzo[a,h]Janthracene (DBahA) and benzo[g,h,i]pyrelene (BghiP).

It was carried out a calibrated phase with mixture of the seven compounds of
interest prepared in solvent, finding the optimal spectrum interval and the
optimal number of factors for each PAHSs. It was validated with a set prepared in
solvent, the values obtained for the relative-error prediction (REP) (between
4,8% and 25,2% for BaP y BghiP) and the root of the mean squared error of
prediction (RMSEP) (between 0,03 ng mL"! for BKF and 0,88 ng mL"! for BghiP)

were low so the predictions were satisfactory.

The predictive capacity of the calibration model U-PLS/RBL was evaluated
using fortified oil samples with the seven compounds from the beginning of the

process obtaining high values of REP and RMSEP. With the purpose of
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increasing the selectivity and, in that way, also improving the predictive capacity
reducing the previous parameters, not only the Emission Excitation Matrix
(EEMs) of the validation group prepared in matrix, but also those from the
calibration set were derived and used in order to predict the HAPs
concentrations. Another measure taken in order to improve the predictive
capacity was incorporating to the sample treatment (MAE-SPE) the precipitation
of co-extracted oil throught temperature reduction lowering the charge of some

of the interferents.

It was prepared a new duplicated sample group fortified from the beginning
of the process, treated with MAE- low temperature precipitation-SPE and
analyzed through HPLC-FLD as reference method. The average recoveries
determined by HPLC-FLD fluctuated between 55 and 79%, finding no significant
differences with the determined values through U-PLS/RBL for BbF, BkF, BaP,
BghiP, DBahA and IP. Furthermore, it was established that HAPs are steady at
least for two months in the final extracts obtained after the extraction process;
due to the fact that they presented similar concentrations between both
duplicated groups, even though one of them was analized after the indicated

period of time.

The proposed method was applied to 15 commercial virgin olive oils, only
in one of them were detected concentrations over the limit of detection (LOD)

for BaA 1,62 ng gt and BghiP 1,88 ng g revealing a total of 3,5 ng g of HAPs.
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In despite of this, both HAPs are under the maximum limits allowed by the

European legislation.

Lastly, the method was applied to evaluate possible change of the profile
of two selected PAHs (BaP and IP) in olive oil heated up in presence of organic
matter for 24 hours. The study showed possible sorption phenomena of the

compounds on the organic matter depending on time.
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1. INTRODUCCION

Los Hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) son un grupo de
compuestos organicos constituidos por 2 o mas anillos aromaticos simples
unidos que no contienen heterodtomos ni otros sustituyentes. Se ha
demostrado en variados estudios que generan diversos dafios a la salud, ya
que pueden comportarse como agentes cancerigenos y mutagénicos. Estos
compuestos se caracterizan por su baja solubilidad en agua y elevada en
disolventes organicos no polares. Los seres humanos pueden estar en
expuestos a los HAP por inhalaciéon de aire contaminado, humo de tabaco,
suelos contaminados, hollin y especialmente por ingesta de aguas o alimentos
contaminados, entre ellos alimentos grasos como los aceites comestibles,

debido a la afinidad que tienen los HAP a las grasas.

Aquellos HAP gue poseen un alto peso molecular son los que presentan
un mayor caracter lipofilico y se pueden acumular en grasas como en las de los
animales y en los tejidos vegetales con una alta estabilidad. Debido a esto los
podemos ingerir indirectamente al incluir en nuestra dieta alimentos ricos en
grasas o aceites como es el caso de los aceites vegetales (oliva, girasol, maiz,
etc.). La contaminacién de este tipo de alimentos con HAP es producto de la
contaminacion de las materias primas y al procesamiento que reciben al ser

fabricados.



Debido a su caracter cancerigeno y mutagénico diversas legislaciones
han establecido limites maximos permitidos de los HAP en alimentos. En este
sentido, las Autoridades Europeas de Seguridad Alimentaria publicaron la
actualizaciéon de un reglamento que establece un limite de 2 ug kg para BaP y
10 pg kgt para la suma de cuatro HAPs (BaP, criseno, BaA y BbF) en los
aceites de orujo de oliva. Segun el reglamento sanitario de los alimentos Dto.
977/96 Articulo 249 de Chile, no se aceptaran mas de 2 ug kg? de cada uno ni
mas de 5 pg kg? de la suma de los 8 hidrocarburos aromaticos policiclicos
volatiles en aceites y grasas. Los 8 HAPs relacionados son: Benzo[a]pireno,
benzo[e]pireno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,

dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno, indeno[1,2,3-0,d]pireno.

En vista de los antecedentes sefialados, la determinacion de los HAP en
aceites vegetales ha adquirido una alta relevancia, ya que asi se puede contar
con informacion acerca de la situacion de los aceites nacionales mas
consumidos en la actualidad (oliva y girasol) en cuanto a presencia de este tipo
de contaminantes. Para ello se requiere de métodos analiticos adecuados en

sensibilidad y selectividad.

La cromatografia liquida de alta eficiencia asociada a deteccion por
fluorescencia o espectrometria de masas es el método al que habitualmente se
recurre para determinar HAP en aceites. Sin embargo, al utilizar HPLC los

tiempos de analisis y preparacion de muestra ocupan un tiempo considerable,



es un meétodo relativamente costoso tanto en equipamiento de la técnica y en
analisis ya que requiere de importantes volumenes de solventes de alta pureza
para la separacion y extraccion de los analitos. Una alternativa a los métodos
cromatograficos para la determinacion de HAP son aquellos basados en
espectroscopia de fluorescencia, principalmente por su menor costo y rapidez.
Sin embargo, la relevancia de estos métodos ha sido limitada por su falta de
selectividad, especialmente cuando compuestos similares deben ser analizados
en matrices complejas. Una forma de alcanzar una mayor selectividad analitica
es asociar la espectroscopia de fluorescencia con diferentes métodos
guimiométricos de andlisis de datos, constituyendo un método de calibracion

multivariado.

En trabajos recientes, realizados en el laboratorio donde se desarroll6 la
presente tesis, se ha propuesto una extraccién liquido-liquido asistida por
microondas (MAE) asociada a extraccion en fase sélida con silica (SPE) como
etapa de preparacion de los aceites, previa a la cuantificacion por

espectroscopia de fluorescencia y calibracion multivariada.

En el presente estudio se utilizé la espectroscopia de fluorescencia
asociada a calibracion multivariada de segundo orden (U-PLS/RBL) para
determinar un grupo de siete HAPs (Figuras 1-7: benzo[a]antraceno (BaA),

benzolb]fluoranteno (BbF), benzolk]fluoranteno (BkF), benzo[a]pireno (BaP),



indeno  [1,2,3—c,d]-pyreno  (IP), dibenzo[a,h]antraceno  (DBahA) vy
benzo[g,h,i]perileno (BghiP)), en aceites de oliva virgen producidos y/o
consumidos en Chile. Se aplico en primer término un tratamiento de las
muestras que implica la extraccion de los HAPs desde el aceite (MAE) y
limpieza de los extractos con SPE sobre silica. Se intercald6 una etapa de
precipitacion por disminucion de temperatura del aceite co-extraido con MAE,
con el objetivo de bajar la carga de interferentes antes de SPE. Por otra parte,
se considerd trabajar con los espectros de fluorescencia total derivados para
mejorar la selectividad en la calibracion multivariada. Se evalud el efecto del
tiempo de almacenamiento de muestras tratadas con MAE-SPE sobre la
determinacién de los analitos estudiados, los que fueron cuantificados mediante
calibracion multivariada y HPLC con detector de fluorescencia. Se analizaron
muestras reales de aceites de oliva virgen de varias marcas disponibles en el
mercado para determinar la presencia de HAPs en ellas. Finalmente se evalu6
la posible generacion de HAPs en muestras de aceite calentadas en presencia

de materia organica.



2. MARCO TEORICO

2.1 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) se caracterizan por
estar formados por varios anillos bencénicos. El benceno es un hidrocarburo de
férmula molecular CeéHs cuyos &tomos de carbono se unen formando un anillo
(posee un olor caracteristico por eso se suele hombrar como anillo aromatico).
Los HAP contienen en su estructura 2 o mas anillos bencénicos fusionados
(policiclos) y no contienen heterodtomos ni otros sustituyentes. Como
sustancias quimicas puras generalmente se encuentran en estado solido
pudiendo tener una coloracién blanca, verde amarillosa palida o ser incoloros.
Los de menor numero de anillos son mas volatiles que aquellos de cuatro 0 mas

anillos. Por lo general se les encuentra como una mezcla de distintos HAP.

Aquellos HAP gue poseen un alto peso molecular son los que presentan
un mayor caracter lipofilico. Esta caracteristica en general se incrementa al
aumentar la complejidad del compuesto y su masa molecular, es asi como un
HAP que contenga un mayor numero de anillos y alto peso molecular presenta
una mayor afinidad por las grasas que un HAP que posea una estructura mas
sencilla y de bajo peso molecular. Los que contienen menos de 5 anillos
aromaticos son llamados HAPs livianos y los que tienen 5 o mas anillos se

conocen como HAPs pesados. En la Figura 1 se presenta la estructura



molecular de los hidrocarburos aromaticos policiclicos con los que se trabajo;

mientras que en la Tabla 1 se resumen algunas de sus caracteristicas:

1. Benzo[a]pirenc 2. Benzo [b] fluorantens 3. Benzo [k] fluorantenc
4, Benzo [a) antracens S. Dibenzo[ah]antracens 6. Benzo [ghi]penilenc

o

7. Indenopirenc

Figura 1. Estructura molecular de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos considerados en el presente
estudio.



Tabla 1. Caracteristicas de HAPs con los que se trabajo.

Abreviacion Masa molar Formula Solubilidad en Punto
(g molt)  molecular agua(mgL?) ebullicién(°C)

Benzo[a]pireno BaP 252,3 C20H12 2%103 495
Benzo[b]fluoranteno BbF 252,3 C20H12 1*10-3 481
Benzol[k]fluoranteno BkF 252,3 C20H12 8*10* 480
Benzo[a]antraceno BaA 228,3 CisH12 0,01 400
Dibenzo[a,h]antraceno DbahA 278,4 Ca2Ha4 5*104 524
Benzo[ghi]perileno BghiP 276,3 C22H12 3*10+ 550
Indenopireno IP 276,3 C22H12 0,06 530

Los HAPs se forman como subproductos de la combustién incompleta de
carbon, petréleo, gasolinas, basuras y materia organica en general. Esto hace
que sean compuestos ampliamente difundidos en el medio ambiente, llegando a
considerarseles como ubicuos. Se pueden distinguir dos tipos de fuentes de

estos compuestos en el medio ambiente:

Fuentes naturales: Generadas por combustiones naturales de materia organica,

como lo son las erupciones volcénicas y los incendios forestales.

Fuentes antropogénicas: Todas aquellas formas en que se originan HAP
dependientes de la actividad humana como por ejemplo en calefacciones
domésticas, emisiones de vehiculos con motor, consumo de tabaco y en usos

industriales.

Los seres humanos pueden entrar en contacto con los HAP por via

inhalatoria al respirar aire contaminado, dérmica al encontrarse con suelos



contaminados o digestiva, especialmente por ingesta de aguas o alimentos
contaminados. Considerando su caracter lipofilico descrito anteriormente los
HAP pueden acumularse en grasas y en tejidos vegetales con persistencia.
Debido a esto los podemos ingerir indirectamente al incluir en nuestra dieta
alimentos ricos en grasas o aceites como es el caso de los aceites vegetales
(oliva, girasol, maiz, etc.). La contaminacion de este tipo de alimentos con HAP
es producto de la contaminacion de las materias primas y al procesamiento que

reciben al ser fabricados.

Al ingresar al organismo, los HAPs son absorbidos por éste
distribuyéndose ampliamente en todos los tejidos, especialmente en aquellos
gue tienen un mayor porcentaje graso como los pulmones, la piel y el sistema
digestivo. La mayoria de los HAPs pasan por un proceso de detoxificacion para
ser eliminados por la orina y heces. La detoxificacion ocurre principalmente en
el higado. En una primera instancia ocurre la oxidacion de un doble enlace de
los HAPs catalizada enziméaticamente, seguido por una conjugacién en donde al
compuesto oxidado se agrega una molécula abundante en el organismo como
el glutation. Con estos dos pasos se modifica el compuesto original para que se

transforme en uno hidrosoluble, favoreciendo su eliminacién por la orina.

Se puede generar otra via de reaccion luego de la oxidacion inicial, la
gue involucra una hidrolisis catalizada por una enzima llamada epo6xido

hidrolasa microsomal (EH) seguida por otra oxidacién por la enzima P-450,



generando como producto final un diol-epoxido. Estos compuestos son
altamente reactivos y pueden unirse a moléculas complejas como proteinas y el
ADN; generando finalmente mutagénesis. En la Figura 2 se representan las

distintas rutas metabdlicas del benzopireno como modelo de HAP en humanos:

Representacion del metabolismo del benzopireno en humanos

Benzolalpireno (BaP)

/CYP]AI

=y BaP-Epoxidos

BaP-Glutation

3- Fldrn}:l BaP

7, B-dihidroxi-7 8-dihidro-BaP
(dihidrodiol-BaP)

l(“r’l"aﬁd
7 . 8-dihidroxi-9, 1 0-oxi-
/.8.9,10-tetrahidro-BaP
(dihidrodiolepéxido-BaP)
HC]
OH

OH M'\I
HO HO
HO HO
OH OH
7.8.9,10-tetrahidroxi-7,8,9,10-tetrahidro-BaP Aducto BaP-macromolécula

Figura 2. Rutas metabdlicas que pueden seguir los HAPs en el cuerpo humano.



Cabe sefalar que la mayoria de los HAP no presentan un caracter
genotéxico “per se” sino los productos de su metabolismo, particularmente los
epoxidos (Figura 2) que se pueden unir al ADN. La presencia de moléculas
ajenas al material genético puede provocar la copia defectuosa de este material
durante la division celular, lo que genera mutaciones. Si éstas ocurren en
aguellas células que controlan el crecimiento celular, se puede iniciar un cancer.

(Agudo A. 2010)

Otros de los efectos nocivos que producen los HAPs en animales
sometidos a altas dosis de exposicion son: debilitamiento del sistema
inmunitario, problemas reproductivos, si la exposicion se produce durante el
embarazo podria afectar al feto generando defectos congénitos y disminucién

del peso corporal. (Agency for toxic substances and disease registry 1996)

Debido a que los HAPs podrian encontrarse en alimentos que
consumimos diariamente y a su caracter cancerigeno y mutagénico, diversas
legislaciones han establecido limites maximos permitidos de estos compuestos
en alimentos. En este sentido, las Autoridades Europeas de Seguridad
Alimentaria publicaron la actualizacién de un reglamento que establece un limite
de 2 pug kg* para BaP y 10 ug kg para la suma de cuatro HAPs (BaP, criseno,
BaA y BbF) en los aceites de orujo de oliva. Segun el reglamento sanitario de
los alimentos Dto. 977/96 Articulo 249 de Chile, no se aceptaran mas de 2 ug

kg de benzopirenos ni mas de 5 ug kg?! de la suma de los 8 hidrocarburos
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aromaticos policiclicos volatiles en aceites y grasas (Ministerio de Salud
Republica de Chile 2009). Los 8 HAPs relacionados son: Benzo[a]pireno,
benzo[e]pireno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,

dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno, indeno[1,2,3-0,d]pireno.

2.2 Aceites

Aceites de oliva

El aceite de oliva es el aquel que proviene exclusivamente de la aceituna,
fruto del olivo. Actualmente se clasifican en variados grupos debido a su

procesamiento, composicién o calidad.

Aceite de oliva virgen: Obtenido Unicamente desde el fruto del olivo por
procedimientos mecanicos (prensado) u otros procedimientos fisicos que no
conllevan a una alteracion quimica del aceite. Este grupo se puede dividir en
dos: Aquellos aptos para el consumo humano (aceite de oliva virgen, extra
virgen y corriente) y aquellos no aptos para el consumo humano (aceite de oliva

lampante).

Existen otros tipos de aceites de oliva como los refinados (obtenidos por

el refino de aceites de oliva virgenes) aceite de oliva (mezcla de aceite de oliva
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refinado y virgen) y aceites de orujo de oliva (obtenido por tratamiento con
disolventes u otros procedimientos de la pulpa que queda después del

prensado).

La Figura 3 muestra de forma esquemética las principales etapas que
involucra la obtencién del aceite de oliva, partiendo desde la recoleccién,
almacenaje en la almazara, prensado, decantacion y finalmente la elaboracion,

en el caso de aceites que lo requieran.

N E

Recoleccion Almazara Molturaciéon Prensado Decantacion Elaboracion

Figura 3. Esquema de las etapas para la elaboracion del aceite de oliva.

La composicion de los aceites de oliva consta de dos fracciones: Una
mayoritaria, también conocida como la fraccion saponificable, que comprende
entre el 98-99% del total y que esta compuesta en gran parte por triglicéridos y
en una cantidad menor por diglicéridos, monoglicéridos y acidos grasos libres
(en mayor cantidad el acido oleico) provenientes de las aceitunas. La otra
fraccidbn minoritaria corresponde a la fraccion no saponificable y representa el
2% del peso del aceite de oliva. Resulta dificil determinar de forma precisa la

totalidad de los compuestos menores dada su baja concentracion y por su
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naturaleza compleja. Incluye una alta variedad de compuestos quimicos una
parte de estos son derivados de acidos grasos tales como fosfolipidos y ésteres
de esteroles. La parte que no es derivado de los acidos grasos son:
Hidrocarburos, alcoholes alifaticos, esteroles libres, tocoferoles, clorofilas,

carotenoides y compuestos fenodlicos (Lozano y col. 2009).

Los aceites se pueden contaminar con los HAPs en su proceso de
elaboracién y por la contaminacion ambiental de la materia prima vegetal. En el
proceso de elaboracion la contaminacion se puede producir en la etapa de
secado de los residuos del orujo, los solventes involucrados en la extraccion, el
quemado de sodlidos, el material de empaque y los residuos de aceites
minerales utilizados como lubricantes en la maquinaria de las plantas de
extraccion de aceite. (Guillén y col. 2004; Lage y col. 2005; Moret y col. 2005;

Teixeira y col. 2007).

En lo referente al consumo de este alimento, a nivel nacional ésta ha ido
en aumento a través de los afios, esto se puede deber a la promocién mundial
de la dieta mediterranea, que destaca las propiedades nutritivas que se le
atribuyen al aceite de oliva tales como: Aportar vitamina A, D, F y K; ayudar a
prevenir la ateriosclerosis y las afecciones cardiacas, reducir el colesterol total,
mejorar el funcionamiento del estbmago entre otras (Chile Oliva 2013). Se
estima que el consumo per capita del afio 2012 fue de alrededor de 737 gramos

por persona al afio, representando un aumento del 22% comparandolo con el
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afio anterior. El 90% de los aceites de oliva generados en Chile corresponde a
extra virgen. En la Figura 4 se muestra la evolucion que ha tenido el consumo

per cépita de aceite de oliva en Chile en el periodo 2004-2012.

Consumo per capita aparente de Aceite de Oliva en Chile
(gr aceite/per capita al ano)

800 7137
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Fuente: ChileOliva, 2013

Figura 4. Consumo per capita aparente de Aceite de Oliva en Chile entre los afios 2005 y 2012.

La produccion de aceites de oliva en Chile también ha presentado un
incremento considerable con el paso de los afios, aumentando asi el area
destinada al cultivo de olivos para aceite. Si en el 2005 se producian 1800
toneladas de aceite, desde ese afio se ha experimentado un crecimiento
promedio anual de la produccién del 45%, llegando al afio 2012 a las 21600

toneladas de produccion de aceite de oliva en Chile. Parte de los aceites
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producidos son exportados a paises como: Estados Unidos, Italia, Brasil,

Venezuela, Canadé4, Colombia, México, Inglaterra y Japon (Chile oliva, 2013).

2.3 Métodos analiticos para determinar HAPs en aceites de origen vegetal

Uno de los principales problemas para la determinacion de HAPs en
aceites es la complejidad de la matriz, sus bajos niveles de concentracion y los
multiples compuestos interferentes. Se han planteado multiples formas de
extraccion de los analitos de interés y eliminacion de estas interferencias previa
a su determinacién cromatogréfica. Para el paso de la extraccibn se ha
recurrido a la particién 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),
micro extraccién en fase sélida (SPME) (Vichi y col. 2007), extraccién con
fluidos supercriticos (SFE) (Zougagh y col. 2004; Lage y col. 2005), micro
extraccion en fase solida desde el espacio de cabeza o “head space” (SPME-
HS) (Arrebola y col. 2006) y extraccion en fase sélida (SPE) (Moret y col. 2005;

Purcaro y col. 2008).

Para la limpieza o “clean-up” también se han sugerido distintos
tratamientos de muestra para esta etapa como la cromatografia de permeaciéon

en gel (GPC) (Cejpek y col. 1998; Fromberg y col. 2007) y algunas que implican
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SPE con sorbentes de florisil, silica y C18 (Rose y col. 2007; Teixeira y col.
2007; Simon y col. 2008; Wu y Yu 2012). Las desventajas de varias de estas
técnicas son los largos tiempos para la preparacion de la muestra previa a su

analisis que se incrementa con el nimero de muestras a analizar.

Entre los métodos cromatograficos para determinar la presencia y
concentracion de los HAPs, existen dos mayormente utilizados. Estos son la
cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion por fluorescencia (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) y la cromatografia de gases (GC) acoplada a un
espectrometro 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). A pesar de
que ambos métodos son selectivos y con bajos limites de detencién, los
tiempos de medicién son largos y para el caso de HPLC-FLD se requieren de
grandes volumenes de solventes de alta pureza, por lo cual son costosos y

eliminan una cantidad importantes de desechos.
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2.4  Espectroscopia de Fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de emision en el que atomos o moléculas son
excitadas por la absorcion de radiacion electromagnética, volviendo
posteriormente a su estado fundamental por relajacion del estado singulete (S1
a So) con la consiguiente emision de esta energia en forma de fotones. En la
Figura 5 se muestra un diagrama de energia simplificado de Perrin-Jablonski
para una especie molecular hipotética, en el que se pueden visualizar algunas
de las distintas vias en que un atomo o molécula vuelve a su estado

fundamental luego de haber sido excitada.

El camino méas probable serd aquel que minimice el tiempo de vida media
del estado excitado. Eo, E1 y E2 representan distintos estados de energia

electronicos siendo Eo el estado fundamental y E1y E2 estados excitados.
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Figura 5. Diagrama de niveles de energia mostrando algunos de los cambios de energia que ocurren en
una especie molecular durante la absorcion (a), relajacion no radiante (b) y fluorescencia (c).

i
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Las flechas verticales que van desde los estados de menor energia Eo a E1
y E2 corresponden a la absorcion molecular. Al exponer una molécula a una
banda de radiacion en el visible se pueblan los distintos estados vibracionales
del estado excitado Ei correspondiente al de baja energia. De igual manera al
irradiar la molécula con una radiacién de longitudes de ondas mas cortas, En
un periodo de tiempo corto, se pueblan los niveles vibracionales E-2

correspondiente al de alta energia.

La conversion interna es una transicion no radiante entre dos estados
electrénicos con igual multiplicidad de spin. En solucién este proceso es
seguido por una relajacion vibracional hacia los niveles mas bajos de energia.
La perdida del exceso del energia vibracional puede llevarse a cabo por medio
de colisiones entre moléculas excitadas y moléculas del disolvente, donde la

energia vibracional es traspasada a estas ultimas moléculas.

La emision de fotones que acompafa a la relajacion de E1 — Eo es llamada
fluorescencia. En ella las moléculas excitadas electromagnéticamente se
pueden relajar a cualquiera de los estados vibracionales de Eo (Valeur 2002).
Todas las moléculas después de haber sido excitadas por absorcion radiante,

podrian ser fluorescentes. Sin embargo, no lo son porque se privilegian los
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caminos no radiantes debido a que el tiempo de relajaciéon para volver a su

estado basal es mas corto por esa via.

Los hidrocarburos aroméaticos policiclicos presentan fluorescencia en
disolucion. Mostraran una mayor fluorescencia aquellos que manifiesten un
mayor rendimiento cuéntico, que es la relacion entre el niumero de moléculas
que emiten fluorescencia respecto al niumero total de las moléculas excitadas,
la que aumenta con el nimero de anillos y con el grado de conjugaciéon que

presente el compuesto (Skoog y col 2001).

2.5 Espectroscopia de Fluorescencia asociado a calibracion multivariada

Una alternativa mas rapida y econémica que la cromatografia es la
espectroscopia de fluorescencia. Parte de la informacion espectral que se
puede obtener a partir de un compuesto fluorescente puede ser de una via (su
intensidad de fluorescencia para un valor de Aexc y uno de Aem); de dos vias
(su espectro de fluorescencia obtenido para un Aexc) o de tres vias (su espectro

0 matriz de excitacién-emision, EEMs, obtenido en un intervalo de Aexc y Aem).

La espectroscopia de fluorescencia tiene como ventaja su gran
sensibilidad, la cual es en general, de uno a tres 6rdenes de magnitud mas

sensible que los métodos basados en absorcion (Skoog y col 2001). Sin
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embargo, es poco selectiva en compuestos quimicamente similares, situacion
gue podria darse al ser utilizada para analizar muestras reales y/o con varios
constituyentes. Por ello, su aplicacion en estos casos requiere mejorar su
selectividad (mejorando su resolucion). Esto se puede lograr al utilizar una
mayor cantidad de la informacion espectral generada por la muestra (ejemplo
datos de dos o tres vias), asociada a métodos quimiométricos para construir

modelos de calibracién multivariada con esta informacion.

Dependiendo del tipo de datos espectrales a analizar, la calibracion
multivariada puede ser primer orden (analisis de espectros), de segundo orden
(andlisis de las EEMSs) o incluso superior. En cada caso se pueden emplear
diferentes algoritmos como PLS (“partial least square”) para primer orden o U-
PLS (“un-folded” PLS) para segundo orden. En este ultimo caso, U-PLS se
asocia a lo que se conoce como bilinearizacion residual (RBL) para alcanzar la
“ventaja del segundo orden”, que es predecir la concentracion de un analito en
presencia de compuestos no modelados inicialmente en el calibrado. Con ello
se puede utilizar un intervalo de mayor interés, pudiendo reducir sefiales de

ruido y aumentar la selectividad.

PLS se basa en un método de analisis de factores en el cual forma una
matriz correspondiente al espectro de emision de una muestra (X) se
correlaciona con un vector de concentracion (Y) transformandose en una

estructura del tipo:
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X=TPT+E (1)

Donde, X es la matriz de calibracion (espectros), P es la matriz de “loadings”, T
de “scores” y E es la matriz de residuos. En forma simultdnea a esta
descomposicion matricial, se establece una correlacion entre el vector de

concentracion y la matriz de “scores”.

yn=T-vn+e (2)

Donde, van es el vector de coeficientes de regresion que correlaciona la
respuesta yn de cada analito y e es la matriz de residuos. Los factores vn y P
describen la méaxima correlacion entre los datos espectrales y el vector de
concentracion. Este tipo de calibracion requiere la construccién de un conjunto
de calibracién lo suficientemente representativo de las muestras donde se
modelan todos los componentes de la muestra, incluso aquellos interferentes
desconocidos que pueden tener las muestras complejas. Lo que genera una
gran desventaja, ya que las interferencias que no sean modeladas generaran

una mala prediccion de las concentraciones (Escandar y col, 2007).

En el caso de U-PLS/RBL, el algoritmo opera en dos etapas (Olivieri
2005), primero las Xc,i matrices de calibrado (de tamafio JxK, donde Jy K son el
namero de canales en cada modo de datos) son desdobladas, vectorizadas y
agrupadas en una nueva matriz Zx. Posteriormente esta matriz, junto con los
vectores de concentracion (Ix1, donde | es el nidmero de muestras de

calibracion), son usados aplicando el modelo PLS comun para obtener los
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“loadings” contenidos en la matriz P y los “loadings” de peso contenidos en la
matriz W (ambos de tamafio JKxA, donde A es el numero de factores) y
coeficientes de regresion v (Ax1). ElI parametro A se selecciona comunmente
por validacion cruzada (leave-one-out cross validation LOOCV). Si la
calibracion fuera exacta, v puede ser empleado para estimar las
concentraciones de los analitos en una muestra desconocida utilizando la

ecuacion (3).
V= ty v @3)

Donde, tu es el “score” de la muestra problema, obtenido por proyeccion
de sus datos (desdoblados) Xu en el espacio de los factores A como se indica

en la ecuacion (4)

t,=W'P) Wvec(X,) 4)

Como se mencion6d previamente, cuando es necesario obtener la
“ventaja de segundo orden” al utilizar U-PLS debido a que la muestra presenta
interferentes que no estdn modelados en el calibrado, se puede utilizar la
bilinearizacién residual. Este es un procedimiento utilizado después de la
calibracion, que separa las sefiales que pueden ser explicadas por el modelo de
calibrado de aquellas que podrian ser potenciales interferentes. La matriz de
datos Xu de una muestra con constituyentes inesperados, es vectorizada

[vec(Xu)] y luego expresada como se indica en la siguiente ecuacion:
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vec (Xu)=Ptu+[Bunx Gunx (Cunx) T]+ €RBL (5)

donde, ersL es el error residual de RBL y Bunx, Gunx, ¥ Cunx SON obtenidos a partir
del andlisis de componentes principales (PCA, comunmente realizado por
descomposicion de valores singulares, SVD) de una matriz residual obtenida
luego de reformular el vector ersL calculado, asumiendo que las interferencias

estan ausentes como se indica en la ecuacion (6):
T
BunxGunx(Cunx) = SDV{rQShape[Vec(Xu) — Pt, ]} (6)

Donde, “reshape” indica la operacion 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 Nunx, donde Nunx €S el numero de

componentes inesperados en la muestra.

El procedimiento de RBL consiste en mantener constante la matriz de
“loadings” P en la ecuacion (5) y variar tu, con el objetivo de minimizar la norma
de ersL (|ersr]). En la ecuacion (5) la desviacion estandar (sRBL) de los
residuos puede ser considerada como una medida de la bondad de ajuste y

esta dada por la ecuacion (7).

sreL= |leraLll/[(J-Nunx) (K-Nunx)- A2 (7)

Normalmente el nimero de componentes inesperados se fija de acuerdo
al sreL obtenido para un nimero creciente de Nunx, asumiendo que el valor de
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SreL Se estabiliza en un valor comparable con el ruido instrumental cuando el

valor correcto de Nunx ha sido encontrado.

Si bien U-PLS/RBL permite predecir la concentracion de los analitos en
presencia de interferencias, algunas de éstas no son superables por esta via y
requieren ser eliminadas fisicamente previo a la cuantificacion. Un ejemplo de
ello es el efecto de filtro interno que se puede observar debido a las
interacciones con el entorno molecular del fluoréforo. Este efecto se produce
cuando la emisién del analito presente en la muestra es absorbida por algun
componente de la matriz. En el caso de los aceites vegetales, esta interferencia
es producida fundamentalmente por los pigmentos como clorofila y feofitina
(Alarcon y col.,, 2012). Ante tal situacibn es imperativo llevar a cabo un
tratamiento previo de la muestra para eliminar o disminuir el efecto de filtro
interno. Por otra parte, en el caso de los aceites comestibles, el nivel residual de
HAPs que en ellos puede encontrarse requiere una etapa de pre-concentracion.
Sin embargo, el pre-tratamiento que se realice debe ser tan simple como sea

posible, evitando el consumo excesivo de tiempo y reactivos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Evaluar la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) en
aceites de oliva extra virgen y girasol producidos y/o consumidos en Chile
mediante espectroscopia de fluorescencia asociada a calibracion multivariada

de segundo orden.

3.2 Objetivos Especificos:

¢ Realizar una etapa de calibrado con mezclas de los siete compuestos de

interés preparados en solvente.

e Validar el modelo de calibracion con muestras preparadas en la matriz de
aceite obtenidas luego de aplicar el tratamiento de muestras inicialmente
seleccionado (MAE-SPE) o con la inclusion de la precipitacion de aceite

co-extraido por disminucion de temperatura.
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Evaluar la capacidad predictiva del modelo de calibracion U-PLS/RBL
utilizando muestras de aceite fortificadas con los siete compuestos desde

el inicio del proceso.

Evaluar la eficiencia de extraccion alcanzada con el tratamiento de

muestra propuesto mediante HPLC-FLD como método de referencia y

realizar una comparacion con los valores predichos por U-PLS/RBL.

Establecer la presencia de los HAPs en muestras de aceite de oliva

virgen comercial mediante fluorescencia total y U-PLS/RBL.

Establecer la generacion de HAPs en muestras de aceite que hayan sido

calentadas en presencia de materia orgénica.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos y soluciones

Hexano, diclorometano, acetonitrilo calidad HPLC.

Estandares de benzo[a] antraceno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno,
dibenzolg,h,i]perileno e indenopireno.

Helio extra puro.

Nitr6geno extra puro.

Se trabajo con soluciones “stock” de 100 mg/L de cada compuesto en

acetonitrilo, preparadas a partir de los estandares solidos certificados de

benzo[a] antraceno (BaA), benzo[b]fluoranteno (BbF), benzo[k]fluoranteno

(BKF),

benzo[a]pireno (BaP), dibenzo[a,h]antraceno (DBahA) ,

dibenzo[g,h,i]perileno (BghiP) y indenopireno (IP).

4.2 Equipos condiciones de trabajo y softwares.

Balanza granataria modelo Precisa 4000C.

Balanza analitica modelo Precisa 40SM-2002.
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e Estufa WTC Binder.

e Extraccion asistida por microondas:

Para la extraccion liquido-liquido asistida por microondas se utilizd
equipo marca Milestone (Sorisole, BG, Italy) equipado con una unidad de
microondas de alta eficiencia modelo mis-1200 Mega, un médulo de escape de
gases modelo EM-45/A, un monitor de control modelo Mega-240 y un soporte

para 10 muestras.

e Espectroscopia de Fluorescencia:

Las medidas de fluorescencia clasica y total fueron realizadas en un
espectrometro de luminiscencia Varian Cary-Eclipse (Mulgrave, Australia)
equipado con dos monocromadores Czerny-Turner y una ldmpara de destello
de xenon; conectado a un computador mediante una interface serial IEEE 488
(GPIB). Los espectros de excitaciébn-emision fueron registrados en los
intervalos: Aex: 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 vy los slit de excitacion y emision para las medidas de fluorescencia
clasica y total se fijaron en 10 nm para recoger los datos. Los espectros fueron

guardados en formato ASCII para su manipulacion posterior.
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Las rutinas para la dispersion 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). La rutina empleada para U-PLS/RBL y el
algoritmo implementado utilizando la interface grafica MVC2, se encuentran
disponibles en Internet. (http://www.models.kvl.dk/algorithms y

http://www.chemometry.com, respectivamente)

e Cromatografia liqguida de alta eficiencia con detector de fluorescencia

(HPLC-FLD):

Para el analisis por cromatografia liquida con detector de fluorescencia
(HPLC-FLD) se utilizé6 un cromatografo liquido Waters (Milford, MA USA, una
bomba cuaternaria Waters 600, un detector de fluorescencia Waters 2475 multi-

A, un autosamplerWaters 717 Plus.

La separacion de los analitos fue realizada por una columna Interstil
HPLC ODS-P marca GL Sciences (Tokyo, Japon) de 250 mm x 4,6 mm de
diametro interno, 5 um de tamafno de particula. La temperatura de la columna

para los analisis se mantuvo constante durante todo el programa a 35°C.

Los volumenes de inyeccion para todas las muestras fue de 20 L, la
fase movil se mantuvo a flujo constante de 1,4 mL min la cual correspondia a
una mezcla de acetonitrilo y agua nanopura filtrada, se trabajé con un gradiente

de elucion indicando las condiciones en la tabla 2:
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Tabla 2. Programa optimizado de elucion utilizado para el andlisis por HPLC-

FLD.

Tiempo Acetonitrilo naﬁl\%gﬁra
(min) (%) filtrada (%)
0-10 80 20
10-15 90 10
20-32 100 0
35-38 80 20

Se trabajé con cuatro canales a diferentes longitudes de onda de

excitacion y emision, para observar los distintos HAPs: Canal A 220 y 330,

canal B 292 y 410, canal C 292 y 426, canal D 300 y 500 respectivamente.

El software utilizado para los analisis fue Empower Pro con el cual se

controlaron las condiciones de trabajo, visualizaron espectros, determinaron

areas entre otras. La identificaciéon de cada uno de los compuestos se realizé

segun los tiempos de retencidbn comparandolos con los obtenidos por trabajos

anteriores.
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4.3 Preparacion de muestras

4.3.1 Extraccion liquido-liquido asistida por microondas (MAE-SPE) y

precipitacion de aceite por disminucion de temperatura.

El método que se utilizd para la extraccion lig-lig con asistida por
microondas fue disefiado previamente en el laboratorio (Fuentes y col 2009). En
un matraz erlenmeyer de 50 mL, se introdujo 1 = 0,01 g de aceite de oliva, se
agregé 30 mL de acetonitrilo y se adapté una columna refrigerante sobre la
boca del matraz. Este se puso en el horno y se sometié a las microondas a 150
W por 19 minutos. Al terminar el proceso se dejaron enfriar los matraces a
temperatura ambiente y se traspasé cuantitativamente lo que pudo haber
guedado en los refrigerantes con 2 mL de acetonitrilo. Cada vez que se realizé
la extraccion se pusieron 8 matraces en el soporte de muestras, de manera que
la energia de microondas siempre se distribuyera entre el mismo nimero de

estas.

Posteriormente se traspaso la fase superior a un tubo falcon ® de fondo
conico de 50 mL con pipeta pasteur. Los tubos fueron puestos en un congelador
a -20°C durante 12 horas. Pasado este tiempo la fase no precipitada se llevo a
un matraz de fondo redondo de 50 mL para su posterior evaporacion hasta

sequedad en un equipo de rotaevaporaciéon, conectado al vacié y sumergido en
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un bafio termoregulado de 65° C. Las muestras fueron reconstituidas en 1 mL

de n- hexano.

4.3.2 Extraccion en fase solida (SPE)

El extracto disuelto en n-hexano obtenido en la etapa anterior fue
cargado en la columna. Para esto se utilizaron columnas Discovery® DSC-Si
SPE, marca Supelco de 12 mL de volumen y 2 g de silica. Estas fueron
previamente ambientadas con 5 mL de diclorometano y luego 5 mL de n-
hexanoSe lavo el matraz de fondo redondo con 2 mL de una mezcla de n-
hexano (80%)-diclorometano (20%) para arrastrar el remanente de la muestra a
la columna y se procedi6 a eluir la muestra con la misma mezcla sobre un vial

ambar de 22 mL hasta alcanzar los 15 mL.

El contenido de los viales se evapor6 a sequedad con corriente de
nitrégeno, bajo campana a 40°C. Al finalizar este proceso el residuo se
reconstituyé en 2 mL de hexano y se obtuvo su espectro de fluorescencia. Para
su analisis por HPLC-FLD se us0 1,5 mL de la muestra anterior, se evaporo a

sequedad y se reconstituyd en 1 mL de 2-propano.
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4.4 Muestras de calibrado

4.4.1 Conjunto de Muestras de Calibrado en Solvente

Se preparo un set de calibrado en n-hexano a partir de soluciones de 100
ug Lt de cada HAP, siguiendo un disefio experimental de compuesto central
fraccionado, con mezclas de los 7 compuestos de interés: benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno, dibenzolg,h,i]perileno y indenopireno. Las
concentraciones consideradas para: BaA, BbF, BaP, DBahA variaban entre 0 y
4ug Lt BkFentre0Oy1pugL? BghiPentreOy8pugLtyparalPentre0y6 ug
L-1. Para la creacion del disefio se elaboraron 25 muestras de las cuales 2 eran
centros y 1 un blanco. La Tabla 3 resume las concentraciones para las 25
muestras donde desde la muestra 1 a la 8 representan la parte factorial
fraccionada del disefio, de la 9 a 22 la parte axial, 23 y 24 corresponden al
centro y 25 al blanco. Se obtuvieron sus espectros de fluorescencia total y se

procedio con los datos de acuerdo a lo antes sefialado.
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Tabla 3. Concentraciones de los HAPs en las muestras de calibrado en

solvente.
Concentraciones de los compuestos (pg L)

Muestras BaA BbF BkF BaP DBahA BghiP IP
1 1 1 0,25 3 3 6 1,5
2 3 1 0,25 1 1 6 4,5
3 1 3 0,25 1 3 2 4,5
4 3 3 0,25 3 1 2 1,5
5 1 1 0,75 3 1 2 4,5
6 3 1 0,75 1 3 2 1,5
7 1 3 0,75 1 1 6 1,5
8 3 3 0,75 3 3 6 4,5
9 0 2 0,5 2 2 4 3
10 2 2 0,5 2 2 4 3
11 2 0 0,5 2 2 4 3
12 2 4 0,5 2 2 4 3
13 2 2 0 2 2 4 3
14 2 2 1 2 2 4 3
15 2 2 0,5 0 2 4 3
16 2 2 0,5 4 2 4 3
17 2 2 0,5 2 0 4 3
18 2 2 0,5 2 4 4 3
19 2 2 0,5 2 2 0 3
20 2 2 0,5 2 2 8 3
21 2 2 0,5 2 2 4 3
22 2 2 0,5 2 2 4 3
23 2 2 0,5 2 2 4 0
24 2 2 0,5 2 2 4 6
25 0 0 0 0 0 0 0
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4.4.2 Conjunto de Muestras de Validacién en solvente

Para evaluar la capacidad predictiva del modelo de calibracién, se
prepard un set de 10 muestras que contenian mezclas de HAPs en n-hexano
(Tabla 4), a concentraciones distintas a las empleadas en el set de calibracion y
seleccionadas en forma aleatoria. Para su preparacion se procedio de igual

forma que en el set de calibrado.

Tabla 4. Concentraciones de los HAPs en el set de muestras de validacién en

solvente, en matriz y set de prueba.

Concentracién pg L1

Muestra BaA BbF BaP DBahA BKF BghiP IP
1 0,7 0,53 2,5 0,62 0,2 5,6 2,6
2 1,8 1,9 2,6 0,43 0,53 3,5 2,4
3 1,1 0,85 0,81 0,5 0,1 2,1 4
4 2,2 1,6 0,63 1,9 0,5 2,7 31
5 1,5 2,1 1,7 1,7 0,53 5,2 2,5
6 0,58 1,5 1,9 1 0,58 2,9 4,5
7 0,37 2,6 1,3 2,8 0,31 5,1 2,9
8 0,62 1,3 0,62 2,2 0,79 4,3 4,2
9 2,4 0,67 2,8 2,2 0,62 33 3,7
10 0,87 1,5 0,35 0,89 0,46 3,8 1,7
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4.4.3 Conjunto de Muestras de Validacién en matriz.

En la bdsqueda de validar el modelo de calibracion desarrollado, se
prepard un grupo de mezclas de HAPs esta validacién en presencia de matriz
se realizO dos veces en distintos periodos de tiempo, en una primera
oportunidad el tratamiento de muestra incluyo las etapas de MAE-SPE y en la
segunda, a las anteriores dos etapas se le incorpord el paso intermedio de
precipitacion de aceite por disminucion de temperatura. Las concentraciones y

el nimero de muestras fueron las mismas del set anterior en solvente.

4.4.4 Conjunto de prueba

Con el propésito de evaluar la aplicabilidad del método investigado en
términos de recuperacién y capacidad predictiva, se preparé un conjunto de
muestras de aceites fortificadas al comienzo del proceso con mezclas de HAPs

a las mismas concentraciones de los set anteriores.

Se prepararon dos set de 10 muestras cada uno con las concentraciones
anteriormente expresadas en la tabla 3, en iguales condiciones (tratamiento de
muestra, numero de muestras, etc.). Estos sets fueron preparados en distintos
periodos de tiempo. Ambos sets no solo se cuantificaron mediante
fluorescencia por U-PLS/RBL para la determinacion de sus concentraciones

sino también por HPLC-FLD. En el caso del segundo set, este se analizd por
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HPLC-FLD después de dos meses desde su preparacion, lo que permitid

evaluar la estabilidad de las muestras en el tiempo.

4.45 Andlisis de muestras reales

Para realizar el analisis de HAPs en muestras reales, se compraron
diversas marcas de aceites de oliva disponibles en el mercado. Este estudio se
realizd en dos bloques, primero con un stock de aceites comprados en
noviembre del 2013, analizadas en ese periodo de tiempo, en el cual todos los
aceites eran virgenes y un segundo con aceites comprados en mayo del 2014
en donde ademas se incluyé un aceite de oliva comun (mezcla de refinado y

virgen). En la Tabla 5 se detallan los aceites utilizados.
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Tabla 5. Aceites utilizados, origen y fecha de elaboracion.

Nombre Origen Fecha de
elaboracién
Banquete Talca, Chile 15-10-2013
Basso Italia 28-11-2012
Carbonell Madrid, Espafia 30-06-2012
Kardamili Chile 14-08-2013
Montecristo Melipilla, Chile 22-07-2013
Nova Oliva Valle de Colchagua, Chile 23-04-2012
Santiago Premium Valle de Colchagua, Chile 10-06-2013
Sol de Aculeo Valle de Aculeo, Chile 24-09-2013
Sol Limari Valle Limari, Chile 06-20-2012
Terramater Casta Curicg, Chile 08-08-2013
Terrasanta Curacavi, Chile 12-09-2013
Basso* Italia 06-08-2012
Borges* Espafia 17-02-2014
Carbonell* Madrid, Espaiia 30-07-2013
Chef* (Comun) Chile 11-04-2014

*Aceites correspondientes al segundo stock, analizadas en mayo del 2014.

4.5 Generacion de HAPs en muestras calentadas en presencia de materia

organica.

Se aplico el método para evaluar la modificacion del perfil de
concentraciones de dos HAPs modelo (BaA e IP que presentaron las mejores
predicciones en el estudio) en aceite de oliva al ser calentado en presencia de
materia organica. Se trabajo con dos tipos de aceites uno de maravilla (Aceite

Chef) y otro de oliva (Sol de aculeo), en presencia de materia organica.
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En dos vasos precipitados se agregaron 20 g de aceite de oliva virgen y
en otros dos 20 g de aceite de maravilla. Dos de las muestras, una del aceite de
oliva y otra del de maravilla, fueron fortificadas con HAPs (BaP 5 mg gty IP 10
mg g?') y las otras dos muestras no fueron alteradas. En todos los casos se
afiadi6 como materia organica un pedazo de papa (15 g promedio). Para
evaluar el perfil de concentraciones en el tiempo, las muestras fueron
calentadas en una estufa a 100°C y se recolectaron 2 mL de cada vaso en
viales &mbar a las 0 (previo a que las muestras se introdujeran en la estufa), 2,
4, 6, 8, 10 y 24 hrs. A continuacion se procedi6 al tratamiento habitual para las
muestras incluyendo MAE, la etapa de congelamiento y SPE. La determinacién

de las concentraciones se realizé mediante U-PLS/RBL.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Espectros de excitacion y emision de los HAPs estudiados

En la Figura 6A se observan los espectros de emision fluorescente para
cada uno de los HAPs en estudio realizados por separado en n-hexano. Los
diferentes compuestos presentan espectros caracteristicos, en los casos de
BaP, DBahA y BkF se pueden apreciar ciertas semejanzas no obstante, todos
los HAPs sefialados poseen espectros de emisidon distintos lo que permite

analizarlos por calibracion multivariada.
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Figura 6

6A Espectros de emision de soluciones de cada patron de HAPs en n-hexano. Concentraciones BkF: 0,50
ug L%, BaP, DBahA, BbF, BaA, BghiP, e IP: 2,0 yg L1 6B Espectro emision de BaA, BbF, BaP y DBahA:
2,0 ug L%, BKF: 0,50 ug Lt BghiP y IP 4,0 ug L* a Aex: 290 nm en n-hexano.

Para la preparacion de muestras y patrones, las concentraciones

consideradas en el caso del BkF, se mantuvieron siempre menores en

comparacion con el resto de los HAPs como se puede observar en la ilustracion
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de la figura ya que, presenta mayores intensidades de fluorescencia lo que

podria interferir con las demas sefales de los analitos.

Para una mezcla de los 7 patrones de HAPs en n-hexano el perfil de
emision es el sefialado en la Figura 6B, se pueden observar un solapamiento

espectral y cuatro maximos de emision para los 403, 426, 455 y 500 nm.

Para los multiples estudios que se desarrollaron se obtuvieron espectros
de excitacion-emision generando una matriz como respuesta. En la Figura 6C
aparece una muestra correspondiente al calibrado que contiene una mezcla de
los 7 HAPs en n-hexano como solvente, se aprecia el solapamiento espectral
por lo cual el poder determinar simultaneamente los distintos compuestos

plantea un gran desafio.

o I e
o (AR
D N \ ll/// D) /,/)

m— o U T

Intensidad de fluorescencia

400
40 440 4 8 50 A Excitacién (nm)

AEmisién (nm)

520 540 400

Figura 6C Espectro excitacién emision de una muestra del calibrado con concentraciones de 1 ng L™ BaA,
BbF, DBahA, 0,75 ng L1 BkF, 3,0 ng L BaP 2 ng L2 IP 4,5 ng L'1. Aex: 250-400 nm, Aem: 370-550 nm
preparado en n-hexano.
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5.2 Calibrado en solvente

La resolucion de mezclas mediante calibracion multivariada incluye tres
etapas. La primera de ellas es de calibracion propiamente tal, en donde el
conjunto de calibracion empleado debe estar compuesto por mezclas de los
analitos en concentraciones tales que engloben las posibles de encontrar en
muestras futuras. Una segunda etapa es la validacion, en donde se chequea el
modelo mediante un grupo de muestras con concentraciones de analito que no
se hayan incluido en la calibracién. La validacion puede tener etapas de
complejidad creciente al considerar un set que incluya compuestos no
modelados en la calibracién (interferentes) y/o preparado en presencia de una
matriz problema que igualmente representa compuestos no modelados.
Finalmente, hay una etapa de prediccion en donde se analizan muestras de

concentracion desconocida.

Entre los HAPs existe un importante solapamiento espectral en sus
espectros de absorcion y emision. Por ello, la determinacion de cada uno de
ellos mediante espectroscopia de fluorescencia en mezclas complejas requiere
asociar esta técnica espectroscopica con herramientas de analisis multivariado
gue ayuden a resolver esta situacion. En este trabajo se utilizaron datos de tres
vias (o también denominados de segundo orden), correspondientes a matrices
de excitacidn-emision, asociadas a calibracion multivariada de segundo orden,

aplicando como algoritmo U-PLS/RBL. Este algoritmo se seleccion6 debido a
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gue demostro ser el mas satisfactorio en cuanto a la determinacioén de HAPs en

muestras de aceite (Alarcon y col., 2013).

La seleccion del intervalo espectral optimo y el numero 6ptimo de
factores fue realizado utilizando el método de validacion cruzada descrito por
Haaland y Thomas (1998), sobre el set de calibrado. EI nimero optimo de

factores fue estimado calculando la razon:
F(A) = PRESS (A < A")/PRESS A* (8)

Donde PRESS es la suma de errores cuadrados de prediccion, definido como:
PRESS = X(ynominal — ypredicho)? 9)

A es el numero de factores prueba y A* corresponde al nimero de factor
para el cual el valor de PRESS es minimo. EI nimero 6ptimo de factores sera 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.

La Tabla 6 muestra el nimero de factores 6ptimos encontrados y el
intervalo espectral seleccionado para cada analito. Ademas se incluyen
aguellas muestras del calibrado que se excluyeron (outliers) debido a que no

fueron correctamente modeladas por diferencias espectrales con el resto.
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Tabla 6. Numero de componentes 6ptimos (CP), intervalos de excitacion-
emision, muestras eliminadas y errores en la validaciéon cruzada y auto-

prediccion para el set de calibrado mediante U-PLS.

Excitacion Emision Outliers N°CP RMSEcv REPcv(%) RMSEc REPc(%)

BaA 260-325 374-444 8, 20 6 0,16 9,0 0,11 59
BbF 270-330 388-400 8, 20 7 0,28 15 0,10 5,6
BkF 260-320 390-440 6, 8, 20 4 0,05 12 0,04 7.8
BaP 280-320 380-442 8, 20 6 0,19 10 0,12 6,4
DBahA 260-340 380-460 8, 20 6 0,32 17 0,20 11
BghiP 255-330 380-490 8, 20 8 0,52 15 0,26 7,3
IP 325-380 450-520 9 5 0,25 8,6 0,14 4,8

RMSEcv: Raiz cuadrada del error cuadratico medio de la validacion cruzada.
RMSEc: Raiz cuadrada del error cuadratico medio de la autoprediccion.
REPcv: Error relativo de prediccién de la validacion cruzada.

REPc: Error relativo de la autoprediccion.

Para la determinacion de los intervalos de excitacién y emision se buscé
aquellos que permitian obtener los menores valores de REPc para cada analito
en forma independiente. Los valores obtenidos para RMSEcv y RMSEc, son
bajos por lo que la prediccion en esas condiciones (intervalos de excitacién
emision, N°CP y outliers) es buena y el modelo de calibrado puede ser utilizado

para los posteriores andlisis.
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5.3 Validacién conjunto preparado en solvente

Una vez realizada la etapa de calibracion, se procedi6 a observar el
comportamiento de prediccion del modelo con un set de validacion preparado
en solvente, mencionado en 4.4.2. Se utilizaron los datos obtenidos en el punto
anterior (Tabla 6) de intervalos, niumero de componentes Optimos y outliers
obtenidos para la prediccion de las concentraciones de cada HAP mediante U-

PLS.

Para evaluar la capacidad de prediccion del modelo construido, se
analizaron 2 parametros estadisticos que se sefialan en la Tabla 5, la raiz de

los cuadrados medios del error de prediccion (RMSEP):

n

e - 2
RMSEP = \/Zl=1(3’pred Yobs) (10)

Y el error relativo de prediccion (REP), que es el valor anterior expresado

como porcentaje respecto del valor promedio del set de calibrado:

n — 2
REP(%) — i;()\/zl:l(ypred Yobs) (11)

n

Menores valores para REP y RMSEP indican que existe una mejor prediccion
de los compuestos. La Tabla 7 resume los resultados obtenidos para el set de

validacion en solvente.
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Tabla 7. RMSEP y REP obtenidos para la validacion con set preparado en

solvente para cada compuesto.

Compuesto RMSEP (ng mLY) REP(%)
BaA 0,10 5,5
BbF 0,14 7,3
BkF 0,03 58
BaP 0,09 4,8

DBahA 0,18 10
BghiP 0,88 25
IP 0,22 7,7

Los valores de RMSEP para BaA, BbF, BKkF, BaP, DBahA e IP varian
desde 0,03 hasta 0,22 ng mL* demostrando valores bajos asociados al error de
predicciéon de los cuadrados medios. De igual manera los valores de estos
mismos analitos para REP son menores al 11% (REP < 11%), evidenciando
que las diferencias entre los valores predicho y los obtenidos por la prediccion
son bajos, por lo que la calibracion realizada en el paso anterior y los
parametros seleccionados para el analisis mediante U-PLS para la prediccion

de los valores de las muestras en n-hexano como solvente son satisfactorios.

Los valores de RMSEP y REP para el compuesto BghiP no fueron tan
satisfactorios como en el caso de los demas HAPs y se estim6 que los altos
valores obtenidos se debian a un posible error sistematico y/o que es el

compuesto que presenta un mayor solapamiento con el resto de los analitos.
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5.4 Extraccion de los HAPs desde aceite de oliva y limpieza de los

extractos

u.)

Absorbance (a.

Los espectros de absorcion y emision caracteristicos del aceite de oliva

(AO) se muestran en la Figura 7, en donde aparece una sefial de absorcion

entre 250-310 nm y de emisién entre 310 y 370 nm que corresponden a la

presencia de tocoferoles y otras dos sefiales de absorcion 380-510 nm y de

emision sobre los 600 nm asociada a la presencia de pigmentos (clorofilas y

feofitinas). (Sikorska y col., 2008) Dentro de los aceites vegetales, el aceite de

oliva contiene una de las mas altas cantidades de pigmentos. El contenido total

de pigmentos en estos aceites se encuentra en el rango de 10 a 30 mg kg? con

una composicion de 55% de feofitinas, 28% Iluteinas, 8% [(-caroteno y 5%

clorofila (Cerretani y col., 2008).
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7A y 7B. Espectros de absorcion y emision (Aex: 290 nm) para un aceite de oliva extra-virgen.
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En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se observé que algunos
pigmentos presentes en los aceites de oliva como las feofitinas y clorofilas
generan un efecto de filtro interno sobre la fluorescencia de los HAPs, lo que
dificulta su determinacion en el aceite de oliva (Alarcon y col., 2012). Tanto la
clorofila como la feofitina, como se observa en la Figura 7B tienen una banda de
absorcién entre 360 y 450 nm que se solapa con el espectro de emision
caracteristico de los 7 HAPs (380- 550 nm). El filtro interno se genera debido a
que los pigmentos absorben una parte de la energia de excitacién de los HAPs
(efecto filtro interno primario) o de la fluorescencia emitida por estos
compuestos (filtro interno secundario), con lo cual disminuye la intensidad de
emision de los analitos, a la vez que no se logra la proporcionalidad requerida
para el analisis de cada uno de ellos. Esto conlleva a la necesidad de realizar
un tratamiento previo de las muestras de aceites para eliminar estos
interferentes. En la Figura 8, se muestran los 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 de oliva virgen obtenido por MAE y MAE-
SPE sobre silica (Alarcon y col., 2012); lo cual demuestra que el proceso de
limpieza por SEP aplicada al extracto obtenido con MAE permite eliminar los
interferentes y obtener sefales de fluorescencia proporcionales a las

concentraciones de los analitos. Cabe sefalar que este calibrado de HAPs

48



Fluorescence Intensity (a.u.)

totales en presencia de matriz fue utilizado para hacer un “screening” de

muestras que tienen o no presencia de HAPSs.
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Figura 8.

8A Espectro de emision de los 7 HAPs en presencia de aceite de oliva, tratados con MAE. 8B Espectro de
emision de los 7 HAPs en presencia de aceite de oliva, tratados con MAE y SPE sobre silica.

5.5 Validacién conjunto preparado en matriz.

Se procedié a preparar un set de validacion en presencia de la matriz
obtenida luego de aplicar el tratamiento de muestras MAE-SPE. En la Figura 9,
se muestra las EEMs para una muestra del calibrado y para una muestra del set

de validacién preparada en matriz.
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Figura 9. Espectros de excitacion (Aex: 250-400 nm) emisiéon (Aem: 370-550 nm) obtenidos para:
9A La muestra 5 del calibrado; 9B La muestra 1 del set de validacion preparado en matriz.

Ello permitié validar el modelo de calibracion mediante muestras con la
presencia de compuestos no modelados inicialmente, procedentes del aceite de
oliva virgen. Se determinaron las concentraciones de los distintos HAPs y se
compararon los valores predichos con los reales. La Tabla 8 resume los

resultados obtenidos para esta etapa.

50



Tabla 8. Parametros de calidad analitica obtenidos para el set de validacion en

la matriz de aceite obtenida por MAE-SPE.

. LOD RMSEP Correlacion
Residuos

calibrado® (ng mL _1)b (ng mL _l) REP (%) (Yreal VIS Ypredicho) R2
BaA 0,91 0,49 1,43 118 y=1670x + 0,039 0,884
BbF 0,27 2,5 1,48 102 y=-0,199x + 1,733 0,135
BkF 2,5 0,07 0,15 32 y =0,658x + 0,109 0,639
BaP 0,66 0,39 1,12 74 y=1,196x + 0,065 0,883
DBahA 0,82 0,37 1,11 78 y=0,110x + 1,467 0,02
BghiP 0,58 0,77 0,98 25 y=0,748x + 0,454 0,732
Ip 0,23 0,74 0,38 12 y = 1,060x - 0,290 0,903

a Indica el valor asociado al residuo espectral no explicado por el modelo de calibrado. El
residuo luego del proceso RBL no debe ser menor que este valor.

b Obtenido como el promedio de las 10 muestras de validacion del set.

Al analizar para los distintos parametros analiticos en este set, se puede
observar que los resultados no son satisfactorios para la mayoria de los
compuestos. Si vemos los valores de SEP para BaA, BbF, BaP y DBahA, estos
son mayores al 70% y estdn muy por encima de los mismos obtenidos en la
validacion en solvente; indicando que existe un alto error de prediccion. En el

caso de REP (%) BaA y BbF arrojan valores incluso mayores al 100%.

Al analizar la correlacion de las concentraciones reales v/s predichas
(Tabla 8), se espera que el término de la pendiente sea un valor cercano a 1,

indicando una buena relacion entre los datos y que el intercepto sea 0. La
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obtencion de valores muy distintos a estos es un indicio de predicciones sobre

0 subestimadas respecto de los valores reales, como es el caso presente.

El dltimo parametro que se encuentra en la tabla es el coeficiente de
determinacion (R?). Para BbF y DBahA los valores son muy cercanos a 0, es
decir no se aprecia una relacion lineal entre la variable dependiente (Ypredicho) €
independiente (yea). En los casos donde aun para un REP sobre el 70% se
observa un R? cercano al 0,8, ello sélo indica un error sistematico constante por

exceso o defecto.

Se destaca el caso del IP en donde es visible que existe una buena
prediccién del modelo para este analito, incluso siendo los resultados cercanos
a los sefialados en la Tabla 6 cuando se realizo el set en solvente. La buena
prediccidon es debido a que en la zona de emision-excitacion del IP no hay un
solapamiento espectral tan marcado, producto a que los interferentes y los

demas HAPs presentan otras Aexc, Aem.

Como respuesta a los malos resultados obtenidos en general se hicieron
dos modificaciones; una para el tratamiento de muestra al incluir la etapa de
precipitacion del aceite co-extraido por disminuciéon de temperatura, previo al

SPE y el trabajar con las EEMs derivadas.
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5.6 Modificaciones sobre los EEMs y tratamiento de las muestras en el set

de validacion.

5.6.1 Uso de EEMSs derivados.

Con el objetivo de incrementar la selectividad y asi mejorar la capacidad
predictiva, tanto los EEMs del set de validacion preparado en matriz (punto 5.5),
asi como los del set de calibrado fueron derivados y usados para predecir las
concentraciones de los HAPs. Para ello, las EEMs (91 filas para A emision y 31
columnas para A excitacion) fueron derivadas en el sentido de las filas;
mediante el método de Savinsky-Golay (Savinsky y col., (1964)), con una
ventana espectral de 5 puntos, aplicando un polinomio de segundo orden y
considerando la primera derivada. La figura 10 corresponde a la EEMs antes y
después de su derivacién respectivamente para una muestra del set de
validacion (Test 1). Los resultados de la prediccion del set de validacion

derivado se resumen en la Tabla 9.
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10A Espectros de excitacion emisién para una muestra del set de validacion (testl), obtenida por MAE-
SPE. 10B Espectro excitacion emision derivado para la misma muestra de 9A.

Tabla 9. Pardmetros de calidad analitica obtenidos para el set de validacion en

la matriz de aceite obtenida por MAE-SPE utilizando los EEMs derivados.

LOD RMSEP

REP

Correlacion

Residuos (ngmL %) b (ng mL ) (%) (Yreal VIS Ypredicho) R
calibrado 2

BaA 0,64 0,63 0,59 46 y=1,152x + 0,364 0,912
BbF 0,08 0,2 0,38 26 y=1,150x- 0,245 0,791
BkF 0,85 0,59 0,13 25 y=0,962x + 0,111 0,782
BaP 0,52 1,2 0,46 19 y=1,122x - 0,007 0,986
DBahA 0,34 0,69 0,39 26 y=0,891x + 0,057 0,767
BghiP 0,34 0,6 0,57 20 y=1,127x-0,918 0,899
IP 0,07 0,67 0,35 12 y =0,889x + 0,366 0,828

2 Indica el valor asociado al residuo espectral no explicado por el modelo de calibrado. El

residuo luego del proceso RBL no debe ser menor que este valor.

b Obtenido como el promedio de las 10 muestras de validacion del set.
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Tal como se observa en la tabla 9, al aplicar la derivacion de los EEMs
por el método de Savinsky-Golay, el cual actia como un filtro suavizando las
fluctuaciones de ruido, preservando las caracteristicas de la distribucién inicial
tales como los maximos y minimos relativos; se obtuvieron mejores resultados

en las predicciones en relacion a los EEMs no derivados.

Los residuos del calibrado realizado en solvente, estan vinculados con la
parte no modelada asociada a ruido instrumental y/o de los EEMs por la
presencia de mudltiples analitos en las muestras. La disminucion en estos
valores al usar los espectros derivados, particularmente en el caso de BkF, se
puede asociar a la eliminacion del ruido que este proceso conlleva. Esto

significa que las sefales que no explica el modelo son menores.

RMSEP y REP para todos los HAPs presentd una disminucion de su
valor, el caso mas notorio fue para el BbF donde su valor para los EEMs sin
derivar fue de 1,48 ng ml 1y 101,93% vy al derivarlo fue de 0,38 ng ml * 26%
para RMSPE y REP respectivamente, presentando diferencias significativas.
Otro de los HAPs en que ocurrio algo similar fue para el BaA que de 1,43 ng ml-
1 pas6 a 0,59 ng ml -t para RMSEP y de 117,82 a 46% para REP. Para otros
compuestos como IP y BKF la diferencia de los valores entre los EEMs no
derivados y derivados fueron los que presentaron menores diferencias. Ambos,
anterior a la derivacion ya presentaban una buena prediccién tanto para

RMSEP y REP.
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La relacion lineal entre la variable dependiente (Ypredicho) € independiente
(Yrea) Mmejord para todos los casos excepto para IP en que se notd una pequeia
diferencia en R? con los datos anteriores. Los términos de la regresion lineal

también mejoraron tanto para la pendiente como el intercepto.

Es notable que, bajos los pardmetros estadisticos mencionados
anteriormente la prediccion al derivar los datos fueran satisfactorio para todos
los compuestos en menores o mayores grados. Aquellos que presentaron las

mas altas mejorias en su prediccion fueron el BaA, BbF, BaP y DBahA.

5.6.2 Precipitacion de aceite co-extraido (triglicéridos) por disminucion de

la temperatura.

Buscando bajar la carga de algunos de los interferentes procedentes del
aceite que perjudican el analisis y asi obtener mejores resultados en la
prediccién, se procedi6 a realizar un nuevo paso para el tratamiento de muestra
(detallado en 4.3.1). De esta forma se buscaba precipitar parte de los
interferentes antes de la extraccion en fase sodlida para que esta fuese mas
eficiente al eliminar pigmentos sin llegar a saturarse. Para evaluar si la
precipitacion en frio podia eliminar, junto con el aceite co-extraido en el MAE,
los pigmentos interferentes; se prepararon 2 set de calibrado de 7 muestras
cada una mas un blanco, con concentraciones totales crecientes de HAPs (O;

1,45; 3,63; 7,25; 10,88; 29,00 y 43,50 ng ml 1). Un set se prepard en presencia
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Intensity (a.u.)

de matriz tratada por MAE-precipitacion y el otro en la obtenida luego de MAE-

precipitacion-SPE. El primer grupo no mostré6 proporcionalidad entre la

concentracion total de los HAPs y la intensidad de fluorescencia; mientras que

en el segundo grupo esto si ocurri6 como se manifiesta en la Figura 11. Esto

demostré que si bien la precipitacion baja la carga de aceite, ésta no elimina los

pigmentos que generan el filtro interno.
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11A Espectros de fluorescencia clasica, concentraciones 0; 1,45; 3,63; 7,25; 10,88; 29,00 y 43,50 ng mL !
11B Espectros de fluorescencia clasica, concentraciones O;
1,45; 3,63; 7,25; 10,88; 29,00 y 43,50 ng mL ! muestras tratadas por MAE-Precipitacién-SPE.

muestras tratadas por MAE-precipitacion.

Por otra parte, se compararon las masas de aceite co-extraidas

(Tabla 10) para ambos set, en donde se aprecia que en promedio se co-extrae

menos aceite al incluir la etapa de precipitaciéon junto a SPE. Sin embargo, el

pardmetro de las masas co-extraidas presentan mayor dispersion, lo que se

asocia a una irreproducibilidad del proceso de limpieza con SPE.
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Tabla 10. Masa de aceite co-extraidas para las muestras tratadas mediante

MAE-precipitacion y MAE-precipitacion-SPE.

Masa de aceite co-extraido por tratamiento (Q)

Muestra MAE- Precipitacion MAE -Precipitacion- SPE

1 0,034 0,045
2 0,047 0,007
3 0,054 0,018
4 0,069 0,018
5 0,054 0,035
6 0,047 0,024
7 0,085 0,094
Promedio 0,056 + 0,017 0,034 + 0,029

Si bien la precipitacion no elimina los pigmentos que producen la mayor
interferencia sobre la fluorescencia, si disminuye el aceite co-extraido que
incrementa la linea base en los espectros. Por ello, se procedié a preparar un
set de validacion en presencia de la matriz obtenida luego de aplicar el
tratamiento de muestras MAE-precipitacion-SPE para establecer la calidad de la
prediccion del modelo U-PLS bajo estas condiciones. Ademas se trabajé con
las EEMs derivadas de acuerdo a lo indicado anteriormente. Los resultados de

la prediccion del set de validacién se resumen en la Tabla 11.
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Tabla 11. Pardmetros de calidad analitica obtenidos para el set de validacion en

la matriz de aceite obtenida por MAE-precipitacion-SPE utilizando los EEMs

derivados.
Residuos LOD RMSEP Correlacion

calibrado?® (ngmLY)? (ngmL?%) REP (%)  (Yreal V/S Ypredicho) R2
BaA 0,33 0,83 0,21 17 y =0,862x + 0,368 0,944
BbF 0,08 0,97 0,31 21 y=1,042x - 0,205 0,828
BkF 0,92 0,13 0,12 22 y=0,693x + 0,163 0,627
BaP 0,52 0,82 0,11 9 y=0,869x - 0,119 0,971
DBahA 0,34 0,67 0,23 17 y =0,857x + 0,206 0,919
BghiP 0,34 1,4 0,5 12 y=0,887x+ 0,556 0,894
IP 0,06 0,73 0,57 22 y=0,448x+ 1,264 0,717

2 Indica el valor asociado al residuo espectral no explicado por el modelo de calibrado. El
residuo luego del proceso RBL no debe ser menor que este valor.

b Obtenido como el promedio de las 10 muestras de validacion del set.

Al comparar estos resultados con los obtenidos sin incluir la precipitacion
(Tabla 9) se observa que BaA, BbF, BaP, DBahA, mostraron menores valores
para RMSEP mientras que para BKF y BghiP no presentaron grandes
diferencias El tnico de los analitos cuya prediccion no mejoro fue IP, cuyo valor
RMSEP fue de 12 y 22% sin precipitacion y con la precipitacion,
respectivamente. El REP mostré una disminucion para todos los HAPs, excepto

para IP como se mencion6 anteriormente. Se puede observar que para BaA,
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BghiP y IP al analizar el termino del intercepto en la ecuacién, en la prediccion
se tienden a sobreestimar las concentraciones. En términos generales al
realizar la precipitacion de aceite co-extraido por disminuciéon de la temperatura

se mejora la prediccion de los analitos.

5.7 Andlisis del set de prueba.

Con el propésito de evaluar la recuperacion de los 7 HAPs desde
muestras de aceite aplicando el procedimiento MAE-precipitacion-SPE, asi
como también la capacidad predictiva del modelo de calibracién multivariado; se
analizo un set de muestras de aceite de oliva fortificadas desde el inicio con
mezclas de HAPs. Para ello, los extractos obtenidos fueron analizados en forma
paralela mediante HPLC-FLD (para evaluar la recuperacion de manera
independiente) y fluorescencia total asociada a U-PLS/RBL (para evaluar la
capacidad de prediccion del modelo de calibrado). Estos valores fueron
comparados para establecer la existencia de diferencias entre ambos métodos
de analisis. Cabe sefialar que algunas de las muestras del set fueron
preparadas en duplicado y sus extractos en hexano almacenados por dos
meses a 4 °C, antes de su analisis, no encontrandose diferencias significativas
con los valores del set inicial en términos de las recuperaciones de los analitos.
Esto demostré que los HAPs fueron estables en los extractos durante el tiempo

de almacenamiento.
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Los resultados de la recuperacion promedio obtenida para cada uno de
los analitos en el set de prueba, tanto por HPLC-FLD como U-PLS/RBL, se

resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Recuperacion promedio y desviaciones estandar de cada analito en

el set de prueba obtenida por HPLC-FLD y U-PLS/RBL.

Desviacion Desviacién
HPLC-FLD(%) Estandar U-PLS/RBL(%) Estandar U- "T'Zg‘t'“Te F’T"‘a’gi“Fe
HPLC PLS/RBL

BaA 67 10 66 20 08834 0,017
BbF 61 8 63 15 06362 0,053
BaP 64 12 61 15 0,6415 0,409
DBahA 79 17 71 21 02795 0,467
BKF 63 11 80 10 0,0002 0,932
BghiP 55 7 72 12 0,0001 0,086
Ip 57 9 58 9 07615 0,890

Los porcentajes de recuperaciéon obtenidos por HPLC-FLD varian entre
un 55% (BghiP) y 79% (DBahA), mientras que para U-PLS/RBL van desde 58%
(IP) y 80% (BkF). Al comparar los porcentajes de recuperacion promedio para
cada analito mediante un Test T (p-value test T en la tabla), se determiné que
para BaA, BbF, BKF, BaP y IP no existen diferencias significativas (P>0,05)
entre los valores obtenidos por HPLC-FLD y U-PLS/RBL. Lo mismo se puede

apreciar para las regiones elipticas de confianza derivadas de las regresiones
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entre los valores predichos por U-PLS y medidos por HPLC (Figura 12). Aqui se
observa que el punto ideal (1,0) para pendiente e intercepto, se encuentra
dentro o en el borde de estas regiones para los analitos anteriormente
indicados, mostrando de una forma visual que no se presenta diferencias
significativas entre los valores obtenidos por ambos métodos. Mientras que para
BghiP y BKF si hubo diferencias significativas (P<0,05) lo que se corrobora con
el punto ideal fuera de la elipse. En estos dos casos U-PLS/RBL tendi6 a
sobreestimar el valor, entregando mayores porcentajes de recuperacion al
compararlo con HPLC. Esto puede ocurrir debido a que en los intervalos de
emisidn-excitacibon hay un mayor solapamiento espectral para estos

compuestos.

Ademas, se realizé un Test F de comparaciéon de las desviaciones
estandar entre los valores predichos por U-PLS y medidos por HPLC. Segun el
test solo se aprecid una diferencia significativa para el BaA. La amplitud de las
regiones elipticas son proporcionales al grado de dispersién de los datos

(Figura 12), siendo la elipse asignada a BaA la que presenta la mayor amplitud.
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Figura 12. Gréaficos de las regiones elipticas de confianza (La cruz verde en la elipse indica el punto
tedrico ideal (1,0)) entre concentraciones predichas por U-PLS/RBL en funcién de los valores obtenidos
por HPLC-FLD para BaA, BbF, BkF, BaP, DBahA, BghiP, IP.

Al observar los interceptos en las gréficas de la regresion, se aprecia
como para algunos HAPs la prediccidn esta sobreestimada, entregando valores
de concentraciones mayores de las contenidas realmente. Esto se puede
evidenciar en los casos de IP, BaA y BghiP, que concuerda con lo resumido en

la tabla 10.

5.8 Aplicacion a muestras de aceite de oliva comercial

El método fue aplicado en muestras de aceite de oliva virgen y comun
compradas en octubre de 2013 (11 muestras) y mayo de 2014 (4 muestras) en
supermercados de Santiago, detalles de los aceites en Tabla 4. En primer lugar
se realizo6 un analisis de “screening” mediante el calibrado de HAPs totales en
matriz (seccidén 5.4). Esto permitid determinar la existencia de los analitos de

interés, para luego hacer el analisis detallado en las muestras positivas
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mediante fluorescencia total y U-PLS/RBL. La Tabla 13 resume los resultados

obtenidos.

Tabla 13. Concentracion (ng g*') de cada analito encontrada en muestras

reales.
Concentracién ng g*

Aceite BaA BbF BKF BaP DBahA BghiP IP Total
Montecristo <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Kardamili <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Banquete <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Carbonell 162 <LOD <LOD <LOD <LOD 1,88 <LOD 35
Nova Oliva <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Casta <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Sol de
Aculeo <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Limari <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Terrasanta <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Santiago <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Basso <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Basso <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -
Borges <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Carbonell <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD -

Chef -

De las primeras 11 muestras que corresponden a las evaluadas el afo

2013, solo en uno de los aceites de esa serie los valores encontrados

mostraban concentraciones de HAPs por encima de los limites de deteccion
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qgue tiene el método. Este aceite Carbonell de procedencia Espafola, mostré
niveles cuantificables para BaA 1,62 ng g y BghiP 1,88 ng g obteniendo una
concentracion total 3,5 ng gt de HAPs. A pesar de esto, ambos HAPs se
encuentran bajo los limites maximos permitidos por la legislacion Europea, que
estipula como limite maximo para cada uno de los HAPs de 2 ug kg y de 10 ug
kgl en total. Dentro de los 4 Ultimos aceites que corresponden al bloque
analizado en el afio 2014, se incluy6 dentro de las muestras el mismo tipo de
aceite Carbonell pero de un nuevo stock, para comparar con el analizado en el
afo 2013 determinando si contenia 0 no concentraciones cuantificables de BaA
y BghiP como el par que se evalu6 anteriormente. Como se muestra en la tabla
12 no se encontraron concentraciones sobre el limite de deteccidn para ninguno
de los HAPs, esto no sélo ocurrié para el aceite Carbonell sino también, para
las marcas Borges y Basso. Para el ultimo de los aceites que se sefiala en la
tabla, aceite de oliva puro Chef, el modelo de calibrado no pudo predecir las
concentraciones. Ello se atribuye a que este aceite, a diferencia de los demas,
no era extra virgen por lo que en el tratamiento de muestra no se pudo eliminar
los interferentes adicionales o en mayor cantidad que contenia. Al analizar los
espectros no se pudieron visualizar sefiales claras de los analitos, sino sélo una

gran sefal en el intervalo de longitudes de onda considerado.
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5.9 Generacion de HAPs en muestras calentadas en presencia de materia

organica.

Con el fin de evaluar la posible generacion de HAPs al calentar un aceite
de oliva en presencia de materia organica, se procedié de acuerdo a lo indicado
en la seccion 4.5. Los resultados para el aceite de oliva (Figura 13) fortificado
mostraron una disminucion inicial de las concentraciones de BaP hasta llegar a
no ser detectado a las 4 horas. A partir de las 10 horas éste fue detectado
nuevamente incrementando su concentracion en el aceite en funcion del
tiempo. Esto podria deberse a fenébmenos de sorcion inicial del BaP sobre la
materia organica, que se ven revertidos por la degradacion superficial de ésta
producto del calentamiento. Valores negativos en los graficos indicarian este

efecto de degradacion.

El IP es mas hidrofébico que BaP y presenta una mayor afinidad con la
materia organica que este. Asi, el IP fue sorbido en su totalidad por la materia

organica y no presenta un aumento de la concentracién en el tiempo.

Para las muestras sin fortificar no se obtuvieron valores de concentracion
mayor a los LOD del método para estos analitos, lo que indicaria que estos no
se generarian en el aceite o si lo hicieron no fueron detectados por su baja

concentracion.
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Figura 13. Gréficos concentracion BaA fortificado, BaA no fortificado, IP fortificado IP no
fortificado v/s tiempo para aceites de oliva recalentados.

Este estudio también fue realizado en un aceite de maravilla pero debido

a que esta matriz es mas compleja al igual que ocurrié con el Aceite de oliva

puro Chef (Item 5.8), el modelo de calibrado no pudo predecir las

concentraciones. Por lo que no se pudo determinar si ocurrian los mismos

fendmenos anteriormente descritos.
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6. CONCLUSIONES

Se obtuvo un modelo para predecir las concentraciones de siete HAPs
mezclados, aplicando U-PLS/RBL sobre datos de fluorescencia total (espectros
de excitacion-emision). Para ello, en una primera etapa de calibrado con
mezclas de los siete compuestos preparados en solvente, se determiné el
intervalo espectral y el numero de factores Optimo para cada HAP.
Posteriormente el modelo fue aceptado luego de analizar un set de validacién
preparado en solvente, obteniéndose valores de REP menores o iguales a 10%,

con excepcion de BghiP cuyo valor fue de 25%.

La capacidad predictiva del modelo de calibracion U-PLS/RBL fue evaluada
utiizando muestras de aceite sometidas a MAE-SPE y posteriormente
fortificadas con los siete compuestos, obteniendo valores de REP entre 25 y
118%. El error en la prediccion logré disminuirse al utilizar los EEMs derivados,

con valores de REP comprendidos entre 12 y 46%.

Al agregar al tratamiento de muestra habitual (MAE-SPE) la precipitacion
de aceite co-extraido por disminucién de temperatura, se logré bajar la carga de
algunos de los interferentes que perjudican el andlisis y asi obtener mejores
resultados en la prediccion, con valores de REP que en esta oportunidad

estuvieron comprendidos entre 9y 22%.

La eficiencia de extraccion y la capacidad predictiva del modelo de

calibracion U-PLS/RBL fue evaluada utilizando muestras de aceite fortificadas
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desde el comienzo y sometidas a MAE-precipitacion-SPE. Se determiné
mediante HPLC-FLD que al utilizar este tratamiento las recuperaciones
promedio de los 7 HAPs variaron entre un 55 y 79%. Por otra parte, no se
encontraron diferencias significativas entre estos valores y los predichos por U-
PLS/RBL para BaA, BbF, BKF, BaP e IP. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre las desviaciones estandar de las recuperaciones para BbF,

BkF, BaP, BghiP, DBahA e IP.

Al evaluar la presencia de los HAPs en muestras de aceite de oliva
virgen comercial mediante fluorescencia total y U-PLS/RBL, solo para uno de
los aceites se encontraron concentraciones cuantificables las cuales no
superaban los limites establecidos. El tratamiento de muestra no es eficiente
para aceites que no sean extra virgen ya que no puede eliminar todos los
interferentes por lo que el modelo de calibrado no pudo predecir las

concentraciones de HAP.

Al calentar aceite de oliva en presencia de materia organica en funcion
del tiempo no se observo generacion de HAPs (BaA e IP); siendo evidente sin
embargo fendmenos de sorcion de estos compuestos sobre la materia organica

que varian en el tiempo.
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ANEXO

Detalle de las recuperaciones obtenidas por HPLC-FLD y U-PLS/RBL en
los set de pruebas sometidos a MAE-precipitacion-SPE, para cada uno de los

HAP estudiados.

SET 1 SET 2
%Rec %Rec Real BaP %Rec %Rec
Real BaP HPLC UPLS HPLC UPLS
2,5 48 52 2,5
2,6 61 47 2,6 70 68
0,81 0,81 64 81
0,63 58 37 0,63 68 77
1,7 52 73 1,7
1,9 1,9 88 58
1,3 64 53 1,3 72 84
0,62 64 47 0,62
2,8 46 53 2,8 76 69
0,35 0,35
Prom 56 52 73 73
Desv.Estandar 7.6 11,1 8,4 9,9
SET 1 SET 2
%Rec %Rec %Rec %Rec
Real BbF HPLC UPLS Real BbF HPLC UPLS
0,53 0,53
19 58 37 1,9 65 69
0,85 0,85 60 72
1,6 1,6 57 72
2,1 57 49 2,1 64 89
15 67 53 15
2,6 64 75 2,6 69 65
1,3 41 60 1,3 68 59
0,67 0,67
1,5 53 44 15 71 81
Prom 57 55 64 71
Desv.Estandar 10,2 14 4,8 10,4
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SET 1 SET 2

%Rec %Rec %Rec %Rec
Real BKF HPLC UPLS Real BKF HPLC UPLS
0,2 0,2
0,53 55 85 0,53 61 88
0,1 0,1 51 70
0,5 52 69 0,5
0,53 63 84 0,53
0,58 0,58 82 82
0,31 62 81 0,31 60 89
0,79 45 53 0,79 68 81
0,62 0,62 77 89
0,46 68 85 0,46 71 84
Prom 55 74 66 83
Desv.Estandar 7,3 13,5 11,4 7,4
SET 1 SET 2
%Rec %Rec Real %Rec %Rec
Real DBahA HPLC UPLS DBahA HPLC UPLS
0,62 50 46 0,62
0,43 79 58 0,43
0,5 44 69 0,5 94 33
1,9 69 79 1,9 87 89
1,7 71 78 1,7 93 102
1 1
2,8 2,8 93 93
2,2 85 62 2,2
2,2 74 93 2,2
0,89 90 52 0,89 94 63
Prom 67 69 92 79

Desv.Estandar 14,9 15,6 3,3 31,3




SET 1 SET 2
%Rec %Rec Real %Rec %Rec
Real BghiP HPLC UPLS BghiP HPLC UPLS
5,6 5,6
3,5 56 62 3,5 58 75
2,1 2,1 51 68
2,7 44 53 2,7
5,2 52 82 5,2 52 70
2,9 54 76 2,9 71 61
5,1 51 58 90
4,3 45 67 4,3 61 74
3,3 3,3
3,8 57 95 3,8 58 72
Prom 50 68 58 73
Desv.Estandar 5,3 11,6 7,3 9,8
SET 1 SET 2
%Rec %Rec %Rec %Rec
Real IP HPLC UPLS Real IP HPLC UPLS
2,6 45 47 2,6
2,4 2,4 58 48
4,0 52 66 4,0
3,1 49 63 3,1
2,5 2,5 54 46
4,5 4,5
2,9 65 69 2,9 58 49
4,2 60 74 4,2 65 53
3,7 59 57 3,7 75 55
1,7 42 58 1,7 54 66
Prom 55 63 62 50
Desv.Estandar 7,7 9,6 8,2 3,7
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SET1 SET 2
%Rec %Rec %Rec %Rec
Real BaA HPLC UPLS Real BaA HPLC UPLS
0,7 64 98 0,7
1,8 69 64 1,8 69 98
1,1 61 63 1,1 68 60
2,2 57 58 2,2 67 22
15 64 72 15
0,58 0,6
0,37 0,4
0,62 73 57 0,6
2,4 45 77 2,4 81 80
0,87 77 65 0,9 79 48
Prom 62 70 71 65
Desv.Estandar 9,2 14,1 6,3 32,5
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