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1. Resumen

Este trabajo de fin de grado aborda la importancia de la determinacién de los niveles de nicotina
presentes en productos del tabaco, tanto desde un punto de vista quimico como sanitario. Dado que
este compuesto genera una gran adiccién y graves perjuicios en la salud de las personas que lo
consumen, su estudio y control resulta de gran interés. Concentraciones elevadas de nicotina en el
cuerpo humano pueden derivar en un sobre estimulo de ciertas zonas sensoriales del cerebro,
generando una elevada dependencia. Por ello, el andlisis de este compuesto quimico se puede realizar
siguiendo diversos métodos, algunos muy conocidos como puede ser el caso de la cromatografia de
gases, y otros algo menos, como el método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
(Rapido, Sencillo, Barato, Efectivo, Robusto y Seguro). Destacan aquellos que tienen buena

sensibilidad, selectividad, eficacia y rapidez.

El estudio realizado se focaliza en el analisis de diferentes marcas industriales de tabaco, en forma de

cigarrillos.

2.Introduccion

Uno de los mayores problemas de la sociedad actual es la adiccién generada por el tabaquismo, es
decir, del consumo de productos con tabaco. Fumar este producto es perjudicial para la salud ya que
incrementa la posibilidad de padecer, entre otras, enfermedades respiratorias, cardiovasculares y la
aparicion de tumores que pueden derivar en canceres. Ademas, el tabaco contiene una sustancia, la

nicotina, que genera una gran adiccién y dependencia al acto de fumar *.

La nicotina del tabaco proviene de la planta Nicotiana tabacum, una planta originaria de América,
usada a menudo con motivos medicinales y estimulantes. No fue hasta 1820, con el auge de las grandes
empresas tabacaleras, cuando se aisld la molécula de nicotina por el médico Wilhelm Heinrich Posselt
y por el quimico Karl Ludwig Reinmann, ambos alemanes, quienes calificaron al compuesto como un
veneno 2. A partir de ese momento, se empezd a tejer una legislacion en contra del consumo de tabaco
para menores debido a la gran adiccién que generaba. Actualmente existe una legislacién muy estricta

contra el tabaco para prevenir el tabaquismo entre la poblacién.

La nicotina es un compuesto quimico perteneciente a la familia de los alcaloides. Se encuentra

principalmente en las plantas de tabaco y, en menor medida, en alimentos como tomates y patatas. Es



considerado un compuesto toxico, altamente adictivo, siendo el principal ingrediente psicoactivo de

cigarrillos, cigarrillos electrénicos, cigarros y otros compuestos con tabaco.
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Figura 1. Molécula de la nicotina [1]

La nicotina estimula la produccion de dopamina, un neurotransmisor del sistema nervioso que genera
estimulos nerviosos en el cerebro y de vital importancia en el caracter del ser humano. La dopamina

es biosintetizada a partir del aminodcido L-Tirosina, presente en diferentes proteinas 3.
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Figura 2. Reaccion de obtencion de la dopamina a partir de la L-Tirosina. [2]

Funciones como el comportamiento, las capacidades sociales y el aprendizaje, entre otras, dependen
de las sefiales generadas por la dopamina. Generar una sobrecarga de los receptores dopaminérgicos
provoca una sensacion de bienestar y de placer. Aqui es donde se genera la dependencia a la sustancia.
Los receptores se acostumbran a las cantidades desmedidas de dopamina generadas por la accién de
consumir productos con tabaco y, los estimulos que no incluyan el consumo indirecto de nicotina,

pasan a ser de menor importancia ya que no generan la misma cantidad de dopamina “.
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Figura 3. Esquema del proceso de transmisién de dopamina. [3]

Los resultados del consumo de nicotina se pueden explicar como un proceso de “descalibrado” de los
receptores dopaminérgicos que no son capaces de detectar la concentracidon normal de dopamina, sino
gue dependen de la nicotina para la formacidon de dopamina en exceso. En resumen, se necesita una
mayor cantidad de dopamina para generar la misma sefial nerviosa que se generaria en situaciones

normales *.

Por lo tanto, el consumo de tabaco no solo dafia el cuerpo y sus drganos, sino que también genera una
dependencia elevada, haciendo que las personas tengan graves problemas para dejar de fumar. Al
intentarlo, sufren sindromes de abstinencia caracterizados por dificultad para conciliar el suefio;
pérdida de concentracion en la realizacidn de cualquier tipo de actividad; cambios repentinos del

humor; dolores de cabeza y otros efectos®.

Dado que el consumo del tabaco genera tales dafios en el sujeto que lo consume, a lo largo de los afios
se ha legislado para controlar la produccidn y venta de estos productos. El Real Decreto 597/2017, de
9 de junio, por el que se regulan determinados aspectos relativos a la fabricacién, presentacion y
comercializacidon de los productos del tabaco y los productos relacionados, obliga a las empresas
distribuidoras a proporcionar la lista de los ingredientes usados y su concentracién. En el caso de los
cigarrillos, no podran tener niveles de emisidon de mas de 1 miligramo de nicotina. Ademas, incluiran la
informacidn toxicoldgica de cada uno de los ingredientes y mostraran en el embalaje mensajes de todos

los peligros que se pueden derivar de fumar °.

Aungue esta normativa regula la cantidad de nicotina que puede ser emitida al organismo los cigarrillos
contienen una mayor concentracion de este compuesto, situdandose en un rango de entre 6 y 12 mg de

media ®. Esta concentracién varia dependiendo de la marca y tipo de tabaco.

Una vez visto todo lo anterior, es necesario realizar un seguimiento exhaustivo de los niveles de nicotina

en productos que contengan tabaco. Para ello, se tiene que emplear un método analitico que sea



sensible en un rango amplio de concentraciones, exacto en sus medidas, reproducible, sencillo, rapido
de manejar y que sea relativamente barato. Por ello se estudian diversos métodos para llevar a cabo

este analisis.

El primero de los métodos consiste en realizar una medicién del pH, seguido de una extraccién para

luego realizar un andlisis con cromatografia de gas — espectrometria de masas (GC-MS) 7

La nicotina tiene varias posiciones que, al tratarse con un acido organico o inorganico, captan hasta 3
protones para formar sales. Mediante la medicidn del pH de la disolucidn con la que se trata la muestra
de tabaco, se puede determinar, empleado la férmula de Henderson-Haselbach, la concentracidn de
las distintas formas de la nicotina: en estado libre, en estado protonado simple o en estado protonado

doble.

Este método se basa en la diferencia de solubilidad de las diferentes formas de la nicotina en funcién

de si estd protonada o no. Dependiendo de su pH, se elige un tipo de extraccion.

Hay dos formas de realizar la extracciéon. La primera se hace directamente con agua (desionizada o
destilada) para luego ser extraida con un disolvente orgdnico adecuado. La segunda forma se basa en
realizar los mismos pasos solo que a la inversa: tratar la muestra con un disolvente organico para luego

realizar una extraccién y purificacion con agua.

Una vez extraida la nicotina de la muestra se lleva a cabo el analisis en GC-MS. La cromatografia de
gases realiza una separacion mediante la volatilizacién de los distintos compuestos que pueda contener
el tabaco a parte de la nicotina. Estos compuestos son arrastrados por un gas (fase mévil) a lo largo de
una columna (fase estacionaria). Dependiendo de la intensidad de interaccién que tengan los distintos
analitos con esta columna quedaran mas o menos retenidos en ella, obteniendo la separacién de los

compuestos.

Por otra parte, el espectrémetro de masas determina la composicidn de los diferentes compuestos
quimicos analizando su relacién masa/carga. Se emplea como detector para analizar los compuestos

separados en la cromatografia de gases.

Un segundo método para la determinacion de nicotina es el uso del método QUEChERS: Quick, Easy,

Cheap, Effective, Rugged and Safe (Répido, Sencillo, Barato, Efectivo, Robusto y Seguro) 8

Esta técnica fue ideada inicialmente por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de
América (FDA) para el analisis de pesticidas en plantaciones. Hoy en dia es usado para analizar gran

cantidad de compuestos de forma rapida y sencilla.



Este método combina una fase de extraccién empleando diferentes reactivos (dependiendo de las
caracteristicas del analito a analizar). Es comun usar acetonitrilo y una serie de sales, como cloruro
sodico, sulfato de magnesio, acetato de sodio o sales de citrato. La siguiente etapa consiste en una
dispersidn en fase sélida, que permite “limpiar” la muestra de agua o de compuestos que no se quieren

analizar para obtener resultados mas precisos. Se suele emplear carbén activo y sulfato de magnesio.

Una vez limpia la muestra, se realiza una centrifugacidon para obtener un extracto que se analiza
posteriormente. En el caso de la nicotina se emplea la cromatografia de gas con detector de ionizacidn

de llama (FID = Flame lonization Detector) como detector.

Otro método por mencionar es la determinacién de nicotina mediante microextraccién en fase sélida
con espacio de cabeza (HS-SPME = Headspace-Solid Phase Microextraction) con un sistema GC-MS °.
Es una variante del primer método ya que utiliza la extraccion directa, en su version micro, de la nicotina

en el tabaco.

La microextraccion en fase sdlida utiliza una jeringa con una aguja compuesta de una fibra recubierta
de una fase extractora, que puede ser sdlida, liquida o un mixto entre ambas. Cuando la aguja entra en
contacto con la muestra, el analito queda retenido en la fibra debido a los principios de
adsorcion/absorciéon, dependiendo si la muestra es sélida o liquida. La jeringa es inyectada

directamente al cromatdgrafo de gases para realizar los analisis.

Un dltimo método para determinar nicotina esta basado en la cromatografia liquida — espectrometria

de masas (LC-MS = Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) °

Este método es capaz de separar los diferentes compuestos presentes en una muestra pasando una
fase movil a través de una fase estacionaria. Las moléculas interaccionan con ambas fases vy,
dependiendo de su afinidad por ellas, quedan retenidas en menor o mayor grado. Estas fases pueden
variar dependiendo de los compuestos que se quieran separar (basandose en la polaridad de las

sustancias).

Una vez separados los distintos componentes de la muestra, estos se analizan con un sistema de
espectrofotometria de masas. Su fundamento consiste en disolver el analito en un compuesto mas
volatil que él y hacerlo pasar por un capilar muy pequefio al cual se le aplica un potencial eléctrico. Se

genera una “nube” de gotas altamente cargadas, producidas por la ionizacién del analito.

Una vez vistos estos métodos se procede a estudiar las ventajas, las desventajas y los limites de

deteccidn de cada uno de ellos, representados en la Tabla 1.



Tabla 1. Representacion de las ventajas, desventajas y limites de deteccion de los distintos métodos

de andlisis.

HS-SPME
Extraccién GC-MS Quechers GC-FID GC-MS LC-MS
- Cuantificacion de - Resultados - Automatizacién - Resultados
varios analitos a la exactitud. (rapidez de andlisis) | exactitud.
vez. - Tiempo de analisis | - Capaz analizar una | - Cuantificacion de
- Capaz analizar una bajo. gran variedad de varios analitos a la
ik gran.variedad de - Equipo/reactivos analitos. ‘ vez. .
analitos. baratos (para - No requiere la - Alta sensibilidad
Quechers solo) derivatizacion de la | y selectividad.
- Analisis muy muestra.
sencillo. - Analisis sencillo.
- Coste del equipo y su | - Los analitos deben | - Coste del equipo - Coste del equipo
mantenimiento. de ser volatiles. muy elevado (fibras | y su
- Tiempos de andlisis - No adecuado para | muy especificas) mantenimiento.
Desventajas elevados. compuestos - Los analitos deben | - Se requieren
inorganicos. de ser volatiles. fases moviles muy
- Baja selectividad puras.
comparado con MS.
Limites de
deteccién 5300 ng/g’ 6-10°—25-10° ng/L 8 840 ng/g?® 300 — 2000 ng/L*°

Los limites de deteccién han sido obtenidos directamente de las publicaciones presentes en la

bilbiografia.

Habiendo estudiado las ventajas e inconvenientes de los diferentes métodos se decide usar el método
Quechers debido a su sencillez, bajo coste de los reactivos y a su rapidez de analisis. Ademas, la nicotina

es un compuesto volatil que puede ser analizado en GC-FID.

3.0bjetivos

El objetivo principal de este trabajo es la determinacidn de la concentracidn de nicotina en productos
del tabaco, como por ejemplo bolsas de tabaco de liar, y comparar los datos obtenidos con la
informacion del fabricante. Para ello se estudian diferentes métodos y se elige el mas conveniente
(método Quechers). Otros objetivos son la observacion de las diferentes caracteristicas de la molécula
de nicotina; la exposicién de los problemas de salud causados por el consumo del tabaco y como se

genera una dependencia debido a este quimico.



4. Metodologia experimental

4.1 Reactivos

Acetonitrilo.

- Carbonato de potasio (K,COs)

- Sulfato de magnesio (MgSQs)

- Cloruro sédico (NaCl)

- Amina primaria/secundaria (PSA), en tubos de extraccién en fase sdlida, obtenidos de la
empresa Sigma Aldrich con referencia Supelclean™ PSA SPE Tube (n2 producto 52578-U)

- Patrdn estandar de nicotina, obtenida de la empresa Sigma Aldrich con referencia PESTANAL™,
analytical standard (n2 producto 36733)

- Quinolina para Patrén Interno, obtenida del Laboratorio de Investigaciéon de Organica de la

Universidad de Oviedo.

- Tabaco (bolsas de tabaco de liar) marca Horizon, Pueblo y Virginia Flandria.

4.2 Instrumentacion

- Cromatografo de Gas Shimadzu GC-2025 con columna Teknokroma (Fase TR-CN100, 50 m, 0’25
mm 1D, 0’2 DF) y detector FID.
- Centrifugadora Thermo Biofuge Stratos.

- Vortex VELP Scientifica ZX3.

4.3 Procedimiento operativo

Se preparan las siguientes disoluciones:

- Disolucidn patrén de nicotina de 200 ppm.

- Disolucidn de quinolina de 100 ppm, obtenida de una disolucidn stock de 1000 ppm.

4.3.1 Patrones estandar y recta de calibrado

La metodologia experimental para la determinacidn de nicotina se lleva a cabo siguiendo el método
Quechers con GC-FID?
La recta de calibrado se realiza a partir de patrones de nicotina, con concentraciones de 2’5; 5; 10y 20

ppm obtenidos de una disolucién de 200 ppm de nicotina en acetonitrilo. Como la medicidn se realiza



en un sistema GC-FID, es recomendable usar un patrdn interno. En este caso se usa la quinolina, cuya
forma estructural y temperatura de ebullicién se asemejan a las de la nicotina. A cada una de estas
disoluciones se le afiade 10 plL de una disolucién 100 ppm de quinoleina. Los patrones se inyectan en

el sistema y se estudia el cromatograma de cada uno de ellos para recoger sus puntos y realizar la recta.

4.3.2 Determinacion de nicotina

Las muestras que se van a analizar son bolsas de tabaco de liar comerciales de las marcas Horizon,
Pueblo y Virginia Flandria. Todas las muestras han sido adquiridas en el mismo establecimiento, el

Estanco N260 (C/Corrida 29, Gijén).
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Figura 4. Muestras de los tabacos “Horizon”, “Virginia Flandria” y “Pueblo” analizados.

Las muestras son previamente secadas el dia anterior al andlisis, ya que el tabaco contiene un

porcentaje significante de agua que podria afectar a los resultados.

Para llevar a cabo el andlisis se sigue este procedimiento: 0,6 g de muestra se colocan en un tubo de
propileno de 15 mL. Se afiaden 7,6 mL de acetonitrilo al tubo y se agita la mezcla. Después, se ajusta el
pH a 12 afadiendo 500 plL de una disolucidn 1 M de K>COs. La mezcla se agita de nuevo y se afiaden
1,4 g de MgS0,y 0,3 g de NaCl. El tubo se agita con vdrtice durante 1 minuto y se centrifuga durante 5
minutos a 4000 rpm. Una vez realizado este proceso se obtiene un liquido sobrenadante. Se extraen 2
mL de este y se colocan en otro tubo que contiene 0,3 g de MgS0.. Posteriormente, se pasa el liquido
a través de un cartucho de PSA mediante un sistema de vacio. Una vez hecho esto, el liquido se agita
en un vortex y el liquido resultante se filtra con un filtro de nylon (0,22 um). Se trasfiere a un vial para

ser determinado en el sistema GC-FID.

El siguiente paso es la preparacion del sistema GC-FID. Se deben de establecer ciertas condiciones para

la medicidn de la muestra. El horno se inicia a una temperatura de 60 2C que se mantiene durante 1



minuto. Se aumenta la temperatura hasta 280 2C, con un gradiente de 40 2C/minuto y se mantiene

durante 2,5 minutos.

El inyector y el detector se mantienen a 230 2C y a 250 2C, respectivamente. Se usa helio como gas

portador y el volumen de inyeccién es de 2 uL en modo Split.

5. Resultados

5.1 Recta de calibrado

Se realiza la recta de calibrado tomando los patrones estdndar mencionados en el apartado 4.3.1. Se
preparan disoluciones de 1 mL de concentraciones crecientes (0; 2,5; 5; 10 y 20 ppm). Se toman 2 uL

de cada disolucidn y se llevan al sistema GC-FID. El andlisis se realiza por triplicado.

La recta obtenida es la siguiente A = 534,89 [C] — 269,54 con un coeficiente de correlacién R?= 0,9845.

Estos resultados vienen representados en la Grdfica 1y en la Tabla 2.

Tabla 2. Representacion de las dreas obtenidas frente a la concentracion del patron (ppm) y la

desviacion estandar.

Concentracion (ppm) Area del pico Desviacidn estandar
0 0 0
2,5 1200,1 60,5
5 2506,2 163,7
10 4156,7 316,8
20 10847,8 1278
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Grdfica 1. Calibrado para los patrones de nicotina. Representacion de las dreas de los picos frente a

las concentraciones de los patrones (ppm)

Un ejemplo de los cromatogramas obtenidos a la hora de realizar la recta de calibrado se muestra en

las Figuras 5 y 6 ademas del blanco, representado en la Figura 7. En ellas se representan los

cromatogramas para la concentracion de 2,5 ppm y 20 ppm. Como se puede observar, la nicotina tiene

un pico bien definido que aparece a un tiempo de retencién de 5,1 minutos.

Max Intensity : 79,205,430

Time 0.005 Inten. 5,143

5.50 575 6.00 6.25 6.50 6.75 7.00min

Figura 5. Cromatograma obtenido de la medicion del primer andlisis del patrén 2,5 ppm. El pico

marcado corresponde a la nicotina.
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Mazx Intensity : 79,604,644
Time . 0.001 Inten. 11,882
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Figura 6. Cromatograma obtenido de la medicion del primer andlisis del patrén 20 ppm.

Figura 7. Cromatograma obtenido de la medicion del blanco N° 1.

11



5.2 LODy LOQ

Para calcular los limites de deteccidén (LOD = Limit Of Detection) y de cuantificacion (LOQ = Limit Of
Quantification) se hace uso de las Ecuaciones 1y 2 siendo m la pendiente de la recta de calibrado y ss
la desviacion estdndar de la pendiente para ambas ecuaciones. Para obtener los valores de LOD y de
LOQ se sustituye el resultado obtenido en la recta de regresion representada en la Grdfica 1. Estos

valores se expresan en unidades de concentracién (ppm).

3S

LOD = =B Ecuaciéon 1
m
10Spg

LOQ = m Ecuacién 2

Para calcular la desviacién estandar del blanco se integra el area comprendida entre 5,2 y 5,4 segundos
de los cromatogramas correspondientes a la medida del blanco. Una vez obtenidos los datos se realiza

el calculo de la desviacion estandar de forma normal.

Los valores obtenidos son: LOD =0,9 ppm y LOQ = 3,1 ppm. Los cdlculos estdn detallados en el apartado

Anexo 1.

5.3 Concentracion de nicotina en el tabaco

La obtencidén de la cantidad de nicotina en las diferentes marcas de tabaco comienza por determinar la

concentracion del analito en la disolucidn final, una vez acabado el tratamiento de la muestra.

Se ha realizado un estudio de tres marcas de tabaco: Horizon, Pueblo y Flandria Virginia. Primero se
representa el contenido en agua de cada muestra de tabaco (Tabla 3). Es necesario recordar que el
secado de la muestra es de vital importancia para que el agua no interfiera en el posterior
cromatograma. Después se representan los valores obtenidos de las concentraciones de la nicotina en
las muestras de tabaco (Tabla 4); las areas de los picos obtenidos; las concentraciones en las diluciones
y la media de las concentraciones finales. Las concentraciones (diluciones vy finales) se obtienen de

sustituir las areas de pico en la recta de calibrado (Grdfica 1).

12



Tabla 3. Representacion del porcentaje de agua en las diferentes marcas de tabaco

Muestra sin Muestra secada | Porcentaje agua
Muestra secar (g) (g) (%)
Horizon 5,1 4,4 14
Pueblo 7,6 6 20,4
Virginia Flandria 9,7 7,1 26,3

Tabla 4. Representacion de las concentraciones de nicotina (en dilucion y en la muestra original)

frente a su drea de pico.

Concentracion
) (dlcon muestra) Concentracion
Muestra Area de pico (ppm) (muestra) (ppm) Media (ppm)
66157,6 504,8 70,5 55+8
Horizon 38594,9 445,5 41,8
48499 405,7 53
51279,3 212 55,8
Pueblo 74243,3 300,1 79
76143,5 311,1 81,9
136106 268,1 132,8
Virginia Flandria 116263,6 158,7 117,2
107413 201,2 106,8

Realizando los célculos pertinentes se obtienen las concentraciones de nicotina, expresadas en mg/g.

Se toma como referencia 0,6 g que es el peso aproximado del tabaco en un cigarrillo.

- Horizon: 5,5+ 0,8 mg/g
- Pueblo:7,2+0,8 mg/g
- Virginia Flandria: 11,9 + 0,8 mg/g

En las Figuras 8, 9 y 10 vienen representados los cromatogramas de las diferentes muestras de tabaco.
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Figura 8. Cromatograma obtenido del andlisis del tabaco Horizon. El pico marcado corresponde a la

nicotina.
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Figura 9. Cromatograma obtenido del andlisis del tabaco Pueblo. El pico marcado corresponde a la

nicotina.
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Figura 10. Cromatograma obtenido del andlisis del tabaco Virginia. El pico marcado corresponde a

la nicotina.

5.4 Discusion de los resultados

5.4.1 Uso del Patron Interno

En mediciones con el sistema GC se recurre al uso de un patrén interno (PI) para mejorar la precisién y
exactitud de las rectas de calibrado, obteniendo asi resultados mas fiables. En este ensayo se realizan
dos rectas de calibrado, una con Pl y otra sin él, para luego comprobar sus coeficientes de correlacion

(R?) y sus desviaciones estandar.

En este trabajo se emplea la quinoleina (también llamada quinolina) como Pl debido a su similitud
estructural y a sus parecidos puntos de ebullicién (237,2 2C para la quinoleina y 247 2C para la nicotina)
Ademas, su tiempo de retencidn no se aleja demasiado del de la nicotina (5,1 min para la nicotinay 5,8

min para la quinoleina) por lo que el analisis no se alargara en exceso.
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N
Figura 11: Estructura de la quinoleina [4]

Primero se estudid la recta de calibrado sin la adicién del patrén interno cuyos datos ya estdn
representados en la Tabla 2 y Grdfica 1. Se calculan los RSD para las medias de las dreas obtenidas.

Estas aparecen mostradas en la Tabla 5.

Tabla 5. Representacion de las RSD frente a las diferentes concentraciones de los patrones sin PI.

Concentracion (ppm) RSD
2,5 0,05

5 0,06

10 0,08

20 0,11

Se considera un valor aceptable de la RSD cuando es menor del 0,1. Se observa que en las
concentraciones 2,5; 5y 10 ppm los valores se encuentran dentro de este rango. Sin embargo, al llegar
a 20 ppm, el RSD toma un valor del 0,113. Por ello, se estudia el uso del Pl para intentar mejorar estos

valores.

Se procede ahora a realizar el calibrado con el PI. Para ello, se toman las mismas concentraciones que
en la recta sin Pl, afiadiendo a cada disolucion de 1 mL del patrén 10 pL de una disolucién de 10 ppm
de quinoleina obtenida, a su vez, de una disolucién de 1000 ppm. Se pichan 2 uL de cada disolucién en

el GC-FID. Las RSD de las medias de las areas vienen representadas en la Tabla 6.
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Tabla 6. Valores del calibrado de la nicotina con Pl. Media de las dreas de pico de la nicotina entre

las dreas de pico del PI (por triplicado) frente a las diferentes concentraciones de los patrones y sus

RSD.

Concentracion Media area
RSD
(ppm) nicotina/area P. |
2,5 3,2 0,19
5 6,0 0,11
10 9,1 0,23
20 26,2 0,28

Calibrado con PI

30
y=1,2754x-0,6714

25 R*=0,9717 '—§—'

20
15

10

Area nicotina/Area Pl

(=]
(&3]

10 15 20 25

Concentracién (ppm)

Grdfica 2. Representacion de las dreas nicotina / dreas P.I. frente a la concentracion de los patrones

(ppm)

En la recta de calibrado con PI se obtienen valores mucho mas dispares. En los casos de 2,5y 10 ppm
las RSD son mucho mas altas que en la recta de calibrado sin PI. Ademas, el valor del coeficiente de
correlacidn es menor (sin Pl es del 0,9845). Esto se traduce en una falta de precision a la hora de realizar
el calibrado y, por tanto, se podrian obtener valores erréoneos en la concentracion final de la nicotina

en el tabaco.

Al realizar un analisis en el GC-FID de un blanco con 10 pL del Pl y estudiando el cromatograma

resultante (Figura 12), se encuentran bandas que corresponden a otros compuestos desconocidos.
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Figura 12. Cromatograma del andlisis de un blanco (acetonitrilo) con el Pl. El pico marcado

corresponde a la quinoleina.

Como se puede observar en la Figura 12 aparece a 5,8 min el pico correspondiente a la quinoleina vy,
segln avanza el tiempo, se observan otros picos de compuestos que son desconocidos. Por lo tanto, se
emplearad la recta de calibrado sin Pl ya que, aun teniendo un valor de RSD alto (solamente a 20 ppm)

los resultados tendran un error asociado mucho menor.

5.4.2 Estudio del uso del reactivo PSA

El reactivo PSA es un adsorbente de extraccidn en fase sélida usado durante la segunda fase del
tratamiento de la muestra, una vez realizado el centrifugado. En esta etapa se hace pasar el liquido
sobrenadante para pasarlo a través de un cartucho con PSA mediante un sistema de vacio. Este reactivo
se usa para eliminar, principalmente, los acidos grasos de la muestra para que estos no generen

interferencias en el posterior analisis.

| H

_SllmeNHz

Figura 13. Estructura del reactivo PSA [5]
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Durante el andlisis de la muestra se comprobd que, al pinchar el liquido resultante, la altura del pico
correspondiente a la nicotina era muy bajo en comparacién con lo que se deberia obtener. Se pueden
comparar las dimensiones de los picos de los cromatogramas expuestos en las Figuras 8, 9y 10 con la

Figura 14. (La nicotina es el pico que aparece a 5,1 min).
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Figura 14. Cromatograma del andlisis del tabaco “Pueblo” tratado con PSA. La zona marcada

representa donde deberia de aparecer el pico de la nicotina.

Se observa la ausencia del pico de la nicotina a 5,1 minutos por lo que, para comprobar si el reactivo
PSA afecta en el analisis, se decide realizar el mismo procedimiento con una nueva muestra de tabaco
eliminando el paso donde se pasa el liquido sobrenadante por el cartucho de PSA, para comprobar si

este reactivo esta reteniendo la nicotina contenida en el tabaco.

Una vez realizado el procedimiento, se procede a inyectar el liquido resultante en el cromatdgrafo. Esta
vez se obtiene un pico mucho mas alto, indicando que posiblemente el PSA retuviera parte de la

nicotina de la muestra.

5.4.3 Niveles de nicotina en los tabacos

Una vez realizados los analisis, los resultados que se obtienen difieren de los esperados. Se toma como
referencia el rango dado por la NIH (National Institutes of Health, Institutos Nacionales de Salud) del

Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos 6, obtenido de un estudio de la
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nicotina en tabacos nacionales, importados y de pipa. Este rango se encuentra entre 6 y 12 mg (aunque
puede variar dependiendo del tabaco) por cigarrillo (cada cigarrillo contiene 0,6 g de tabaco). Las
concentraciones finales de nicotina en las tres marcas de tabaco son muy diversas. Esto en un principio
no deberia de suponer un problema ya que, dependiendo del tabaco analizado, la cantidad de nicotina
varia. Al calcular la cantidad de nicotina en la marca Horizon (5,5 mg/g) y la marca Pueblo (7,2 mg/g)
se observa que estan por debajo del promedio descrito. En el caso del tabaco Virginia la cantidad de

nicotina se encuentra dentro de este rango, siendo de 11,9 mg/g.

No existe ningln etiquetado ni ninguna informacion en el paquete de tabaco que indique la cantidad
de nicotina que contiene el producto, como se puede observar en la Figura 4, por lo que se hace muy
dificil verificar esta concentracion. Ademas, realizando una busqueda de las paginas web de las
tabacaleras '*2 que producen estas marcas, no se indica ninguna informacién sobre el contenido de

nicotina, solamente especifican los procesos de cultivo y explotacion.

En el caso de la marca Pueblo ! |a Unica informacién de relevancia que aporta la compafiia tabacalera
en su web es que tiene sus instalaciones en Baviera, Alemania y que cumplen con el sistema de Gestién

de Calidad 1SO 9001:2015. Lo mismo ocurre con la marca Virginia Flandria

Esto demuestra la importancia de establecer una estricta legislacién que regule la informacion
obligatoria del producto, las sustancias presentes y sus concentraciones, ademas de los efectos

adversos que puedan generar, para asi garantizar la informacién del consumidor.

Por otro lado, se observa que en el cromatograma de la marca Virginia Flandria (Figura 9) aparece un
pico muy intenso entre 3,5 y 3,6 segundos. En los cromatogramas de los otros tabacos aparece esa
misma sefial, pero no con esa altura, por lo tanto esta presente en todos las muestras pero difiere en
su concentracidn. Se puede pensar que sea agua ya que es el tabaco mas humedo de los tres (contiene
un 26 % de agua) pero esta posibilidad se descarta ya que todas las muestras han pasado una noche
secando antes de ser analizadas, por lo que es imposible que esté humeda. Por lo tanto, es muy
probable que sea un aditivo afiadido. Hay varios ejemplos de aditivos que se afiaden al tabaco de forma
regular. Un ejemplo muy comun de ellos es el amoniaco %3, el cual aumenta la absorcidn de la nicotina.

Otro ejemplo son los aditivos aromatizantes ** que afiaden sabores adicionales al humo del tabaco.

Se debe de realizar un estudio para averiguar cual es ese aditivo, estudiando cada uno de ellos de forma

individual.

Cabe realizar una puntualizacidn respecto al LOD y LOQ. Como se detalla en el Anexo 1, los valores de
las integraciones de los blancos son elevadas por lo que, si bien el valor del LOD es valido, el valor LOQ

es un poco elevado. Esto se puede deber a un error a la hora de realizar los blancos en el GC-FID.
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6. Conclusiones

Este trabajo ha tenido como objetivo el estudio y la comprobacidn de los niveles de nicotina de tres
marcas comerciales de tabaco a partir de un método QUEChERS modificado para poder determinar el
analito de interés. Este ha sido capaz de alcanzar los objetivos establecidos por lo que el método podria

ser aplicado para la determinacién de nicotina en otros tipos/marcas de tabaco.

Como primera reflexién, el método ha resultado ser muy rdpido a la hora de analizar un tamaio
considerable de muestras. Por otra parte, la recta de calibrado mostrada en la Figura 1 tiene un buen
factor de determinacion. Se descarta la recta de calibrado realizada con el patrén interno debido a sus

valores elevados de RSD.

Por otro lado, y en cuanto al estudio de las muestras, los valores obtenidos son muy dispares entre si,
confirmando que la concentracién de nicotina varia dependiendo de la marca de tabaco. Dos de las
muestras analizadas (Horizon y Pueblo) tienen concentraciones muy bajas de nicotina comparadas con

el promedio expuesto en la bibliografia, siendo la mas aproximada la del tabaco Virginia.

Ademas, es necesario indagar mas en la determinacién de los componentes del tabaco Virginia, el cual
presenta un compuesto en un alto porcentaje. De esta forma se podria desarrollar un listado completo

de todos los ingredientes de esta marca que ofrezca una buena informacién al consumidor.
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8. Anexos

8.1 Calculo de LOD y LOQ

Para obtener el LOD y LOQ se toman las dreas de los picos obtenidos de los cromatogramas de los

blancos. Estos vienen representados en la Tabla 7.

Tabla 7. Representacion de los blancos y sus dreas de pico

Ne de blanco | Area de pico

1 516,1
2 116,2
3 238,7

Como se observa en la Tabla 7 los valores de la integracion del blanco son demasiado elevados, por lo

gue puede que se haya cometido un error al llevar a cabo este proceso.
Se obtienen los siguientes valores: Sg = 167,3 y m = 534,9.

Sustituyendo estos valores en las Ecuaciones 1 y 2 da el siguiente resultado:

10S; 102049
~ 5349

LOQ = = 3,1 ppm
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