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Resumen

El analisis cromatografico confiable de mezclas de compuestos organicos volatiles es el resultado de la
atencion cuidadosa a detalles del proceso de preparaciéon de la muestra y de la selecciéon del sistema
cromatografico a emplear y sus condiciones de operacion. En este articulo se discuten los efectos de las
principales variables que inciden en el analisis cromatogréafico de compuestos organicos volatiles y se
presentan algunas recomendaciones para varios procedimientos, junto con varios ejemplos que ilustran
su aplicacion.
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Some useful tips for the chromatographic analysis of volatile organic compounds

Abstract

The reliable chromatographic analysis of mixtures of volatile organic compounds is the result of
careful attention to details during sample preparation, chromatographic system and operating
conditions selection. This article discusses the effects of the main variables that have incidence on the
chromatographic analysis of volatile organic compounds. Recommendations are presented for various
procedures, together with various examples that illustrate their application.
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1 Introduccién

Las ventajas comparativas de la técnica de
cromatografia de gases acoplada a espectrome-
tria de masas (GC-MS) se destacan fundamen-
talmente en el campo del analisis de compuestos
volatiles. En términos generales, los compues-
tos voldtiles son aquellas moléculas que poseen
presion de vapor alta (temperaturas de ebulli-
cién relativamente bajas, generalmente, meno-
res de 200-250 °C) y peso molecular que no
supera 250-300 Da; son sustancias que pueden
tener diversos grupos funcionales, e.g., grupos
aldehido, alcohol, amino, sulfuro, entre otros, de
polaridad media, algunos, parcialmente o muy
solubles en agua. Muchos de estos compuestos
poseen olor y, varios, umbrales de percepcién
odorifera muy bajos; por ejemplo, compuestos
azufrados (diversos sulfuros presentes en ajo,
cebolla, huevo podrido, etc.). El analisis de sus-
tancias volatiles es importante y se requiere en
diferentes ramas del saber quimico: 1) Ambiental
(BTEX, VOC, THM, hidrocarburos volatiles,
etc.); 2) Productos naturales (metabolitos secun-
darios voltiles, e.g., aceites esenciales, fragan-
cias florales, aleloquimicos, feromonas, etc.);
3) Control de calidad de productos finales (per-

Tabla 1
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fumes, productos de aseo personal, solventes
residuales en farmacos, compuestos de bajo peso
molecular en polimeros, entre ellos, mondémeros,
plastificantes y otros aditivos; 4) Alimentos (aro-
matizantes, saborizantes, compuestos off-flavor,
etc.); 5) Estudios toxicoldgicos y forenses (residuos
de explosivos y derivados, acelerantes de incen-
dios maliciosos o premeditados, gases vene-
nosos, compuestos toxicos, solventes y meta-
bolitos de drogas en fluidos fisioldgicos, etc.) y
6) Investigaciones bio-médicas (compuestos bio-
génicos, e.g., volatiles en aliento, etc.), entre algu-
nos otros campos. En la Tabla 1 aparecen algunas
referencias sobre el analisis por GC-MS de com-
puestos volatiles, segun el campo de aplicacion.

El andlisis de compuestos organicos vola-
tiles (VOC) posee sus particularidades; entre
algunas, figuran las siguientes: 1) Son mezclas
complejas, multicomponente, que pueden con-
tener mas de 300 compuestos; por ejemplo, en
el aliento humano se han registrado centenares
de moléculas diferentes®®; las fragancias flora-
les pueden tener hasta mil sustancias de diversa
naturaleza quimica®; en el aroma de café, segtin
su procedencia, el grado y la duracién de tostado
del grano, el tipo de café (C. arabica, C. robusta,
hibridos o variedades) se han encontrado mas

Algunas aplicaciones de la técnica GC-MS para el estudio de compuestos orgdnicos voldtiles.
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de mil sustancias quimicas“’; 2) Los compues-
tos volatiles (detectables) presentes en mezclas se
encuentran en concentraciones muy diferentes; su
rango puede ir de ppt hasta ppm, o concentra-
ciones mas altas*!; 3) La naturaleza quimica de
las sustancias en las mezclas de volétiles es muy
diversa, pueden encontrarse simultdneamente
tanto moléculas apolares (hidrocarburos), como
polares (aldehidos, acidos, aminas, sulfuros,
etc.)*; se pueden hallar, a menudo, compuestos
con heteroatomos, por ejemplo, nitrégeno o azu-
fre!), cuya deteccion selectiva demandara el uso
de detectores cromatograficos selectivos o espe-
cificos.

Los compuestos azufrados, aislados de ajo
(bulbos) por la técnica de destilacion-extraccion
simultanea con solvente (SDE) se registran por
un sistema de deteccion con captura de elec-
trones (ECD) selectivamente y con sensibilidad
muy alta (Figura 1). Después del consumo de una
ensalada con cebolla fresca, en el aliento humano
aparecen compuestos azufrados, mayoritaria-
mente sulfuros (mono-, di- y trisulfuros) de
alquilos (-C,) y alquenilos (=C,). En la Figura 2
aparecen perfiles cromatograficos tipicos de
volatiles presentes en el aliento humano, después
del consumo de ensalada, aislados por HS-SPME
(PA, 85 um), y registrados por un detector foto-
métrico de llama (FPD). Si mds bien el FPD no
se destaca por la sensibilidad tan alta como la del
ECD, su selectividad para detectar compuestos
azufrados en una mezcla es excelente.

La diversidad y la cantidad de compuestos
volatiles presentes en diferentes matrices es tan
alta, que su analisis demanda a veces la combina-
cion de diversas estrategias para su aislamiento
(no hay un método “ideal’, inico), separacién y
deteccion. La base de datos FLAVOR-BASE 2010
(www.Leffingwell.com), por ejemplo, reune la
informacién sobre la toxicologia, estructuras y

propiedades fisico-quimicas de mas de 4000 sus-
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Figura 1T Cromatogramas tipicos del extracto de
ajo (bulbos), obtenido por destilacién-extraccién
simulténea con solvente (SDE) y analizado en la
columna DB-5 (60 m), con diferentes sistemas de
deteccién, a saber: detector de ionizacién en llama
(FID), atenuacién de la sefal At = 0 (2° = 1); detector
de captura de electrones (ECD), atenuacién de la sefal

At = 5 (2% = 32). Istd —n-tetradecano.
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Figura 2 Perfiles cromatogréficos tipicos de aliento
humano, monitoreado por HS-SPME (fibra recubierta
con poliacrilato) (PA, 85 um); temperatura ambiente,
exposicién al aliento por 2 minutos), a diferentes
intervalos de tiempo después del consumo de ensalada
de cebolla. Detector fotométrico de llama (FPD),
registro selectivo de compuestos azufrados, mono-,
di- y trisulfuros de alquilos (-C,) y alquenilos (=C,).
Columna HP-5 (60 m).

tancias reconocidas como compuestos-flavor.
Los autores, Nijssen y sus colaboradores, repor-
tan en alimentos un numero total de compuestos

volatiles diferentes mayor de 700014,
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2 Aislamiento de compuestos
voldatiles

La estrategia para aislar compuestos orga-
nicos volétiles depende fundamentalmente de:
1) Su naturaleza quimica; 2) La concentracion
en la mezcla y sobre todo 3) Del tipo de matriz
(estado de agregacion, homogeneidad y compo-
sicién), donde se encuentran. Los experimentos
para el monitoreo in vivo de volatiles biogéni-
cos (metabolitos secundarios volatiles de plan-
tas, aliento humano, etc.) conforman un disefio
experimental mas complejo y esmerado, cuyos
aspectos mas “fragiles” estan relacionados con
la cuantificaciéon correcta de los analitos y la
reproducibilidad de estas mediciones. Distintos
métodos de aislamiento de volatiles pueden pro-
ducir diferentes composiciones (cuantitativas,
pero también cualitativas) de extractos; por ello,
a menudo, se usan varias técnicas de extraccion
para describir lo mas completamente posible la
composicion de la mezcla de volatiles aislada. Es
importante tener en cuenta que, para comparar
diferentes métodos de extraccion incluyendo los
aspectos cuantitativos, es necesario usar patro-
nes (estandares) internos, tanto para enrique-
cer la matriz antes de su extracciéon, como para
agregar a los extractos obtenidos, antes de su
inyeccion al cromatdgrafo. Ello dard sentido a la
investigacion comparativa de diferentes métodos

de aislamiento de volétiles.

Entre los métodos mas comunes para aislar
los compuestos volatiles figuran los de destila-
cién con vapor (SD), la hidrodestilacion (HD), la
destilacion-extraccion simultanea con solvente
(SDE), la extraccion asistida por la radiacion
de microondas (MWAE), la desorcién térmica
(TD), el atrapamiento en sorbentes poliméri-
cos y purga y trampa (Purge and Trap, P&T), la
extraccion en fase solida (SPE), la microextrac-

cion en fase solida (SPME), la extraccidn asistida
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por membrana, la extraccion con fluido super-
critico (SFE), la extraccién por sorcion en barra
de agitacion (SBSE) o sobre la cinta recubierta
con un sorbente (STE), la microextraccién en
fase liquida o, simplemente, la transferencia de
volatiles directamente al instrumento analitico,
e.g., headspace estatico, y otros!**l,

Cudl técnica de extraccidn se escoge,
depende mucho del objetivo del experimento, el
tipo de sustancias (target) para extraer, asimismo,
de los instrumentos analiticos disponibles y del
grado de sensibilidad que se requiere, entre otros
aspectos. Por ejemplo, los compuestos carbonili-
cos volatiles requieren su derivacion previa, para
ser detectados en la matriz de donde se aislan,
sobre todo, si se encuentran en cantidades a nivel
de trazas. El método de extraccion no debe gene-
rar cambios en el sistema sometido al analisis
o monitoreo (e.g., inducir una descomposiciéon
térmica o hidrolisis, etc.) y, para la mayoria de
aplicaciones, debe ser reproducible, cuantitativo,
ojala evitar el uso de solventes y, que no sea inva-

sivo en sistemas biologicos.

El aislamiento, la deteccion y la identifi-
cacion de compuestos carbonilicos volatiles se
dificultan debido a las propiedades -muy parti-
culares-, de estas sustancias, a saber: 1) Tienen
masas moleculares bajas; 2) Poseen una alta vola-
tilidad; 3) Son parcialmente solubles en agua;
4) Muchos, son reactivos debido a la presencia
de grupos aldehido o cetona; 5) Se encuentran
a menudo a nivel de trazas y 6) Los detectores
convencionales, e.g., TCD, FID o MSD, son poco
sensibles para registrarlos de modo reproducible.

Por ejemplo, la deteccién de acetaldehido,
CH,CHO, en modo directo, por GC-MS, se
dificulta adicionalmente por el hecho de que su
masa nominal (44 g.mol™) es igual a la del gas
carbénico, CO,, que forma parte del background
de muchas matrices, incluyendo el del mismo
instrumento de medicion, verbigracia, un espec-
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trometro de masas. Todo ello indica que estas
sustancias deben ser derivadas, previa su detec-
cion. La derivacion de sustancias carbonilicas
volatiles permite aumentar su peso molecular,
bajar su volatilidad y reactividad y, sobre todo,
permite introducir un grupo o varios grupos
funcionales, que pueden generan la respuesta
mas sensible en varios detectores selectivos, e.g.,
NPD, FPD o0 ECD (este tltimo, es uno de los mas

sensibles en cromatografia de gases).

Los productos secundarios finales, aldehi-
dos y cetonas, que se generan durante el proceso
de oxidacion en lipidos, por ejemplo, en los acei-
tes vegetales, las grasas y las margarinas, pue-
den ser derivados con pentafluorofenilhidracina
(PFPH), formando hidrazonas, cuya deteccion
por ECD, selectiva y sensible (gracias a la presen-
cia de 5 atomos de fldor en la molécula), es ade-
mas altamente reproducible*!. En la Figura 3
aparece un perfil cromatografico de aldehidos
derivados con la PFPH directamente en el aceite
de girasol calentado a 220 °C durante 2 horas, y

luego extraidos con solvente.

Uno de los principales productos del meta-
bolismo del alcohol etilico es el acetaldehido,
que puede -después del consumo de una bebida
alcohdlica-, encontrarse tanto en orina y sangre,
como en el aliento humano. Su monitoreo por la
técnica de HS-SPME en el aliento humano cons-
tituye un método sensible, no invasivo y facil de
llevar a cabo. La fibra de SPME (PDMS/DVB,
65 pum) se satura previamente con el agente deri-
vatizante, i.e., PFPH, y luego, por unos 2 minutos,
se expone al aliento humano. La derivacion del
aldehido acontece in situ, sobre la fibra. Cuando
se requiere la cuantificacion, se necesita una cali-
bracion previa del método. En la Figura 4 apa-
recen perfiles cromatograficos del acetaldehido
(derivado sobre la fibra SPME saturada con
PFPH), en funcion del tiempo transcurrido desde

la ingestion de una bebida alcoholica (cerveza).
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Figura 3 Perfil aldehidos
(derivados conla PFPH) generados en el aceite de girasol
(¢cido linoleico - 65%, acido oleico - 25%) sometido a
calentamiento (220 °C durante 2 horas). Detector de
micro-captura de electrones (u-ECD). Columna DB-1
(60 m). 1. Acetaldehido; 2. Propanal; 3. Acroleing;
4. Butanal; 5. Crotonaldehido; 6.
7. trans-2-Pentenal; 8. Hexanal; 9. trans-2 Hexenal;
10. Heptanal; 11. trans-2-Heptenal; 12. Octanal;

cromatogréfico  de

Pentanal;

13. Nonanal; 14. Decanal.
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Figura 4 Perfiles
acetaldehido, derivado directamente sobre la fibra
de SPME (PDMS/DVB, 65 um) saturada con PFPH y
expuesta al aliento humano (temperatura ambiente,
2 minutos). La deteccién del acetaldehido se llevé a

cromatogréficos  tipicos  del

cabo antes (control) y después (15 minutos, 1 hora)
de la ingestién, por un voluntario, de una bebida
alcohdlica (cerveza). Detector de micro-captura de
electrones (u-ECD). Columna HP-5 (30 m).

Otro ejemplo es el aislamiento y estudio de
volatiles (aroma) de granos de café tostado; para
ello, se pueden emplear métodos de headspace

dindmico. Por ejemplo, el de purga y trampa
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(P&T), donde un gas (N,) barre el espacio encima
de los granos de café y arrastra sus compuestos
de aroma; éstos se disuelven parcialmente en
agua, de la cual se extraen y se concentran en un
solvente, e.g., diclorometano, en un arreglo que
se asemeja a un extractor liquido-liquido con-
tinuo (Figura 5a), segun el disefio descrito por
Shibamoto y colaboradores'*’). El perfil cromato-
grafico de los volatiles aislados depende tanto de
la temperatura de muestreo, como de la duracién
de la purga (barrido) con el gas inerte; asimismo,
del grado de concentracion del extracto obtenido
y del sistema cromatografico empleado (modo
de inyeccion, resolucion de la columna y sensibi-
lidad del sistema de deteccion) (Figura 5b).

3 Aspectos cromatogrdficos

3.1 Inyeccién de la muestra

Para el andlisis cromatografico (GC) de una
mezcla de sustancias volatiles, virtualmente, se
pueden utilizar todos los tipos de inyectores,
i.e., el puerto de inyeccién “clasico” split/spli-
tless, inyectores con temperatura programada
(PTV), que, entre otras bondades (e.g., inyeccién
de grandes volumenes de muestra, LVI), permi-
ten concentrar in situ los analitos en el extracto,
evaporando “programadamente” el solvente; los
inyectores on-column, que son aptos tanto para
sustancias muy volatiles (con un dispositivo de
crio-enfocamiento), como para sustancias poco
volatiles o inestables térmicamente. El modo de
inyeccion splitless pulsado también puede ser
una buena opcién para compuestos presentes a
nivel de trazas, pero, a la vez, para aquellos que
son inestables térmicamente. Cuando se usa el
puerto de inyeccion split/splitless, sobre todo, en
el modo split, es importante que la cantidad de
analitos que entre a una columna GC sea sufi-

ciente y comparable con los niveles minimos de:
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Figura 5 a) Dispositivo de purga con gas (N,) y
atrapamiento simulténeo en solvente (CH,CL,) (P&T)
de voldtiles de café. b) Perfiles cromatogréficos tipicos
de las fracciones voldtiles de los granos de café
tostado, obtenidos por el método de P&T, a diferentes
temperaturas (70 y 100 °C). Duracién de purga con
N, - 2 horas. GC-MS. El (70 eV). Columna DB-5MS
(60 m).

1) Deteccion (si solo se trata de la necesidad de
registrar la presencia de un analito en la muestra);
2) Cuantificacion (cuando se requiere la cuantifi-
cacion exacta de un analito y, para ello, es impor-
tante obtener la sefal reproducible del detector);
3) Identificacién. En este caso, el nivel minimo
de identificacion es aquella cantidad minima del

analito que genera una sefial espectroscopica,

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):199-221
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verbigracia, un espectro de masas, que cumpla
con todos los criterios de calidad; entre ellos, se
destacan la presencia de todas las sefales isoto-
picas en el espectro, niveles muy bajos de ruido
y de senales intrusas, e.g., de background qui-
mico (contaminacion, fugas) y la concordancia
del espectro obtenido con la estructura quimica

propuesta.

La temperatura del puerto de inyeccion
split/splitless debe ser suficientemente alta para
evaporar todos los componentes de la mezcla,
pero sin exceder las temperaturas de descompo-
sicion. Para el analisis de compuestos volatiles la
temperatura del inyector puede estar en el rango
de 200-250 °C (Figura 6a); por supuesto, en las
pruebas preliminares hay que encontrar aquella
temperatura que conduzca a la mayor sensibili-
dad (area de la senal cromatografica). Si el ana-
lisis cromatografico requiere determinaciones
cuantitativas yla identificacion de analitos se basa
en sus indices de retencion y espectros de masas
(GC-MS), es importante establecer la reproduci-
bilidad de los tiempos de retencién y de las areas
cromatograficas. Para esto la misma muestra se
inyecta a la columna varias veces (el mismo dia
y en dias diferentes) y se determina la desviacién
estandar o coeficiente de variacién (CV, %) de

estas mediciones.

3.2 Columna cromatogréfica

Esta parte del equipo es fundamental para
el andlisis de mezclas multicomponente, ya que
permite vislumbrar el numero minimo de com-
ponentes presentes, puesto que algunos pueden
presentar co-eluciones. Cuantos analitos, en rea-
lidad se encuentran en una mezcla (un extracto)
depende de varios parametros, a saber: 1) La
preparacion del extracto (grado de su concen-
tracion); 2) El modo de inyeccion (split, splitless,

on-column, PTV); 3) La capacidad que tenga la
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Figura 6 a) Las é&reas cromatogrdficas del a-pineno
(monoterpeno con temperatura de ebullicién de
155 °C) inyectado a la columna cromatogréfica
en el modo split (1:30), a diferentes temperaturas
del puerto de inyeccién (150, 200, 250 y 300 °C);
b) Reproducibilidad de tfiempos de retencién vy
dreas cromatogréficas de éxido de cariofileno
(t. = 55.4 minutos) y (Z)-nerolidol (t, = 55.6 minutos),
analizados por GC-MS, en diferentes dias de la
semana, en la columna DB-5MS (60 m). El (70 eV).

columna cromatografica de separar completa-
mente los componentes de la mezcla y 4) La sen-
sibilidad del sistema de deteccion empleado.

Ya que las mezclas o extractos de compues-
tos organicos volatiles pueden estar conforma-
das por una cantidad grande de componentes
(decenas y hasta centenares) y, ademas, muchos
de ellos pueden ser isomeros (de posicion, geo-
métricos, estereoisomeros), se emplean para
su analisis columnas cromatograficas largas de
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50 6 60 m; para analisis de gasolinas, de 100 m
de longitud. El didmetro interno (D.1.) de la colu-
mna se escoge de acuerdo con la cantidad de la
muestra a inyectar (a menudo, se requiere incre-
mentar la cantidad de analitos introducidos a la
columna), pero tipicamente se usan columnas
de 0.25 6 0.32 mm de D.I. (drogas, pesticidas,
residuos de explosivos), aunque las columnas de
menor didmetro (0.18, 0.20 ¢ 0.22 mm) permi-
ten lograr una eficiencia de separacién mucho
mas alta, pero comprometiendo, en algunos
casos, la sensibilidad (capacidad de carga de la
columna). Un parametro importante es el grosor
de la fase estacionaria (df), que, para el analisis
cromatografico de compuestos volatiles, debe
ser mayor (comunmente, se usan columnas de
0.25 um, d,) y, para analitos muy volatiles, puede
llegar hasta 5 um. La polaridad de la fase esta-
cionaria se escoge de acuerdo con la polaridad
de los analitos, pero, en el caso de mezclas “hete-
rogéneas’, por ejemplo, aceites esenciales, que
contienen analitos tanto polares como apolares,
es necesario (obligatorio!) usar ambas colum-
nas, i.e., polar (f.e. de polietilenglicol) y apolar
(100%-polidimetilsiloxano 6 5-95%-fenil poli-
metilsiloxano).

La identificacién (presuntiva) de los ana-
litos se basa en los indices de retencion lineales

medidos en dos columnas “ortogonales”*"!

,yen
los espectros de masas (EI, 70 eV, patrones de
fragmentacion)®'. La confirmacion de la iden-
tidad quimica de una sustancia se hace usando
compuestos-patréon, que son imprescindibles
también para la cuantificaciéon de analitos por
medio de curvas de calibracion. Para la cuantifi-
cacion, se pueden usar métodos de estandariza-
cién externa, interna o de adicion de compuesto
estandar. Frecuentemente, para el analisis de
aceites esenciales se reportan cantidades rela-
tivas (%) de los componentes presentes en el
aceite. En la Figura 7 aparecen dos perfiles cro-
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Figura 7 Perfiles cromatogréficos tipicos obtenidos
por GC-MS (El, 70 eV) del aceite esencial de patchouli
(Pogostemon cablin, familia Labiatae) en: a) Columna
con la fase estacionaria polar (DB-WAX, 60 m,
polietilenglicol) y b) Columna apolar (DB-5, 60 m,
5%-fenil-polimetilsiloxano).

matograficos del aceite esencial, hidrodestilado
de las hojas de patchouli (Pogostemon cablin,
familia Labiatae), y analizado en columnas polar
y apolar. La diferencia de los dos perfiles es muy
notoria, pero en ninguna de las dos columnas
se logran separar completamente todos los com-
ponentes de esta compleja mezcla. La identifi-
cacién completa de algunos sesquiterpenoides
presentes en el aceite de patchouli se dificulta
porque las respectivas sustancias-patréon no
estan disponibles y, ademas, en varios casos,
se presenta la co-elucién de sustancias, unas
en la columna polar, otras, en la apolar. La cro-
matografia total o exhaustiva (Comprehensive
GCxGC) serfa una soluciéon para este ultimo
inconveniente: esta técnica comprende la unién
de una columna analitica estandar (25-30 m),
a través de un modulador, con una columna de
cromatografia rapida (muy corta, ultra-delgada)
con la fase estacionaria “ortogonal” (polar-apo-

lar o apolar-polar).

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):199-221
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3.3 Sistemas de deteccién

En muchos extractos de compuestos orga-
nicos volatiles se pueden encontrar diferentes
familias de sustancias, entre ellas, las que tienen
heteroatomo(s). El ejemplo tipico es el aroma
de café, que, junto con muchos otros, contiene
compuestos nitrogenados (derivados de piridina,
piperazinas, oxazoles, pirroles, etc.) y azufrados
(derivados de tiofeno y tetrahidrotiofeno), pro-
ductos de la reaccion de Maillard. La combina-
cion de sistemas de deteccion selectivos (e.g.,
NPD y FPD) con el detector de masas (MSD),
ayuda mucho a la identificaciéon quimica de
componentes de la mezcla compleja (Figura 8).
Algunas sustancias nitrogenadas o azufradas
pueden co-eluir en la columna cromatografica
con aquellos compuestos que no generan res-
puesta en detectores selectivos. Sus espectros de
masas no son “homogéneos”, ya que se vislumbra
en ellos la superposicion de sefiales de distintas
moléculas. Aunque se pueden emplear los pro-
gramas computaciones especiales para revisar la
“pureza” del pico cromatografico (peak purity) o
para realizar la deconvolucion de espectros, la pre-
sencia de nitrégeno o azufre en una molécula se
confirmara inequivocamente s6lo usando los res-
pectivos detectores selectivos. La solucién “total”
para separar la mezcla compleja de volatiles -con
un numero muy alto de componentes, presencia
de estructuras isoméricas, con heteroatomos y
compuestos a nivel de trazas, etc.-, seria el uso
de la cromatografia exhaustiva (Comprehensive
GCxGC), en combinacién con un analizador
masico de barrido (scan) muy rapido y de alta
resolucion, para determinar la composicion ele-
mental de los iones (e.g., analizador de tiempo
de vuelo, TOF, con reflectrén, o espectrometria
de masas de ion-ciclotrén con transformada de
Fourier, FT-ICR-MS), pero... jvaya la accesibili-
dad y costo de estos instrumentos!

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):199-221
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. ' , MSD

SR

| FPD

Figura 8 Perfiles cromatogrdficos tipicos de la
fraccién voldtil (aislada por la técnica P&T de granos
de café tostado), obtenidos en la columna HP-5
(50 m x 0.25 mm x 0.33 um) con diferentes sistemas
de deteccién, MSD (El, 70 eV), NPD y FPD.

...

10 20 30 40 50 60
Minutos

Nonanal
Decanal
Dodecanal

Undecanal

10 12,5 15 17,5 20 22,5

25 5 75

Minutos

Figura 9 a) Corriente i6nica total obtenida por
GC-MS (El, 70 eV) de la fraccién voldtil de granos
de café tostado (aislada por el método P&T). b) Perfil
cromatogréfico de aldehidos derivados con PFPH in situ
sobre la fibra de SPME expuesta al espacio de cabeza
(headspace) de granos de café tostado. Detector de
captura de electrones (ECD). Columna DB-5 (60 m).
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Serfa un trabajo verdaderamente titdnico
descubrir la presencia de compuestos carbo-
nilicos, de peso molecular bajo y mediano, en
una corriente idnica total (=cromatograma),
obtenida por GC-MS (EI, 70 eV) de la fraccién
volatil -aislada por P&T- de granos de café tos-
tado (Figura 9a). La dificultad consiste en que
muchos de estos compuestos se encuentran a
nivel de trazas, algunos, co-eluyen con otras sus-
tancias, mientras que en los espectros de masas
de varios aldehidos alifaticos y cetonas frecuen-
temente no se observan sefales de iones mole-
culares. Sobre una fibra de SPME, saturada pre-
viamente con el agente derivatizante (i.e., PFPH)

y expuesta a la fase vapor de café (granos tos-

Agunos consejos andlisis VOC

tados), los aldehidos y cetonas, presentes en el
aroma de café, reaccionardn in situ formando las
respectivas hidrazonas, que luego se desorben
en el puerto de inyeccién de GC y se registran
por el sistema de deteccidon altamente sensible,
ECD (Figura 9b). La identificacién de compues-
tos carbonilicos se basa en la comparaciéon de
sus tiempos de retencién y espectros de masas
con los de las sustancias-patrén (hidrazonas sin-
tetizadas).

Para el desarrollo del método GC-MS para
analisis de compuestos organicos volatiles, es
importante tener en cuenta varios aspectos y
“normalizar” diferentes parametros, algunos de

los cuales aparecen descritos en la Figura 10.

Detector de masas

Cromatografo

Sistema de datos

Modo de ionizacién

Modo de inyeccion

Software

Analizador(es) (MS/MS)

Seleccion de la columna

Velocidad de aquisicion,
deconvolucién

Modo de aquisicion
(SIM, scan, MS/MS)

L x D.I. x d, polaridad de
la fase estacionaria

Bases de datos de espectros
Indices de retencién

Especificidad y resolucién

Programacion de temperatura

Reporte

Mantenimiento preventivo y correctivo

Atualizacion

Figura 10 Esquema general del sistema GC-MS y varios aspectos y pardmetros -a tener en cuenta-, para su

desempeno eficiente.
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Edit Scan Parameters
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JW. 1 N
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30 400 3,89 Rango de masas N1'1mero de barrlld(.)s
registrados en el dpice
50 550 2,94
m/z 40-280 8549
m/z 40-550 16895
Figura 11 Relacién entre el rango de masas (masas minimay maxima) y el nGmero de barridos (scans = espectros

de masas) registrados por unidad de tiempo. El nUmero de scans adquiridos en el dpice del pico cromatogréfico

correspondiente a sesquiterpenol, guaiol (C, H,,

O, t, = 58.92 minutos) es casi dos veces mayor para el intervalo

de masas m/z 40-280, que para el de m/z 40-550. GC-MS. Detector selectivo de masas Agilent Technologies

MSD 5975, El, 70 eV.

La parte cromatografica de GC-MS es practica-
mente la misma que se usa para el sistema GC
convencional; se necesita considerar los siguien-
tes aspectos, a saber: 1) la seleccion correcta de
la columna; 2) sus dimensiones (L x D.I. x d,);
3) la polaridad de la fase estacionaria; 4) el modo
de inyeccion y 5) la programacion de tempera-
tura de horno. Las restricciones para el método
GC-MS son el diametro interno de la columna
(generalmente, igual o menor de 0.25 mm) y la
naturaleza de la fase estacionaria, que debe ser
“fortalecida’, es decir, mas resistente a las tempe-
raturas altas y con un menor nivel de sangrado

(bleeding); este ultimo puede afectar drastica-

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):199-221

mente el desempeno del espectrometro de masas,
produciendo su contaminacion, conducente a la
pérdida de sensibilidad, y el deterioro de la cali-
dad de los espectros de masas, por la aparicion

en ellos de sefales intrusas (background).

Cuando se desarrolla un método cuan-
titativo o se comparan las corrientes idnicas
totales (TIC = cromatograma) de una serie de
muestras o se construye una curva de calibra-
cién, hay que considerar varios aspectos para
la operacion correcta del detector selectivo
de masas (MSD). Para alcanzar la reprodu-
cibilidad de mediciones mas alta, es impor-

tante mantener la temperatura constante de la

209



Stashenko EE, Martinez JR Agunos consejos andlisis VOC

210

1300000
1250000+ 38,83

1200000+
1150000+
1100000+
1050000+
1000000+
950000
900000
850000
800000
750000
700000
650000
600000
550000
500000
450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
04

Abundancia

38,74 38,76 38,78 38,80 38,82 38,84 38,86 38,88 38:90 38:92 38,94
Tiempo
41 67 81 ®

Split 1:100
Vol. Iny. 1.0 um

Abundancia

1600
111
ld‘ 1
| e
67 81
30000-

1400+
550001 41 121 Splitless
25000 1

2200+
20001 93 121
1200+
1000+
800+
50000 o 9 Vol. Iny. 0.2 pm
45000
40000
20000
15000 -
10000 ’
5000
0 ]lll '.ill |'|||
60
Figura 12 a) Picos cromatogréficos (GC-MS, El, 70 eV) del isopulegol presente en un aceite esencial inyectado
en modos: 1) split 1:100; 2) split 1:30; 3) splitless; 4) pulsed splitless. b) Espectros de masas del isopulegol
obtenidos de la corriente idnica total de un aceite esencial inyectado en modos split (1:100) y splitless. Solo el
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segundo espectro (modo de inyeccién splitless) cumple con criterios de calidad del espectro de masas y descubre
la presencia de todas las sefales isotépicas (véanse sefales en m/z 136, 139 y 154).
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Tabla 2 Descripcién de las once muestras de Pisco peruano de diferencies localidades, cuyas fracciones voldtiles

fueron aislados por HS-SPME y analizadas por GC-MS.

N° Pisco Tipo Valle Marca Descripcién suministrada

1 Albilla Puro Chincha Vifia Oro -

2 ltalia Mosto verde Chincha Vifa Oro Fermentacién interrumpida*
3 ltalia Puro Chincha Vifa Oro -

4 Mollar Puro lca Viejo Tonel No aromdtico

5 Moscatel Puro Chincha Vifias Oro -

6 Negra Criolla Puro Chincha ViAas Oro No aromdtico

7 Quebranta Mosto verde Chincha Vifias Oro No aromdtico

8 Quebranta Puro Chincha Vinas Oro No aromdtico

9 Torontel Mosto verde Chincha ViAas Oro Fermentacién interrumpida*
10 Torontel Puro Chincha Vifias Oro Fermentacién interrumpida*
11 Uvina Puro Mala Gran Cruz No aromdtico

*Se destila con un poco de azicar remanente.
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'S 1400000
< 1200000 -
£ 1000000 -
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400000+
200000 -

Etanol

Abundancia

5 10 15 20 25 30 35 40
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Figura 13 Perfil cromatogréfico tipico (TIC, El, 70 eV)

de la fraccién volétil de Pisco, aislada por la técnica de
HS-SPME/GC-MS. Columna DB-WAX (60 m).

camara de ionizacion (200-300 °C), de la linea
de transferencia (Columna — Cdmara de ioni-
zacion, 280-310 °C) y del analizador de masas
(150-200 °C), durante el analisis de todas las
muestras a comparar o de patrones de cali-
bracién. Es importante evitar fugas en el sis-
tema, hay que supervisar la presion residual
(10°-10° Torr) en el espectrometro de masas
y calibrarlo (tune) frecuentemente, para poder
registrar oportunamente los cambios en su
desempenio (e.g., aumento brusco del voltaje de
electromultiplicador, etc.) o una posible conta-

minacion.

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):199-221

Para el disefio del método de adquisicion, por
GC-MS, hay que tener en cuenta lo siguiente: 1) EI
modo de ionizacién: para la técnica de GC-MS es
mas frecuente el uso de impacto de electrones (EI,
70 eV), aunque también se emplea -para algunas
muestras-, la ionizaciéon quimica (CI) de iones
positivos (PI) o de iones negativos (NI); por ejem-
plo, para determinar la masa de una molécula
cuyo ion molecular, debido a su labilidad o ines-
tabilidad, no se registra en el espectro obtenido
por EI, pero si aparecera en los espectros obteni-
dos por métodos “blandos” de ionizaciéon (PI CI
o NI CI, segun la naturaleza de la molécula); 2) EI
modo de adquisicion, barrido completo (full scan)
o monitoreo de ion(es) seleccionado(s) (SIM); si
se tiene el sistema tdndem (MS/MS), se pueden
emplear diferentes modos de monitoreo a) de un
ion precursor, b) de fragmentos filiales, c) iones
con la pérdida de un fragmento neutro comun o
d) monitoreo de una reaccion especifica, verbigra-
cia, el proceso de transicion entre los dos iones,
A* — B, cuyo registro puede elevar sobremanera
la especificidad de la deteccion de un analito tar-
get en una mezcla muy compleja, con bastantes

interferencias quimicas!®.
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Para la adquisicion de la corriente ionica, en
funcion del tiempo, es importante establecer un
rango (intervalo) de masas -minima y maxima-,
ya que de esto dependera el nimero de espectros
obtenidos por unidad de tiempo. En la Figura 11
aparece la relacion entre el rango de masas y el
nimero de barridos (scans) obtenidos. A mayor
rango de masas, el numero de espectros de masas
(scans) obtenidos por unidad de tiempo sera
menor; el numero de barridos es muy impor-
tante para la “reconstrucciéon” de un pico croma-
tografico con base en la corriente idnica obtenida

y reconstruida.

En numerosas publicaciones cientificas,
se puede encontrar a menudo, que se usa un
rango de masas (Am) de m/z 30-550 para ana-
lisis de sustancias volatiles, por GC-MS y cuyos
pesos moleculares no superan 250-280 Da (por
ejemplo, aceites esenciales). La masa mdxima
del intervalo Am podria ser el peso molecular
del compuesto “mas pesado” presente en una
mezcla (extracto) mas unas 40-50 unidades;
mientras que la masa minima depende del tipo
de sustancias, porque, por ejemplo, los alcoho-
les y aminas, en sus espectros de masas, regis-
tran fragmentos, respectivamente, en m/z 31 y
30, que son estructuralmente relevantes para
su identificacion. Para compuestos aromaticos,
la masa minima en m/z 50 puede ser adecuada
para empezar los barridos (scans). En la region
de masas livianas, se pueden encontrar las sefa-
les de gases (N, O,, CO, Ar, CO,) y de solventes
remanentes presentes en la camara de ioniza-
cién, mientras que en la region de masas mas
pesadas prevalecen sefales intrusas (exdgenas,
no propias de una molécula de analito) debido
al sangrado de la fase estacionaria de la columna
o iones provenientes de la contaminacion de
diferentes partes del equipo (inyector, columna,

camara de ionizacion).

Agunos consejos andlisis VOC

Otro aspecto importante esta relacionado
con la calidad del espectro de masas obtenido,
que es importante para identificar el compuesto
con base en su patron de fragmentaciéon o por
comparacion con el espectro de masas de la base
de datos o con el espectro de la respectiva sustan-
cia-patrén. En la Figura 12a aparece el pico cro-
matografico de isopulegol registrado, presente en
una concentracion relativa menor del 0.005%; en
los cromatogramas (aparece sélo el pico del iso-
pulegol) presente en un aceite esencial, inyectado
en modo split (relacion 1:100 y 1:30), splitless y
pulsed splitless. La cantidad maxima del isopu-
legol ingresa a la columna cuando la mezcla se
inyecta en modo pulsed splitless. Los espectros de
masas del isopulegol obtenidos cuando la mues-
tra se inyecta en modos splitless o pulsed splitless
cumplen con los criterios de calidad del espec-
tro de masas, mientras que los obtenidos de cor-
rientes ionicas totales de muestras inyectadas en
modo split, carecen de varias sefiales (por ejem-
plo, picos isotdpicos de los iones en m/z 136, 139
y 154) (Figura 12b).

4 Algunos ejemplos

4.1 Andlisis de fracciones voldtiles
de Piscos

Para dar valor agregado y cientifico a muchos
productos agricolas, evaluar su calidad y aumen-
tar su competitividad en los mercados, es nece-
sario hacer su caracterizacion completa, estable-
cer propiedades fisico-quimicas, composiciones
quimicas y, en el caso de algunos productos,
tales como vinos u otras bebidas alcohdlicas, se
requiere a menudo certificar su denominacién
de origen. El estudio cromatografico de aromas
de vinos y otros spirits se ha empleado tradicio-
nalmente como herramienta para establecer su

origen, calidad y autenticad, entre otros aspectos.
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Tabla 4 Descripcién de las notas odoriferas de algunos componentes presentes en las fracciones voldtiles

(aroma) de Piscos analizados.

Sustancia

Descripcion organoléptica*

(R)-(-)-Linalol
(S)-(+)-Linalol
(3R)-(+)-Citronellol

(3S)-(-)-Citronellol

(3S)-(+)-Hotrienol

(3R)-(-)-Hotrienol

(3R,6R)- Oxido de cis-linalol (Pyranoide)
(3S,65)- Oxido de cis-linalol (Pyranoide)
(3R,6S)- Oxido de trans-linalol (Pyranoide)
(3S,6R)- Oxido de trans-linalol (Pyranoide)
(2R,5R)- Oxido de trans-linalol (Furanoide)
(25,55)- Oxido de trans-linalol (Furanoide)
(25,5R)- Oxido de cis-linalol (Furanoide)
(2R,55)- Oxido de cis-linalol (Furanoide)
(S)-(-)-a-Terpineol

(R)-(+)-a-Terpineol

Hexanoato (Caproato) de etilo

Octanoato (Caprilato) de etilo
Dodecanoato (Laureato) de etilo
Tetradecanoato (Miristato) de etilo

Hexadecanoato (Palmitato) de etilo

Floral, woody lavender note.
Sweet, floral; odor reminiscent of petit-grain and lavender.
Citronella, oil-like, slightly oily, light rosy-leafy, petal-like.

Floral, rose-like odor, reminiscent of geranium oil,
citronellal-like odor with woody aspect.

Green fresh flower aroma, graceful and sweet.
Citrus fruit-juice aroma with a pure sweet flower aroma.
Earthy.

Sweet, floral, creamy.

Sweet, floral, creamy.

Earthy.

Leafy, earthy.

Sweet, floral, creamy.

Sweet, floral, creamy.

Leafy, earthy.

Coniferous odor character, tarry.

Heavy floral, typically lilac odor.

Banana, pineapple.

Floral, fruity, sweet, vinous, waxy.

Fruity, floral, soapy, sweet, waxy.

Waxy, soapy.

Waxy, fruity, creamy

*Nota: Para una mayor precisién, se conservé el nombre en inglés de las notas aromdticas, tal como lo registran las bases de

datos consultadas: http://www.leffingwell.com/chirality/, http://www.thegoodscentscompany.com/data/

La combinacién de la técnica de extraccion
de SPME en el modo headspace y el analisis por
GC-MS de fracciones volatiles fue aplicada para
distinguir los Piscos provenientes de diferentes
localidades de Peru (Tabla 2).

El estudio de la composicion quimica de las
fracciones voldtiles de los once Piscos, aisladas
por HS-SPME [fibra de poli(acrilato), PA, de
65 um de grosor, 40 °C, 10 minutos)] y analizadas
por GC-MS, reveld la ocurrencia de un total de
32 sustancias (en cantidades relativas >0.001%).
Entre éstas, predominaron alcoholes alifiticos

(basicamente, etanol), ésteres de dcidos grasos,

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):199-221

C.-C

tipico de la fraccion volatil de Pisco aparece en la

o Y terpenoides. El perfil cromatogréfico
Figura 13, mientras que en la Tabla 3 se registra
la informacién sobre composicion quimica de
las fracciones volatiles de las bebidas analizadas
y la cantidad relativa (%) tanto de las sustancias
individuales, como de las principales familias de
compuestos presentes. Estos resultados revelan
que las fracciones volétiles de las bebidas des-
critas como “no aromaticas” (Véase la Tabla 2)
poseen una cantidad relativa (%) de terpenoides
mas baja que e.g., los Piscos identificados con los

numeros 2, 3, 9y 10.
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En la Tabla 4 se resume la informacion
sobre las notas odoriferas de algunos compues-
tos presentes en las fracciones volatiles de los
Piscos analizados. Es importante anotar, que el
impacto odorifero (nota organoléptica, senso-
rial, y el umbral de su percepcion) es funcion
de la configuracion enantiomérica de la sustan-
cia (isomeria dptica), y de su concentraciéon en
la mezcla. Por ello, para el estudio mucho mas
completo de aromas, se requiere no solamente
hallar cantidades relativas (%), sino también
cantidades exactas de componentes presentes,
junto con el establecimiento de su configuracién
oOptica, ya que de estos pardmetros finalmente
dependera la descripciéon completa del bouquet
aromatico de una bebida fermentada. Aun asi, la
informacién composicional obtenida permitio
establecer diferencias y similitudes de fracciones
volatiles de los Piscos analizados, ya que con-
forma una base objetiva para diferenciarlos. Los
datos se sometieron al analisis de componentes
principales (PCA), cuyo resultado aparece en la
Figura 14 y permite vislumbrar las semejanzas
composicionales de las fracciones volatiles (aro-
mas) y clasificar las once muestras de Pisco ana-
lizadas, por grupos (clusters), que descubren la
mayor similitud de sus fracciones volatiles. Las
muestras N° 9y 10 (Pisco Torontel) presentaron
las mayores diferencias composicionales con res-

pecto a otros Piscos analizados.

4.2 Andlisis de drogas de sintesis

Indudablemente, la técnica de GC-MS tiene
una gran importancia para el analisis de drogas
de sintesis o de disefio (street drugs), ya que sus
extractos frecuentemente son mezclas multicom-
ponente, amenudo de composicion desconocida y
compleja. Precisamente, es cuando el poder de la
espectrometria de masas -como método para elu-
cidar estructuras quimicas con base en los patro-
nes de fragmentacion o por comparacion de sus

Agunos consejos andlisis VOC
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Factor 2: 19,84%

2 4 6 8 10
Factor 1: 45,46%

Figura 14 Andlisis de componentes principales (PCA)
de los once Piscos analizados, segin las similitudes
composicionales de sus fracciones voldtiles aisladas
por HS-SPME/GC-MS (Véanse los nombres y tipo de
Pisco en la Tabla 2).

espectros con los de las bases de datos o con los de
compuestos estandar-, es ventajoso y mucho mas

eficiente que el de otras técnicas analiticas.

El resultado del analisis por GC-MS de un
extracto de una tableta, una capsula o una pas-
tilla de la presunta droga sicotrdpica, permite
esclarecer varios aspectos, entre ellos: 1) cudles
son los componentes principales (principios acti-
vos) y en qué cantidad se encuentran (se requie-
ren patrones certificados y la debida calibracion;
en GC-MS ello generalmente se hace en el modo
de monitoreo de ion(es) seleccionado(s), SIM);
2) cudles son las impurezas, adulterantes, precur-
sores o productos intermedios de la sintesis pre-
sentes generalmente a nivel de trazas, enla mezcla;
3) qué solventes residuales u otros componentes
volatiles, productos de una contaminacion cru-
zada o, al contrario, enmascaradores de olores,
se encuentran en la mezcla. El anilisis de todos
estos componentes permite hacer la llamada per-
filacién de la droga ilicita, que es como su “huella
digital” o firma (signature investigation). Ello, no

solamente permite identificarla y caracterizarla,

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):199-221
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(CH,Cl,: isopropanol 85:15; 1 mL x 3)
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o Analisis instrumental: GC-MS, inyeccion splitless,
coluna DB-5 (60 m)

Identificacion

1. Ciclohexeno

1

2. 1-Bromo-butano
3. Cafeina
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5. Derivado de escopolamina

Escopolamina
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(0]
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Figura 15 a) Cromatograma tipico del extracto obtenido de una pastilla de droga de disefio (droga de sintesis,
street drug). GC-MS (El, 70 eV). Columna DB-5 (60 m). b) Modo de preparacién del extracto y su composiciéon

quimica: escopolamina - compuesto mayoritario.
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sino relacionarla con su origen (modo de sinte-
sis, reactivos y solventes empleados, precursores,
etc.) y, en algunos casos, con su fabricante (pais,
ciudad). Frecuentemente se logra establecer el
vinculo entre los distribuidores quienes realizan
la dilucién o adulteracion (cutting) del producto,
para su venta al por menor. En la Figura 15 apa-
rece la corriente idnica total (GC-MS, EI, 70 eV)
del extracto de una pastilla decomisada en una
discoteca; ésta fue vendida como una pastilla de
“Extacy” (MDMA, 3,4-metilenodioximetilanfe-
tamina), pero, en realidad, resulté ser una peli-
grosa mezcla que contenia cafeina, escopolamina
(alcaloide tropénico, presente en varias plantas
de la familia Solandcea, por ejemplo en géneros
Datura o Brugmansia) y sus derivados.
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Anexo 1 Abreviaturas.

BTEX
Cl
D.I.
df
ECD
El
FID
FPD
FT-ICR-MS
GC
GC-MS
HD
HS
LvI
MS
MSD
MWAE
NI Cl
P&T
PDMS/DVB
PFPH
PI ClI
PTV
SBSE
sD
SDE
SFE
SIM
SPE
SPME
STE
TCD
D
THM
TIC
TOF
vOC

benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos
ionizacién quimica

didmetro interno

grosor de la fase estacionaria.

detector de captura elecirénica

jonizacién por impacto electrénico

detector de ionizacién en llama

detector fotométrico de llama

espectrometria de masas de resonancia ion-ciclotrén con transformada de Fourier
cromatografia de gases

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
hidrodestilacién

espacio de cabeza, fase vapor

inyeccion de volumenes grandes de muestra
espectrometria de masas

detector selectivo de masas

extraccién asistida por la radiacién de microondas
jonizacién quimica de iones negativos

purga y frampa
polidimetilsiloxano/divinilbenceno
pentafluorofenilhidracina

ionizacién quimica con iones positivas
inyector de temperatura programada
extraccién por sorcién en barra de agitacién
destilacién por arrastre con vapor
destilaciéon-extraccion simulténea con solvente
extraccién con fluido supercritico

monitoreo de iones selectivos

extraccién en fase sélida

microextracciéon en fase sélida

extraccién por sorcién sobre cinta sorbente
detector de conductividad térmica

desorcién térmica

trihalometanos

corriente idnica total

analizador de masas de tiempo de vuelo

compuestos orgdnicos voldtiles
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