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Validaci6n de un método de cromatografia
liquida (HPLC-UV/Vis) para la cuantificacion
de aldehidos en agua de lluvia y aire

Validation of a liquid chromatography method (HPLC-UV/Vis) to quantify
aldehydes in rainwater and air
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Resumen ()

Los aldehidos son compuestos presentes en la atmosfera que se forman por la degradacién fotoquimica de otros
compuestos organicos en la tropdsfera, estos pueden seremitidos porfuentes naturales 0 antropogénicas. [Objetivo]
En el presente trabajo se implementd un método analitico para la cuantificacién de muestras de aldehidos en
matrices como aire y agua de lluvia. [Metodologia] El muestreo y el andlisis de los aldehidos utilizd la metodologia
T0-11 de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA). El muestreo se realizé mediante el uso
de cartuchos de adsorcidén recubiertos con una disolucion de 2,4-DNFH, formando una hidrazona con los aldehidos
presentes en el agua de lluviay en el aire. Estos fueron analizados mediante un cromatdgrafo de liquido acopladoa un
detector UV-Visible (HPLC-UV/Vis). Para la validacion de la técnica de andlisis y la calidad analitica de los resultados se
determinaron: linealidad, sensibilidad, limites de cuantificacion, limites de deteccidn, repetibilidad, reproducibilidad
y porcentaje de recuperacion. En el caso de la repetibilidad, se utilizd la comparacion del coeficiente de variacion de
Horwitz con los porcentajes de desviacion estandar relativo (% DER) de las muestras. [Resultados] Los limites de
deteccién obtenidos oscilan entre 0,18 pg/m? para el acetaldehido y 3,20 pug/m? en el caso de la acroleina, mientras
que los limites de cuantificacion estan entre 0,62 ug/m? para el acetaldehidoy 4,70 pg/m? para el heptanal; datos
que garantizan la calidad analitica del método. [Conclusiones] En general, el método de analisis para los aldehidos
mostrd una buena correlacion lineal, con valores de R? igual o mayores a 0,9991 para cada curva de calibracidn, y
valores de porcentajes de desvio relativo menores al 2,25 %, lo cual indica una buena precisién en el andlisis.
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Abstract

Aldehydes are compounds in the atmosphere formed by the photochemical degradation of other organic
compounds in the troposphere and can be emitted by natural or anthropogenic sources. [Objective] An
analytical method was implemented to quantify aldehyde samples in matrices such as air and rainwater.
[Methodology] Aldehyde sampling and analysis were conducted using method TO-11 from the United
States Environmental Protection Agency (EPA). Sampling was carried out by using adsorption cartridges
coated with a 2,4-DNPH solution, forming a hydrazone with the aldehydes present in the rainwater and
the air, which were tested using a liquid chromatograph coupled to a UV-visible detector (HPLC-UV/Vis).
To validate the analysis technique and the analytical quality of the results, the following was determined:
linearity, sensitivity, quantification limits, detection limits, repeatability, reproducibility, and recovery
percentage. In the case of repeatability, the comparison of the Horwitz coefficient of variation was used
with the percentages of relative standard deviation (% RSD) of the samples. [Results] The detection and
quantification limits obtained range between 0.18 pg/m? and 3.20 pg/m? for acetaldehyde and acrolein,
respectively, while quantification limits are between 0.62 pg/m? for acetaldehyde and 4.70 pg/m® for
heptanal, data that characterizes the method's analytical quality. [Conclusions] In general, the analysis
method for aldehydes showed linearity, with R? values equal to or greater than 0.9991 for each calibration
curve, and relative deviation percentage values less than 2.25 %, indicating good precision in the analysis.

Keywords: Aldehydes; rainwater; chromatography; validation; detection limits; quantification limits.
Resumo

Os aldeidos sdo compostos presentes na atmosfera que sao formados pela degradagao fotoquimica de
outros compostos organicos na troposfera, estes podem ser emitidos por fontes naturais ou antrépicas.
[Objetivo] No presente trabalho, foi implementado um método analitico para a quantificagdo de amostras
de aldeido em matrizes como ar e dgua da chuva. [Metodologia] A amostragem e a anélise de aldeido
usaram a metodologia TO-11 da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA). As amostragens
foram realizadas utilizando cartuchos de adsorco revestidos com uma solugdo de 2,4-DNFH, formando
uma hidrazona com os aldeidos presentes na agua da chuva e no ar. Elas foram analisadas usando um
cromatdgrafo liquido acoplado a um detector UV-Visivel (HPLC-UV/Vis). Para a validagdo da técnica de
analise e da qualidade analitica dos resultados, foram determinados: linearidade, sensibilidade, limites
de quantificacdo, limites de deteccdo, repetibilidade, reprodutibilidade e porcentagem de recuperacéo. No
caso da repetibilidade, foi utilizada a comparagdo do coeficiente de variacdo de Horwitz com os percentuais
de desvio padrao relativo (% DER) das amostras. [Resultades] Os limites de deteccdo obtidos variam de
0,18 pg/m? para acetaldeido e 3,20 pg/m?® no caso da acroleina, enquanto os limites de quantificacdo
estdo entre 0,62 pg/m? para acetaldeidoe 4,70 pg/m? para o heptanal; dados que garantem a qualidade
analitica do método. [Conclusdes] De forma geral, 0 método de anélise para aldeidos apresentou uma
boa correlacdo linear, com valores de R? igual ou superiora 0,9991 para cada curva de calibracdo, e valores
percentuais de desvio relativo inferiores a 2,25%, o que indica boa acurécia na analise.

Palavras-chave: aldeidos; chuva; cromatografia; validagao; limites de deteccao; limites de quantificacéo.

Melissa Araya Araya  José Pablo Sibaja Brenes « Roy Soto Fallas  José Carlos Mora-Barrantes o
Rosa Alfaro Solis « Henry Borbon-Alpizar « Juan Valdés Gonzélez

503

TOA VIDNHAIDINN

oN ‘8¢

ID"BUN@RIDUIDIUNE)SIALL ] « BIOUSIDIUN/ID DR BUN'SRISTAIIMMM @) » 5707 ToquiadaJ-Arenue( ‘¢1-1 'dd 1


https://dx.doi.org/10.15359/ru.38-1.27
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.en
mailto:https://www.revistas.una.ac.cr/index.php/uniciencia?subject=
mailto:revistauniciencia%40una.cr?subject=
http://publica2.una.ac.cr/revistas-2024/Uniciencia/38_1/MP3/Art-27-Ing-38_1-Uniciencia.mp3
http://publica2.una.ac.cr/revistas-2024/Uniciencia/38_1/MP3/Art-27-Port-38_1-Uniciencia.mp3

Introduccion

Los aldehidos son componentes im-
portantes de la quimica atmosférica y se for-
man por la degradacion fotoquimica de otros
compuestos organicos, mediante reacciones
fotoquimicas en la troposfera (Wade, 2012;
Seinfeld y Pandis, 2006). También pueden
ser emitidos a la atmosfera por fuentes bio-
génicas o antropogénicas (Pefiuelas y Lluisa,
2002; Pichersky y Gershenzon, 2002; Luec-
ken et al., 2012; Muios y Grau, 2013).

En relacion con las fuentes naturales,
particularmente en los ecosistemas foresta-
les del tropico, existe una gran cantidad de
compuestos organicos volatiles biogénicos
(COVBsS), los cuales comprenden alrededor
del 90 % (1150 TgC/aio) de las emisiones
globales de los compuestos organicos vola-
tiles (COV) (Mielke et al., 2010). Sus emi-
siones influyen en la produccion de ozono
troposférico, en la oxidacion del metano y
en la produccién global de monoxido de
carbono en el ciclo del carbono (Pefiuelas y
Lluisa, 2002).

Por otra parte, la mayoria de los hi-
drocarburos de origen antropogénico son
emitidos por la combustion de vehiculos y
motores de combustion interna. La oxida-
cion de estos origina diversos compuestos
como aldehidos, cetonas, 4cidos organicos,
peroxidos, entre otros. La condensacion de
aldehidos y cetonas generan aerosoles de
olor peculiar, que ademés limitan la visibili-
dad (Muios y Grau, 2013).

Para la recoleccion de muestras de al-
dehidos en aire y agua de lluvia se pueden
tener opciones como impingers o burbujea-
dores (Guash, 1983; Hernandez, 2001), de-
nuders (Gallego et al., 2012; Vega, 2000) o
mediante el uso de cartuchos de adsorcion
en fase solida (Delgado, 2009; Herrington et
al.,2005). Los anélisis quimicos posteriores
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para determinar la concentracion de los al-
dehidos varian en funcion del tipo de equipo
utilizado para el muestreo. En el caso de la
captacion de las muestras mediante el uso
de impingers, el método de andlisis reco-
mendado es la espectrofotometria (Gaspa-
rini et al., 2008). Para muestras recolecta-
das por medio de denuders o cartuchos de
adsorcion, el método de analisis que mayor
resultado ofrece es la cromatografia liqui-
da de alta presion (HPLC) (Salazar, 2016).
Con respecto al uso de la cromatografia de
gases (GC), los aldehidos se calculan por
medio de un agente derivatizante como el
0—(2,3,4,5,6—pentafluorobencil)-hidroxila-
mina (PFBHA) en 4cido clorhidrico (HCI).
Los aldehidos reaccionan selectivamente
con el agente derivatizante (PFBHA) para
formar un complejo entre este y las oximas.
La identificacion de los compuestos se rea-
liza al comparar los tiempos de retencion de
los patrones con los obtenidos de las mues-
tras, la confirmacion se realiza utilizando
espectrometria de masas (Luo ef al., 1992).
Otro estudio como el de Asthana et al.,
(1998), en donde por electroforesis capilar
con derivatizacién acido hidrazino bence-
nosulfénico tuvo buenos resultados en la
determinacion dealdehidos por medio de la
formacion de la hidrazona.

En relacion con el uso de la técnica
de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) como metodologia de analisis,
es posible la cuantificacion de aldehidos
como: acroleina, benzaldehido, butiral-
dehido, crotonaldehido, formaldehido y
propionaldehido, por la separacion de sus
derivados de 2,4-dinitrofenilhidrazona
(2,4-DNPH). Se derivatizan las muestras
con la 2,4-DNPH en HCI 0,1 mol/L y se
extrae con cartuchos en acetonitrilo, para
preconcentrar los compuestos. Posterior-
mente, se miden en una columna C18 de
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HPLC de fase inversa, con elucién isocra-
tica, utilizando acetonitrilo acuoso (65:35),
y analizandose con deteccion ultravioleta
(UV) a 360 nm (Pefia et al., 2002).

Las técnicas anteriores son métodos
analiticos cuyo alcance es la determinacion
y la cuantificacion de aldehidos en matri-
ces similares a muestras de aire y agua de
lluvia. No obstante, no limita la cuantifi-
cacion de aldehidos mediante la modifica-
cion de los métodos anteriores o inclusive
mediante el desarrollo, validacion e imple-
mentacion de un nuevo método. Sin em-
bargo, es importante resaltar que al utilizar
un método fuera del alcance de la norma
de referencia, se vuelve requisito la reali-
zacion de estudios pertinentes para asegu-
rar que el nuevo método contintia siendo
técnicamente apto para su uso (Calderon et
al.,2016). Segun Taylor (1983), el proceso
de validacion tiene por objetivo verificar
que la metodologia utilizada se fundamen-
ta en principios solidos, ya sea que hayan
sido planificados o modificados con fines
practicos de medicion.

Entre los pardmetros de desempe-
fo utilizados o recomendados por otras
personas autoras e investigadoras para la
validacion de un método estan: ambito de
trabajo, linealidad, sensibilidad, precision
(reproducibilidad y respetabilidad inter-
media), exactitud (recuperacion), limite de
deteccion (LD), limite de cuantificacion
(LQ) e incertidumbre de medicion (Cal-
derdn et al., 2016; Taylor 1983; Ellison et
al., 2009; Ramsey y Ellison, 2007; Burn,
2002; Barwick y Ellison, 2000; Miller y
Miller, 2002).

En el presente trabajo de investigacion
se tiene como objetivo principal validar un
método analitico que permita la cuantifica-
cién de muestras de aldehidos en matrices
como aire y agua de lluvia.
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Metodologia

Calidad analitica del método

Para el muestreo y el analisis de los
aldehidos se utilizo la metodologia TO-11A.
planteada por la Agencia de Proteccion Am-
biental de los Estados Unidos. El muestreo
se realizo en el ano 2017, en la Reserva Bio-
logica Los Cusingos, ubicada en el Pacifico
Sur, Pérez Zeledon. La reserva forma parte
del Corredor Biolégico Dr. Skutch, con las
coordenadas 09°20°17” Norte y 83°37°37”
Oeste, a una altura de 725 m s. n. m. La re-
coleccion de las muestras de aire se realizo
con cartuchos de adsorcion, los cuales son
tubos de vidrio de 6 cm de longitud (con un
diametro interno de 0,4 cm), rellenos con
500 mg de octadecilo de silice y recubiertos
con una disolucion de la 2,4-dinitrofenilhi-
drazina (2,4-DNFH) recristalizada.

El sistema de muestreo consistidé en
una bomba de diafragma que permite pasar
el aire a través de los cartuchos, una tram-
pa de seguridad para proteger la bomba de
una posible entrada de agua, una valvula de
punto critico para regular el flujo de aire que
entra al sistema y un filtro de fibra de vi-
drio. Se tomaron 45 muestras. El sistema de
muestreo en el agua de lluvia fue con una
botella de polietileno ambar Nalgene de 1 L
y un embudo de polietileno de espiga cor-
ta (lavados con 4cido clorhidrico 1 mol/L
y agua desionizada). La botella se coloco a
1,5 m del piso. Se tomaron siete muestras.

Para la validacion se utilizaron cartu-
chos de adsorcion recubiertos con una disolu-
cion de la 2,4-DNFH, formando una hidrazona
con los aldehidos presentes en las disoluciones
utilizadas. Posteriormente, fueron analizados
mediante un cromatdgrafo liquido acoplado
a un detector UV-Visible. Las condiciones de
analisis para determinar los aldehidos fueron
las siguientes (EPA, 1999):
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* Columna Agilent C18, 150 mm de lon-
gitud y 4,6 mm de didmetro interno.

* Detector Dionex UV-Vis.

*  Temperatura del horno: 45 °C.

* Fase movil: acetonitrilo: agua 60:40.

*  Flyjo: 1,2 mL/min.

* Longitud de onda (1 =365 nm).

*  Volumen de inyeccion: 10 pL.

Se utiliz6 el programa Chromeleon 6.0
para determinar las areas de los patrones y de
las muestras. Por su parte, para la validacion
de la técnica de andlisis y la garantia de la ca-
lidad analitica de los resultados se determina-
ron la linealidad, la sensibilidad, el limite de
cuantificacion, el limite de deteccion (obteni-
dos a partir de las curvas de calibracion). Se
evaluaron ademas otros pardmetros como la
repetibilidad, la reproducibilidad y el porcen-
taje de recuperacion. Se utilizé el coeficiente
de variacion de Horwitz para comparar los
porcentajes de desviacion estandar relativo
(%DER) de las muestras.

Para analizar la linealidad reportada
por el equipo, se prepararon cinco curvas de
calibracion con la variacion de la concentra-
cion de los aldehidos, dos curvas fueron ge-
neradas previo al muestreo y tres desarrolla-
das cada vez que se analizaron las muestras
tomadas en el sitio de muestreo. El valor del
coeficiente de determinacion R? de la cur-
va de calibracion se utilizé como criterio de
linealidad. La sensibilidad se determin6 a
partir de la pendiente de la curva de calibra-
cion. Este valor corresponde a la gréfica de
area de las muestras contra concentracion
de los patrones.

Con respecto al coeficiente de va-
riacion de Horwits, se hizo el analisis al
reflexionar que la desviacion estandar de
uno de los patrones utilizados varia con la
concentracion del analito. Una aproxima-
cion para esta variacion es el empleo de una
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relacion funcional entre la concentracion y
la desviacion estandar. La relacion optima
que se conoce es la trompeta de Horwitz,
la cual fue obtenida a partir de un estudio
estadistico (Figura 1), para el cual el coe-
ficiente de variacion de los valores medios
dados por diferentes laboratorios aumenta-
ba conforme disminuia la concentracion del
analito, se demostr6 asi que la desviacion
estandar relativa de un método varia con la
concentracion, de acuerdo con la Ecuacion
1 (Miller y Miller, 2002).

CV = 2(157108(©) [Ecyacion 1]

En la Ecuacion 1, “CV” es el coefi-
ciente de variacion y “C” es la concentra-
cion de la muestra expresada como potencia
de 10 (1 ppb=10"°, 1 ppm=10°,1 % =107,
10 % = 10"). Este calculo se utilizé con el
fin de determinar si los %DER se encontra-
ban por debajo del CV de Horwitz. De este
andlisis se obtuvo el coeficiente de varia-
cién maximo esperado para las muestras de
aire y de agua de lluvia.

60—
50
40
30
20
10

‘|Og\n c
—

Desviacion estandar relativa %

=50 |
100% 0.1% 1 ppm 1 ppb 1 ppt

Concentracion (c)

Figura 1. Trompeta de Horwitz
Nota: Tomado de Miller y Miller, 2002.
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Por su parte, los valores del limite de
deteccion (LD) limite de cuantificacion (LC)
se obtuvieron a partir del método estadistico
propuesto por Miller y Miller (2002). EI LD
se determino a partir de la desviacion estan-
dar del ajuste (sx/y) y el valor del intercepto
(b) de la curva de calibracion. Este se ob-
tuvo de la concentracidon correspondiente a
la respuesta calculada, utilizando el valor
del intercepto del ajuste de calibraciéon mas
tres veces la desviacion estandar del ajuste
a un nivel de confianza del 95 %, como se
presenta en la Ecuacion 2 (Miller y Miller,
2002). Para obtener el valor de la desvia-
cion estandar del ajuste (sx/y) se utiliz6 la
Ecuacion 3.

SX
LD =b+ 3+ 7 [Ecuacion 2]

[Ecuacion 3]

Donde:
y: valor obtenido de la curva de calibra-
cion de los estandares.
§.: valores de “y” ajustados por medio de
la ecuacion de la curva de calibracion.
n: puntos de la curva de calibracion.

El LC se determin6 de manera analo-
ga al LD; de acuerdo con Miller y Miller
(2002), se expresa como la sefial del inter-
cepto mas 10 veces su desviacion estandar
(Ecuacion 4).

SX
LD =b+10* 7 [Ecuacion 4]

Estas respuestas son interpoladas en
la ecuacion de la curva de calibracion para
obtener la minima concentracion detecta-
ble y cuantificable (Miller y Miller, 2002).
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Para evaluar la repetibilidad se determind el
porcentaje de desviacion estandar relativa
(%DER), por medio de ocho repeticiones de
un patréon mixto de (3,84 + 0,58) mg/L de la
hidrazona del formaldehido, acetaldehido,
propanal y butanal, y de (7,0 + 1,2) mg/Lde
la hidrazona del hexanal, heptanal y acro-
leina. El patron fue utilizado el mismo dia,
por la misma persona analista, con el mis-
mo equipo y bajo la misma metodologia, en
donde cada dia se prepararon patrones para
la curva de calibracion.

Con el fin de determinar la reproduci-
bilidad, se inyectd durante cinco dias con-
secutivos un patréon mixto de (0,88 + 0,14)
mg/L de las hidrazonas de cada aldehido, por
la misma persona analista, el mismo equipo
y mediante la misma metodologia. Se utili-
70 el porcentaje de recuperaciéon como cri-
terio de reproducibilidad, y se calculd por
medio de la concentracion obtenida de cada
inyeccion entre la concentracion del patron
de cada aldehido multiplicado por 100.

A su vez, se realizdé un analisis de la
estabilidad de la pendiente de las curvas de
calibracion de cada aldehido, para ello se
evalud la consistencia de las pendiente en
diferentes curvas de calibracion.

Disolucion de 2,4-DNFH

La preparacion de la disolucion de
la 2,4-dinitrofenilhifrazina incluy6: a) la
recristalizacion de la 2,4-DNFH, b) la pre-
paracion de la disolucion madre de la 2,4-
DNFH vy c) la preparacion de la disolucion
0,40 mmol/L de 2,4-DNFH.

Con respecto a la recristalizacion de
la 2,4-DNFH se procedié de la siguiente
forma: se calent6 un volumen de 600 mL de
acetonitrilo grado HPLC a 80 °C, se disol-
vieron aproximadamente 10 g de cristales
de la 2,4-DNFH hasta saturacion. Se repo-
s la muestra durante tres horas, se enfrio a
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0 °C y se filtr6 en un embudo Biichner. Se
obtuvo un sélido de coloracion rosada bri-
llante, que posteriormente se secd en una
estufa a 60 °C.

Por su parte, para preparar la disolu-
cion madre de la 2,4-DNFH se procedi6 a
utilizar un vial de 10 mL en donde se disol-
vi6 25 mg de los cristales de la 2,4-DNFH,
obtenidos en 1 mL de acetonitrilo y 4 mL de
acido clorhidrico 5 mol/L. Esta disolucion
de 25 umol/L se colocd durante una hora en
un bafio ultrasoénico a 50 °C, hasta disolu-
cion completa. La disolucion se almacend
en frio en un lugar oscuro.

Para preparar la disoluciéon 0,40
mmol/L de 2,4-DNFH, esta se desgasificd
por aproximadamente 15 minutos con nitrd-
geno limpio y se secd una mezcla de 32 mL
de acetonitrilo y 164 mL de agua destilada
y se le agregaron 3,2 mL de la disolucion
madre de la 2,4-DNFH.

Los cartuchos utilizados para el mues-
treo fueron tubos de vidrio de 6 cm de longi-
tud, se rellenaron con 500 mg de octadecilo
de silice y se recubrieron con 2 mL de la
disolucién 0,40 mmol/L de la 2,4-DNFH. El
pretratamiento de los cartuchos incluye su
enjuague con 5 mL de acetonitrilo, poste-
riormente se agregdé 2 mL de la disolucion
0,40 mmol/L de la 2,4-DNFH y se enjua-
garon de nuevo con 2 mL de acetonitrilo.
Una vez preparados, se les agreg6é 3 mL de
la disolucién 0,40 mmol/L de la 2,4-DNFH.
Al final, se secaron por aproximadamente
cinco minutos con nitrégeno limpio y seco.

Una vez recubiertos los cartuchos, se
sellaron con lamina de parafina, se cubrie-
ron con papel de aluminio y se colocaron
en un recipiente plastico cerrado. Posterior-
mente, se almacenaron refrigerados a me-
nos de 4 °C.

DOIL: https://dx.doi.org/10.15359/ru.38-1.27
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Curvas de calibracion

Con el objetivo de preparar las cur-
vas de calibracion para el analisis de las
muestras de aire y lluvia, se utilizaron las
siguientes disoluciones estandar de cada al-
dehido con su respectivo porcentaje de pu-
reza: formaldehido al 37 %, acetaldehido al
99 %, propanal al 99 %, butanal al 99 %,
hexanal al 99 %, heptanal al 99 %, acrolei-
na al 99 %, todas estas disoluciones fueron
grado HPLC.

Las disoluciones estandares de las hi-
drazonas correspondientes a cada aldehido
a partir de la 2,4-DNFH se prepararon en un
matraz erlenmeyer de 25 mL, donde se di-
solvieron 0,2 g de la 2,4-DNFH en 1 mL de
acido sulfurico concentrado; de seguido, se
agrego gota a gota 1,5 mL de agua destilada
con agitacion hasta disolucion completa. La
mezcla se calentd ligeramente y se le afia-
dieron 5 mL de etanol al 95 %. De forma
paralela, se prepar6 una disolucion de cada
aldehido en etanol, disolviendo 0,25 g de
compuesto en 10 mL de etanol al 95 %. Esta
disolucion se mezcld con la disolucion de
las hidrazonas, dejandose reposar durante
24 horas a temperatura ambiente. Transcu-
rrido este tiempo se filtraron los solidos y se
secaron en una estufa a 60 °C.

Con respecto a la preparacion de diso-
luciones madres de las hidrazonas se proce-
di6 de la siguiente forma: se peso por separa-
do 0,0010 g de la hidrazona de cada aldehido,
las hidrazonas se disolvieron con acetonitrilo
grado HPLC, se trasvasaron cuantitativa-
mente a balones aforados de 10 mL y se lle-
varon a la marca de aforo con acetonitrilo.
Luego, se mezclaron las disoluciones madre
de los aldehidos y se hizo pasar la disolucion
por cada cartucho ya acondicionado con la
2,4-DNFH, para que se diera la reaccion.
Después, se extrajeron las hidrazonas con 2
mL de la disolucion de acetonitrilo.
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Con respecto a los seis patrones de los
aldehidos utilizados, estos se prepararon a
partir de las disoluciones madres de las hi-
drazonas. La curva de calibracion se prepard
con: 0,2 mg/L, 0,4 mg/L, 0,8 mg/L, 1,6 mg/L,
3,2 mg/Ly 6,4 mg/L de la hidrazona del for-
maldehido, del acetaldehido, del propanal y
del butanal, y con: 0,4 mg/L, 0,8 mg/L, 1,6
mg/L, 3,2 mg/L, 6,4 mg/Ly 12,8 mg/L de
la hidrazona del hexanal, del heptanal y de
la acroleina. Los cartuchos que se utilizaron
como blancos se acondicionaron de la misma
manera que aquellos para las muestras.

Area ( mAuemin)
w

Tiempo (mity)
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Analisis y resultados

La Figura 2 muestra un ejemplo de cro-
matograma obtenido por la inyeccion de los
patrones de las hidrazonas. La Tabla 1 pre-
senta las concentraciones de las disoluciones
madres de hidrazonas preparadas para cada
aldehido. Las disoluciones patron preparadas
a partir de la disolucion madre se exponen la
Tabla 2, con su respectiva incertidumbre.

Figura 2. Cromatograma representativo de los aldehidos analizados por cromatografia liquida
acoplada a un detector UV-Visible a una longitud de onda de 365 nm. Donde 1= Formaldehido,
2= Acetaldehido, 3= Acroleina, 4= Propanal, 5= Butanal, 6= Hexanal, 7= Heptanal

Nota: elaboracion propia.

Tabla 1. Concentracion e incertidumbre de las hidrazonas de cada aldehido en las
disoluciones madres utilizadas para el control de la calidad analitica

Aldehido Concentracion disolucion madre (mgeL™")
Formaldehido 17,1 +£2,5
Acetaldehido 23,6 £3,5
Propanal 26,8 +4,3
Butanal 343+5,0
Hexanal 39,3+6,3
Heptanal 42,7+ 6,8
Acroleina 28,5+4,2

Nota: elaboracion propia.
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Tabla 2. Concentracion e incertidumbre de cada aldehido en las disoluciones patron
utilizadas para la confeccion de las curvas de calibracion

Patréon Formaldehido Acetaldehido Propanal Butanal Hexanal Heptanal Acroleina
(mgeL™") (mg'L)  (mgeL)  (mgeL)  (mgeL")  (mgeL!)  (mgeL?)
1 0,0343 +£0,0050  0,0472 + 0,0536+ 0,069 +0,010 0,157+0,025 0,171 +0,027 0,114+0,017
0,0070 0,0086

2 0,069+ 0,010 0,094+0,014 0,107+0,017 0,137+0,020 0,314 +0,050 0,341+ 0,054 0,228 + 0,034
3 0,137+0,020 0,189+0,028 0,215+0,034 0,274+0,040 0,63+0,10 0,68+0,11 0,456+0,067
4 0,274+ 0,040 0,377 +0,056 0,429 +0,069 0,549+0,080 1,26 +0,20 1,37+0,22  0,91=+0,13
5 0,549 +0,080  0,75+0,11 086+0,14 1,10+£0,16  2,52+0,40 2,73+0,44 1,82 +0,27

6 1,10 £0,16 1,51£0,22 1,72+028 220032 503+0,8] 546+0,87 3,65+054
Nota: elaboracioén propia.

Tabla 3. Coeficiente de determinacion (R?) de las distintas curvas de calibracion para el
control de la calidad analitica

Coeficiente de determinacion (R?)
Curva  Formaldehido Acetaldehido Propanal Butanal  Hexanal Heptanal Acroleina

1 0,9995 0,9999 0,9995 0,9998 0,9996 0,9996 0,9995
2 0,9997 0,9998 0,9998 0,9995 0,9993 0,9998 0,9996
3 0,9996 0,9998 0,9994 0,9993 0,9995 0,9996 1,0000
4 0,9991 0,9999 0,9996 0,9998 0,9997 0,9998 0,9997
5 0,9991 0,9994 0,9994 0,9996 0,9995 0,9999 0,9995
Promedio 0,9994 0,9998 0,9995 0,9996 0,9995 0,9997 0,9997

Nota: elaboracion propia.

Tabla 4. Pendientes de las curvas de calibracion de los aldehidos analizados en este estudio
Curva Formaldehido Acetaldehido Propanal Butanal Hexanal Heptanal Acroleina

1 7,0799 10,4410 8,8121 5,5722 4,5362 2,8425 4,1748
2 8,8998 9,7071 10,1170 5,6550 4,9790 2,8468 4,2353
3 8,6292 9,4057 11,3520 5,4529 4,6778 2,7376 4,5790
4 7,7112 9,6674 11,3030 5,8076 5,1688 2,9317 4,7157
5 7,9447 9,7601 11,1040 59151 5,1067 2,9205 4,7295
Promedio 8,0530 9,7963 10,5376 5,6806 4,8937 2,8558 4,4869

Nota: elaboracion propia.

La Tabla 3 evidencia los valores del Con respecto a la sensibilidad de

coeficiente de determinacion (R?) para cada
uno de los aldehidos analizados, estos valo-
res estdn muy cercanos entre si, ademds de
presentar una alta proximidad al valor ideal
de 1. De acuerdo con Harris (2007) un valor
de R?por encima de 0,995 es considerado un
ajuste adecuado para la mayoria de los fines
analiticos. Por lo tanto, los datos obtenidos
en los andlisis representan una linealidad y
una relacidon concentracion-area aceptable.

método, en la Tabla 4 se detallan los valo-
res de las pendientes de las curvas de ca-
libracion de los aldehidos analizados. La
sensibilidad de calibracién mide la capa-
cidad de un método para distinguir peque-
flas diferencias en la concentracion de un
analito, la cual corresponde a la pendiente
de la curva de calibracion obtenida a par-
tir de la grafica del area contra concen-
tracion (Sierra et al., 2010). De acuerdo
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con Castillo y colaboradores (1996) entre
mayor sea la pendiente, mayor sera la sen-
sibilidad del método.

De acuerdo con lo presentado en la
Tabla 4, tanto el propanal como el acetalde-
hido tienen las mejores sensibilidades, con
valores promedios de pendiente de 10,5379
y 9,7693 respectivamente. Por su parte el
menor valor de pendiente promedio fue
para el heptanal, con un valor de 2,8558.
Para el caso de la curva del formaldehido
y el propanal no hay evidencia estadistica-
mente significativa, al 95 % de confianza,
que indique que las pendientes son iguales
a diferentes ambitos de trabajo. Esto sugiere
la existencia de una falta de estabilidad en la
relacion entre estas variables. En el caso de
las demas curvas, el &mbito de trabajo fue el
mismo, por lo que no se puede especificar
los cambios en la pendiente producto de la
variacion en el intervalo de trabajo, sin em-
bargo, se evidencia igualdad de pendientes
en los diferentes ensayos realizados a un 95
% de confianza
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La Tabla 5 muestra los resultados del
coeficiente de variacion de Horwitz (expre-
sado como %DER) y los valores de area
para un patrén mixto, ambos datos utiliza-
dos para determinar la repetibilidad.

Este coeficiente se determino con el fin
de establecer los valores maximos de %DER
que las muestras de aldehidos podrian obte-
ner, al compararlos. Todos los valores (Tabla
5) estan por debajo del coeficiente de varia-
cion establecido por Horwitz, lo cual indica
que las mediciones de las muestras de los al-
dehidos no deben repetirse.

Ahora bien, en la Tabla 5 los valores
del area obtenida y el %DER para las ocho
repeticiones de las inyecciones (realizadas
en un mismo dia) para un patron mixto de
(3,84 + 0,58) mg/L de la hidrazona del for-
maldehido, acetaldehido, propanal y buta-
nal), y de (7,0 = 1,2) mg/L de la hidrazo-
na del hexanal, heptanal y acroleina). Se
observa que los valores del %DER estan
por debajo del 2 %, esto significa que la
precision del método es aceptable (Sierra

Tabla 5. Areas de un patrén mixto de los aldehidos a analizar por HPLC en un acopla-
do a un detector ultravioleta para la determinacion de la repetibilidad

Area (£ 0,050 mAuemin)

Rosa Alfaro Solis « Henry Borbon-Alpizar « Juan Valdés Gonzélez

Repeticion Formaldehido Acetaldehido Acroleina Propanal Butanal Hexanal Heptanal

1 4,760 7,220 8,080 7,640 5,760 12,550 7,660

2 4,670 6,660 8,280 7,180 5,930 12,690 7,690

3 4,780 6,930 8,460 7,240 5,790 12,680 7,370

4 4,750 6,940 8,480 7,300 5,870 12,610 7,670

5 4,710 6,850 8,300 7,160 5,980 12,70 7,520

6 4,710 6,850 8,420 7,340 5,850 12,620 7,460

7 4,720 6,930 8,410 7,270 5,820 12,630 7,620

8 4,690 6,870 8,450 7,210 5,860 12,660 7,670

Promedio 4,720 6,910 8,360 7,290 5,860 12,640 7,580
(% 0,050)

Desviacion 0,037 0,155 0,135 0,153 0,072 0,050 0,119
estandar
(+0,005)

%DER 0,78 2,25 1,61 2,09 1,22 0,40 1,56
(=0,11)

Nota: elaboracion propia.
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et al.,2010), con excepcidn del acetaldehi-
do y del propanal. Sin embargo, los valores
de %DER de estudios similares reportados
por Salazar (2016) estan entre 2 % y un 5
%, mientras los obtenidos por Vega (2000)
se encuentran entre el 10 % y el 13 %. Esto
indica que el presente método de analisis
es mas preciso, comparados con Salazar
(2016) y Vega (2000), siendo aceptable
para el alcance del estudio, pues se trata de
muestras ambientales, que poseen una alta
variabilidad en su composicion.

El porcentaje de recuperacion de los
aldehidos por el método de HPLC acoplado
a un detector ultravioleta (Tabla 6) se de-
termino mediante la inyeccion de un patron
mixto de (0,88 + 0,14) mg/L de las hidra-
zonas de cada aldehido durante cinco dias
consecutivos para tener cinco repeticiones
de cada patron. La Tabla 6 presenta valores
de porcentajes de recuperacion entre el 94
% y el 107 % para los aldehidos analizados.
El propanal fue el analito con los porcenta-
jes de recuperacion mas bajos, con valores
entre el 94 % y el 97 %; mientras que el
hexanal reportd valores mas altos, con recu-
peraciones entre un 98 % y un 107 %. Esto
indica que el método es reproducible y apto
para el analisis a efectuar, pues los porcen-
tajes de recuperacion estan cercanos al 100
% de respuesta.
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En la Tabla 6 se muestran los valores
minimos y méaximos para los limites de de-
teccion y cuantificacion de cada aldehido
estudiado. Estos valores son el resultado de
las cinco curvas de calibracion utilizadas en
la validacion del método analitico. De acuer-
do con la Tabla 6, el acetaldehido con 0,18
pg/m® es el compuesto con el menor valor
de limite de deteccion, mientras que la acro-
leina tiene el mayor limite de deteccidn, el
cual es de 3,2 pg/m?. Con respecto al limite
de cuantificacion (Tabla 6), el acetaldehido
es el compuesto con la minima concentra-
cion cuantificable (0,62 pg/m?), siendo el
heptanal el que presenta el mayor limite de
cuantificacion (4,7 pg/m?). De acuerdo con
los resultados reportados en ambas tablas,
los valores de los limites de deteccion de los
aldehidos oscilan entre 0,18 pg/m®y 3,20
pg/m?®, mientras que los limites de cuantifi-
cacion estan entre 0,62 pg/m’y 4,70 pg/m’.
Estos valores son aceptables si se compara
con las metodologias realizadas por otros
estudios (Salazar et al., 2016; Guimaraes et
al., 2010; Yu et al., 2008; Vega, 2000; Kha-
re et al., 1997).

Con respecto al célculo de coeficien-
te de correlacion de Pearson, se obtuvo un
valor de 0,576. En el presente estudio se
obtuvo este dato (r) mediante el uso del pro-
grama estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,

Tabla 6. Porcentaje de recuperacion, limite de deteccion y limite de cuantificacion de los
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aldehidos por el método de HPLC acoplado a un detector ultravioleta
Limites de cuantificacién
Concentracion (ugem-?)

Limites de deteccion
Concentracion (ugem)

Concentracion nominal por
aldehido (mgeL™)

Porcentaje de
recuperacion (%)

Minimo Minimo Minimo Maiximo

Formaldehido (0,1372 mgeL™") 97 a 104 0,22 0,70 0,70 1,1
Acetaldehido (0,1887 mgeL"") 96 a 99 0,18 0,62 0,62 1,8
Acroleina (0,2279 mgeL™") 95a101 0,25 0,83 0,83 1,6
Propanal (0,2146 mgeL") 94 2 98 0,35 1,2 12 2,2
Butanal (0,2744 mgeL™") 98 a 102 0,95 32 32 4,6
Hexanal (0,3145 mgeL") 98 a 107 0,80 2,7 2,7 47
Heptanal (0,3414 mgeL"") 95299 0,25 0,8 0,8 32

Nota: elaboracion propia.
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2018), con un valor de n = 12 y un valor
de confianza o = 0,05 [24]. Se debe indicar
que el coeficiente de correlacion de Pearson
mide la fuerza de la relacion lineal entre va-
lores cuantitativos apareados “x” y “y” en
una muestra. El valor de “r” siempre debe
estar entre 1 y -1. Al comparar el valor “r”
obtenido por el método con los valores cri-
ticos del coeficiente de correlacion de Pear-
son r se concluye que existe una correlacion

lineal significativa (Triola, 2004).

Concentracion de aldehidos en aire

El formaldehido fue el compuesto con
mayor abundancia porque es un producto de
la oxidacion fotoquimica de los hidrocarbu-
ros y de los COV emitidos por la vegeta-
cion. Ademas, este hecho podria deberse a
las fuentes de emision primarias, tanto bio-
génicas como antropogénicas. La Tabla 7
presenta la concentracion de los aldehidos
muestreados y analizados por la metodolo-
gia validada.
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Concentracion de aldehidos en el
agua de lluvia

La principal fuente de los aldehidos
en el agua de lluvia es la produccion foto-
quimica en la atmosfera a partir de hidrocar-
buros antropogénicos o biogénicos natura-
les. La Tabla 8 muestra las concentraciones
de los aldehidos en el agua de lluvia de las
muestras recolectadas en la Reserva Biolo-
gica Los Cusingos. El unico aldehido que
se pudo cuantificar durante los dias de pre-
cipitacion corresponde al formaldehido; el
acetaldehido se reportd por debajo del limi-
te de cuantificacion y los demas aldehidos,
por debajo del limite de deteccion.

Conclusiones

El método de andlisis para los alde-
hidos (formaldehido, acetaldehido, propa-
nal, butanal, hexanal, heptanal y acroleina)
mostré buena linealidad, con valores de R?
igual o mayores a 0,9991 para cada curva

Tabla 7. Concentracion de los aldehidos en aire en la Reserva Biologica Los Cusingos

Lugar Concentracion promedio de aldehidos (pgem=) Periodo de
F A Acr P B Hx Hp muestreo
Reserva Biologica Los 26,8 38,5 48,3 3,05 9,1 11,0 1,70 Junio-Julio
Cusingos, Costa Rica 2017

Nota: elaboracion propia.

Tabla 8. Concentracion de los aldehidos en el agua de lluvia recolectada en la Reserva
Biologica Los Cusingos durante las tres camparias de muestreo, y en Las Nubes

Fecha Reserva Biologica Los Cusingos Proyecto Las Nubes
Formaldehido (mg/L) Acetaldehido (mg/L) Formaldehido (mg/L)

19/06/2017 0,0548 + 0,0062 <LC=0,015 NA
20/06/2017 0,0544 + 0,0062 <LC=0,015 NA
22/06/2017 0,0439 + 0,0062 <LC=0,015 NA
03/07/2017 0,0530 + 0,0041 <LC=0,032 NA
06/07/2017 0,0623 +0,0041 <LC=0,032 NA
07/07/2017 0,0623 £ 0,0041 <LC=0,032 NA
21/07/2017 0,08+0,13 <LC=0,011 0,08 +£0,13

LC: Limite de cuantificacion NA: No analizado

Nota: elaboracion propia.
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de calibracion, y valores de porcentajes de
desvio relativo menores al 2,25 %, lo cual
indica una buena precision en el analisis.

El porcentaje de recuperacion para
cada aldehido oscil6 entre el 94 % y el 107
%. El propanal mostr6 un porcentaje de re-
cuperacion menor, con valores entre el 94 %
y el 97 %. Por su parte, los mayores valores
pertenecen al hexanal, con recuperaciones
entre un 98 % y un 107 %. Esto implica que
el método es reproducible y apto para la
cuantificacion de los aldehidos en muestras
de aire y agua de lluvia.

El acetaldehido fue el compuesto con
el menor valor de limite de deteccion (0,18
pg/m?), mientras que la acroleina presentd
el mayor limite de deteccion (3,2 pg/m?).
Con respecto al limite de cuantificacion, el
acetaldehido es el compuesto con la minima
concentracion cuantificable (0,62 pg/m?),
siendo el heptanal el que present6 el mayor
limite de cuantificacion (4,7 pg/m?).
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