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1) ACRONIMOS

Benceno, tolueno, etilbenceno y Xilenos------------=-=-m-mmmmmmmmm oo (BTEX)
Microextraccion en fase S0lida----------=-====mmmmmmmmmmm oo (SPME)
Espacio de cabeza----=-=-======mmmmemmm e e ee -(HS)
InyecCion direCta-------------m-mmmm oo -(ID)

Compuestos organicos Volatiles-------=-=-=-=-m-mmmm oo (COVs)
Cromatografo de gases---------=-=-====mmmmmmmmm oo ----------(GC)
Espectrometro de masas------------------------ memem e e (MS)

Agencia internacional para la investigacion del cancer------------------------- -(IARC)
PolidimetilSiloXan0--------=-=-=m e e (PDMS)
Carboxen/Polidimetilsiloxan----------=-=-=-=-===-mnmmmmmm oo (CAR/PDMS)
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2) INTRODUCCION

En el presente trabajo se realiza un estudio tedrico de la determinacion de benceno, tolueno,
etilbenceno y xilenos (BTEX) por cromatografia de gases con detector de espectrometria de
masas, utilizando una técnica de extraccidn alternativa a las técnicas tradicionales(Liquido -
Liquido, Solido - Liquido), microextraccion en fase s6lida(SPME) la cual posee multiples
ventajas respecto a las convencionales , entre las cuales se encuentra la disminucion del
tiempo de trabajo, mejora de sensibilidad, menores limites de deteccion, disminucién de la
cantidad de muestra y la no utilizacion de disolventes para realizar la extraccion.!

La relevancia que tiene este grupo de compuestos aromaticos (BTEX), radica en la alta
toxicidad que representan sus metabolitos principales y en su distribucion en el medio
ambiente, casi omnipresente, por ello el benceno, tolueno y etilbenceno son considerados
como contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de
Estados Unidos (USEPA) 2 y su distribucion en el medioambiente se atribuye
mayoritariamente a fuentes antropogénicas.

El trabajo se divide en dos secciones principales, la primera que consta de una revision
tedrica de la familia de compuestos, toxicidad, atenuacion de estos contaminantes , métodos
para su determinacion, cromatografia de gases con detector de masas, la técnica de
microextraccion en fase solida y los pardametros de validacion y optimizacién; en la
segunda parte se realizd una revision de articulos cientificos intimamente relacionados con
la determinacion de BTEX, ademas de detallarse la discusion y conclusiones del trabajo
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3) OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar un estudio tedrico de la determinacion de benceno, tolueno,
etilbenceno y xilenos en muestras de agua utilizando microextraccion en
fase sdlida y cromatografia de gases con detector de espectrometria de
masas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

&  Describir los efectos de los BTEX sobre la salud humana y el medio
ambiente.

€  Comparar metodologias utilizadas para la determinacion de BTEX en
agua de consumo humano en las que se empled cromatografia de gases con
detector de espectrometria de masas.

€  Citar los pardmetros que se tienen que optimizar en los procesos de
absorcion y desorcion de la fibra de SPME.

& Realizar un analisis comparativo con informacion existente sobre el
contenido de benceno, tolueno, etilbenceno y Xxilenos en muestras de agua
utilizando cromatografia de gases- espectrometria de masas.
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4) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos(BTEX) forman parte de la familia de los
compuestos organicos volatiles (COVs); estos pueden ser toxicos para la salud de los seres
humanos. Su cuantificacion ha adquirido relevancia, debido a que generan contaminacion
en suelos, agua subterrdnea, agua marina y aire, y pueden afectar la salud de los seres vivos
hasta en concentraciones de millonésimas de gramos por litros. Su presencia en el medio
ambiente se relaciona con el uso excesivo como disolventes en la industria y como
desechos en los procesos de extraccion del petroleo e incluso en el ambiente marino debido
a vertidos o derrames de cargamento de petroleo.

El estudio de los BTEX en acuiferos terrestres y marinos es de ineludible obligacion realizar
por todas las consecuencias negativas que generan, nuestro pais en la actualidad no le ha
dado la importancia que se merece. Por lo antes expresado se plantea realizar este estudio
tedrico de la determinacion de BTEX utilizando cromatografia de gases con detector de
masas y la técnica SPME.

El fin del estudio es crear conciencia del riesgo que genera la contaminacion por estas
sustancias e incentivar la implementacion de controles mas rigurosos para el agua de
consumo humano.
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5) MARCO TEORICO
51 HIDROCARBUROS AROMATICOS

Los hidrocarburos aromaticos son una familia de compuestos que tienen en comdn
al grupo bencilico, estos son generados mayormente en los procesos refinacion del
petroleo. Entre ellos se encuentra una familia de compuestos monoaromaticos
abreviados como BTEX.?

Los BTEX pertenecen a la familia de los COVs, se caracterizan por estar en estado
de vapor a temperatura ambiente, son moderadamente solubles en agua y muy
soluble en sustancia no polares. En el medioambiente estan presentes por acciones
antropogénicas como consecuencia de su uso excesivo como solventes industriales
para la sintesis de varios compuestos organicos (por ejemplo, plasticos, fibras
sintéticas y pesticidas), ademas de ser los principales componentes aromaticos de
los productos industriales (en refinerias de petréleo, unidades petroquimicas, plantas
quimicas, tanques de almacenamiento, escape de vehiculos e incineradores de
residuos). Los BTEX representan hasta el 80% del COVs totales en las plantas
petroquimicas y representan hasta el 59% (p/p) de los contaminantes de la gasolina.®

Ademas de ser derivados del benceno, poseen densidades un poco mayores que los
compuestos alifaticos, pero sin superar la densidad del agua, estos también tienden a
ser mas simétricos por lo que se empaquetan mejor y forman cristales con mayores
puntos de fusion.* Entre sus principales caracteristicas se pueden mencionar las
descritas en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los BTEX.3

COMPUESTOS BENCENO TOLUENO ETILBENCENO O-XILENO P-XILENO M-XILENO
Estructura quimica © © é \é Ii> é\
Férmula CeHs C7Hs CsHao CoHuo CoHuo CoH1o
Peso férmula (g/mol) 78.11 92.13 106.16 106.16 106.16 106.16
Punto d(ié‘;“"'c'"” 80.1 110.6 136.2 144.4 139.30 137.00
Punto de fusion (°C) 5.50 -95.00 -94.97 -25.00 -47.40 13.00
Presién de vapor
(mmHg) 95.19 28.40 4.53 6.60 8.30 3.15
Densidad (g/ml) 0.87 0.87 0.87 0.88 0.87 0.86
Solubilidad (mg/L) 1791.00 535.00 161.00 175.00 146.00 156.00
Constante de la Ley
de Henry 0.557 0.660 0.843 0.551 0.730 0.690
(KPa*m?3mol)
CeHg+7.50, —» 6CO,»+3H,0 C/Hg+90, — 7CO,+4H,0

Reacciones generales CsHi0+10.50; — 8CO,+5H,0

Estos compuestos han sido clasificados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como contaminantes prioritarios estableciendo limites permisibles en aguas
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de consumo humano, una gran cantidad de paises siguen dichos lineamientos y
nuestro pais no ha sido la excepcion, segin la normativa salvadorefia los limites
maximos de concentraciones permisible para los BTEX en agua de consumo
humano son los presentados en la Tabla 2.

Tabla 2. Limites maximos de concentracion permisibles en aguas de consumo humano de benceno,
tolueno, etilbenceno y xilenos. °

Limite maximo de concentracién

Parametro permisible (g. L)
Tolueno 10
Benceno 700
Etilbenceno 300
Xilenos 500

5.2 FUENTES DE EMISION DE BENCENO, TOLUENO,
ETILBENCENO Y XILENOS (BTEX)

Los BTEX se han considerado los principales contribuyentes al deterioro de la
calidad del agua y el aire. Su mayor fuente de emision al medio ambiente tiene
origen antropogénico, ya que se generan en los procesos de combustion y refinacion
de petroleo. También son ampliamente utilizados como disolventes en la industria
para la sintesis de varios compuestos organicos (por ejemplo, plasticos, fibras
sintéticas y pesticidas) y son uno de los principales subproductos en la refinacion
del petroleo. 2

Tienen gran relevancia por su alta toxicidad y amplia presencia en el agua debido a
su alta solubilidad en comparacion con otros compuestos aromaticos.? Se considera
que la contaminacion de efluentes naturales se debe principalmente al derrame de
petroleo o subproductos derivados del petréleo o a la proximidad a depdsitos
naturales de gas o petréleo. Ademas se encuentran dentro de los productos quimicos
mas abundantes, con una produccion anual de estos que se detalla de Tabla 3.°

Tabla 3. Produccion mundial anual de BTEX en toneladas. ¢

Compuesto Produccion Anual
(millones de toneladas )
Benceno 8all
Tolueno 5a10
Etilbenceno 5a10
Xilenos 10 al15

El contenido de BTEX en una mezcla de gasolina estandar es aproximadamente del
18% p/p segun Figura 1. A) Porcentaje de BTEX en la gasolina. B) Porcentaje
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especifico de cada BTEX en el 18 %."® En la gasolina el benceno el componente
maés toxico representa el 11% de la fraccion total de BTEX, el tolueno el 26%,
etilbenceno 11% vy los xilenos representan 52%.’

Benceno,
11%
Tolueno ,
26%
Xilenos ,
52%
Etilbencen
o, 11%
W otros BTEX M Benceno M Tolueno M Etilbenceno ¥ilenos

Figura 1. A) Porcentaje de BTEX en la gasolina. B) Porcentaje especifico de cada BTEX en el 18 %.78
Fuentes de emision del tolueno:

El tolueno como solvente organico es utilizado en las pinturas, adhesivos,
recubrimientos, tintas y productos de limpieza.® El tolueno también se utiliza en la
produccién de polimeros que se utilizan para fabricar nylon, botellas de plastico
para refrescos, productos farmacéuticos y cosméticos.

Fuentes de emision del benceno:

Es usado como solvente en muchas areas de la industria, se utiliza en la manufactura
de caucho y zapatos, y en la produccion de sustancias importantes como estireno,
fenol y ciclohexano. Es esencial en la manufactura de detergentes, pesticidas,
solventes y removedores de pinturas. 0

Fuentes de emision del etilbenceno:

Es altamente inflamable, se encuentra naturalmente en el alquitran de hulla y el
petréleo, también se encuentra en productos manufacturados como tintas, pesticidas
y pinturas. El principal uso de etilbenceno es en la produccion del estireno. °

Fuentes de emisién de los xilenos:

Se encuentra naturalmente en el petroleo y el alquitrdn de hulla. Las industrias
quimicas producen xilenos a partir de petroleo. Estos se utilizan como agentes de
limpieza y diluyente de pintura y en pinturas, colas, tintas de impresién y barnices.
10

Como podemos notar la presencia de los BTEX en el medio ambiente es amplio
debido a la diversidad de fuentes de emision que son consecuencia de la diversidad
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de aplicaciones que poseen estos en la industria; entre las fuentes podemos

mencionar las que se detallan en Figura 2.

refinerias de
petroleo

Industria quimica,
petroquimicay

Trafico
vehicular,

maritimo y

Aéreo.

FUENTES FIJAS

FUENTES
MOVILES

Gasolineras,
Limpieza en seco y
tabaco

FUENTES DE
AREA

Incendios,
emisiones
volcéanicas

FUENTES
NATURALES

Figura 2. Principales Fuentes de BTEX en el medio ambiente. 1

Se estima que la ingesta global diaria de BTEX para un ser humano tomando en
cuenta las diferentes fuentes de emision se aproxima a los datos presentados en la

Tabla 4.
Tabla 4. Ingesta diaria estimada de BTEX. 68
Benceno Tolueno Etilbenceno Xilenos
(Mg/d) (Hg/d) (ng/d) (Mg/d)
Respiracion 90-1300 2-1200 2-3600 70-2000
Fumar
Cigarros 1800 2000 40 Hasta 190
Comida Hasta 250 Hasta 64 NA NA

Agua potable Hasta 10 Hasta 43 Hasta 20 Hasta 24
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5.3 EFECTO SOBRE LA SALUD

El benceno, tolueno y etilbenceno son compuestos designados como “contaminantes
prioritarios” por la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos
(USEPA).2

Efectos del benceno sobre la salud:

Es catalogado como cancerigeno categoria A por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC), se le atribuye que provoca leucemia no linfocitica
y una variedad de otros desérdenes hematoldgicos, inmunolégicos, neurolégicos,
reproductivos y de desarrollo.*

Ademas, por la tendencia del benceno a acumularse en tejido que contiene grandes
cantidades de lipidos, las mujeres son mas susceptibles a sufrir envenenamiento por
poseer mayor contenido de grasa corporal, esta misma caracteristica permite que
atraviese la placenta en mujeres embarazadas provocando dafios al feto. Se han
reportado concentraciones mayores en el cordon umbilical de los recién nacidos a
las que ha sido expuesta la madre.'>*? Segin la concentracion a la cual han sido
expuestas las personas se pueden presentar las patologias mencionadas en la Tabla
5.

Tabla 5. Patologias causadas por el benceno a exposicion altas y bajas.*

Exposicion a baja Exposicion a altas Enfermedades que causa:
concentraciones concentraciones
Causa mareos, aturdimiento, Conduce a irregularidades < Leucemia miel6gena
dolor de cabeza, pérdida de funcionales en los latidos del aguda
apetito y malestar estomacal e corazon y en casos graves la < Leucemia linfocitica
irritacion de la nariz 'y muerte. La exposicion de 5-10 aguda

garganta. min a una concentracion
igual o mayor de 20,000
ppm en el aire de benceno se
considera letal. 1

o
0‘0

5

%

Leucemia mielégena
crénica

Leucemia linfocitica.

Leucemia de células
pilosas. 1

Los metabolitos derivados del metabolismo del benceno en seres humanos fueron
determinados a partir de estudios de individuos que han sufrido alguna exposicién
a concentraciones mayores a 1 ppm (partes por millon) de benceno via aérea, entre
estos se encuentran; el fenol, acido mucénico, hidroquinona, catecol y acido
fenilmercaptano.!! EI mecanismo para la degradacion del benceno en nuestro cuerpo
se detalla en la Figura 3.
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NQO1=NAD(P)H: Quinona oxidorreductasa.

Figura 3. Vias metabolicas del benceno. ™

El principal repositorio del cuerpo humano para metabolizar el benceno es el higado
debido a la mayor concentracion de CYP que es una de las enzimas que degradan al
benceno, también se sabe que este proceso se da en la médula dsea de ahi se deriva

su toxicidad. Los metabolitos fendlicos (fenol,

hidroquinona, catecol, 1,2,4-

bencenotriol y 1,2- y 1,4-benzoquinona) parecen desempefiar un papel importante
en la toxicidad del benceno.!! La hidroquinona y el 1,2,4-bencenotriol producen
dafio oxidativo al ADN en la médula oOsea.
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Efectos del tolueno sobre la salud:

Por ser uno de los solventes méas ampliamente utilizados en la industria, se han realizado
muchas investigaciones con relacién a genotoxicidad, como producto se ha reportado en
estudios epidemioldgicos un aumento significativo en el cancer de vias respiratorias,
pulmones, rifidn, vejiga urinaria y leucemia en trabajadores de imprentas.® El principal
metabolito urinario del tolueno es el acido hipdrico.*®* Como podemos observar en la se
describe el metabolismo del tolueno en animales y seres humanos.
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CYP: isoenzimas citocromo, Alcohol DH: Alcohol deshidrogenasa, Aldehido
DH: aldehido deshidrogenasa, Acil COA: Acilcoenzima A, UDP-glucoronil
tranferasa:uridinadifosfato glucoronil transferas, GSH-s-tranferasa: Glutation
S tranferasa.

Figura 4. Metabolismo del tolueno en humanos y animales. *3
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Una via de biotransformacion del tolueno conduce a la formacion de epdxido de
tolueno, este puede generar especies reactivas con el oxigeno, lo que puede causar
estres oxidativo y dafio al ADN. Esta oxidacion del ADN tiene potencial genotoxico
y esté relacionada con la patogénesis de varias enfermedades incluyendo el cancer y
los trastornos neurodegenerativos.® Uno de los intermediarios en el metabolismo del
tolueno es el cresol que se hidroxila para formar metilhidroquinona (MHQ), la cual
se oxida de forma espontanea y produce metilbenzoquinona (MBQ). Es conocido
que el cresol es un promotor de tumores y la MHQ y MBQ son derivados de la
hidroquinona (HQ) y 1,4- benzoquinona (BQ), ambos metabolitos del benceno.
Estos Gltimos producen dafio oxidativo al ADN.4

Efectos del etilbenceno sobre la salud:

Causa efectos irritantes en los ojos, la piel y la via respiratoria e incluso afecta al
sistema nervioso central. El contacto con la piel causa ampollas, enrojecimiento,
agrietamiento y dermatitis.

Tras experimentar con animales se llegd a la conclusiéon que aumenta el tamarfio del
higado, rifion y el bazo. Pero no se han obtenido pruebas suficientes para clasificarlo
como carcinogénico segun la IARC.°

Efectos de los xilenos sobre la salud:

Algunos sintomas que se producen por la exposicion a los xilenos son dolor de
cabeza, fatiga, enrojecimiento, dermatitis, irritacion de los ojos, nariz y garganta;
deterioro del equilibrio, e irritabilidad cardiaca. Aunque la Agencia de proteccion
Ambiental de EE. UU y la IARC no tienen suficientes pruebas para catalogarlo
como cancerigeno para los seres humanos. *°

En general, estos compuestos pueden ser mas nocivos para los nifios y pueden
afectar al embarazo, ya que se ha reportado concentraciones en la sangre del cordon
umbilical de nifios igual 0 mayor a la cual ha estado expuesta la madre y se sabe que
la principal enzima para metabolizar el benceno no esta presente en el feto. Al
etilbenceno y  xilenos se les atribuye la afeccion de teratogenicidad o
malformaciones monstruosa en fetos.*2

El uso extendido de los BTEX sigue persistiendo debido a la variedad de sus
aplicaciones en la industria. Sin embargo, la exposicion a estos compuestos puede
tener impacto a corto y a largo plazo. En el corto plazo para mantos acuiferos como
rios se presenta toxicidad para la vida acuatica, asi como peligros potenciales por
inhalacion y al largo plazo incluyen cambios en el higado y efectos nocivos en los
riflones, corazon, pulmones y sistema nervioso. La exposicion como mezcla puede
provocar dafios neuroldgicos, respiratorios, genéticos y del sistema excretor y otras
patologias que van desde irritacion de los ojos, membranas mucosas, y piel, hasta
sistemas nerviosos debilitados, funcion de la medula 6sea reducida y canceres.®
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5.4 ATENUACION DE CONTAMINANTES

La atenuacion natural incluye una variedad de procesos fisicos, quimicos y
bioldgicos, que, bajo condiciones favorables, actian sin intervencion humana para
reducir la masa, la toxicidad, la movilidad, el volumen o la concentracion de
contaminantes en el suelo, agua y aire. Estos procesos incluyen biodegradacion;
dispersion; dilucion; adsorcidn, volatilizacion; y estabilizacion, transformacion o
destruccion quimica o bioldgica de contaminantes. >

En la atenuacion natural pueden ocurrir dos tipos de procesos:

> Procesos destructivos: se destruye el contaminante, es decir lo fragmenta
generando subproductos, en consecuencia, se reduce la masa del contaminante.
Entre estos procesos se encuentra la biorremediacion y transformacion quimica.

> Procesos no destructivos: no se destruyen los contaminantes solo causa una
reduccidén de su concentracion en el medio ambiente. Entre estos se encuentra la
dilucion o dispersion, volatilizacion y adsorcion.?

En la Figura 5. se presentan los diferentes procesos de atenuacion natural que
pueden sufrir los BTEX en el medio ambiente.
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Figura 5. Procesos de atenuacion natural de hidrocarburos de petréleo. 16

Los hidrocarburos son sustancias que facilmente se degradan por el proceso de
biodegradacion o biorremediacion.

Biodegradacion o biorremediacion: es un proceso donde participan los
microorganismos como levaduras, hongos o bacterias descomponiendo los
contaminantes en sustancias menos toxicas o inocuas para la salud humana.*®

La biodegradacion puede ocurrir en condiciones aerébicas o condiciones
anaerdbicas, en el caso de ambientes aerdbicos. Se ha demostrado que los BTEX
son altamente receptores al ataque microbiano principalmente en condiciones
aerobicas.?

Segun estudios, el tolueno ha presentado una velocidad de degradacion mayor que
los demas. En este proceso el oxigeno actla como aceptor de electrones para su
degradacion completa por bacterias, hongos o algas.® Estos se descomponen en
catecol por via aerdbica y anaerdbica en benzoatos (vea Figura 6).
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Figura 6. Pasos generales para la degradacion de BTEX. °

Entre los BTEX el benceno posee una estructura estable y su proceso de
degradacion puede inhibirse por la presencia de otros compuestos mas
biodegradables por ejemplo el Tolueno, hay mucha literatura que expresa su posible
degradacion en ambientes anaer6bicos mediante reacciones redox mediadas por
microorganismos autoctonos que lo pueden descomponerlo a compuestos inocuos,
como metano y dioxido de carbono. Incluso se sabe que los TEX se degradan de
forma natural en aguas subterraneas. ® Segln un estudio de andlisis de suelos
enriquecidos con microorganismo la tasa de atenuacion de los BTEX sigue el
siguiente orden de mayor a menor tolueno> etilbenceno> m-xileno> o-xileno>
benceno> p-xileno. Dando como resultado que el tolueno tiene una mayor tasa de
degradacion que los demas y que este no inhibe la degradacion de los demas en
concentraciones 100 mg/kg de suelo, sin embargo, a concentraciones mayores como
a 300 mg/kg determinaron que, si resulta inhibida la degradacion del benceno, o-
xileno y p-xileno. La bioaumentacion, es decir la adicion de microorganismos
especializados para mejorar la eficiencia de biodegradacion de los contaminantes en
el suelo ha demostrado ser un método viable y econémico en comparacién con otras
técnicas de tratamiento. !’ No solo los microorganismo autdctonos influyen en la
velocidad y el grado de biodegradacion de los BTEX, la concentracién de los
contaminantes, la temperatura, el pH, la disponibilidad de nutrientes inorganicos y
la adaptacion microbiana también afectan. 3

El principal genero de bacterias que ha demostrado tener un papel importante en la
degradacion de BTEX, son las Pseudomonas como Pseudomona putida,
Pseudomona fluorescens, Pseudomonas aeruginosa. Ademas de otras bacterias
como Microbacteriun lactium, Bacillus cereus, Rhodococcus rhodochrous vy el
hongo Cladophilophora sp. Se puede considerar exitoso el proceso de
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biorremediacion si los productos residuales son agua, didéxido de carbono y
biomasa.®

6) METODOS PARA LA DETERMINACION DE BTEX

6.1 METODO 5021A DETERMINACION DE COMPUESTOS
ORGANICOS VOLATILES EN VARIAS MATRICES DE MUESTRA
UTILIZANDO ANALISIS DE ESPACIO DE CABEZA EN
EQUILIBRIO.

Este método 5021A describe la técnica de espacio de cabeza estatico
basado en el equilibrio liquido-vapor de los compuestos volatiles en el
suelo/sedimento, desechos sdlidos, liquido acuoso y miscible en agua,
ademaés este método se puede combinar con los siguientes métodos EPA
8015, 8021 0 8260 para mejor la eficiencia individual.*®

La combinacién del método 8260B con el método de preparacion 5021A,
es la combinacibn méas conveniente para utilizar la técnica de
microextraccion en fase sélida para determinar BTEX.

Considerando que la técnica de microextraccion en fases sélida con
espacio de cabeza consiste principalmente en dos etapas para el anélisis, la
adsorcion y la desorcién, podemos notar la compatibilidad que tiene con el
método 5021A.

< Adsorcion y desorcion.

En la etapa de adsorcion se coloca en contacto directo o indirecto la fibra
de microextraccion en fase solida con la matriz del analito a una
temperatura y tiempo especifico hasta que se produce el equilibrio entre el
sistema trifasico y se extraiga lo méximo posible, en una segunda etapa
después de una tiempo determinado se coloca la fibra en el inyector del
sistema cromatografico utilizado a una temperatura a la cual se desorban
los analitos de la fibra .122°

6.2 METODO 8260B DETERMINACION DE COMPUESTOS
ORGANICOS VOLATILES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
ESPECTROMETRIA DE MASAS

Este método es ampliamente utilizado para la determinacion de compuestos
organicos volatiles entre los cuales se encuentran los BTEX, en una variedad
de matrices de desechos solidos. Este método es aplicable a casi todos los
tipos de muestras, independientemente del contenido de agua, incluyendo
varios medios de captura de muestreo de aire, aguas subterraneas vy
superficiales, lodos acuosos, licores causticos, licores acidos, solventes de
desecho, desechos oleosos, alquitranes, desechos fibrosos, emulsiones
poliméricas, tortas de filtro, carbones gastados, catalizadores agotados,
suelos y sedimentos. Este se puede usar para cuantificar la mayoria de los
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compuestos organicos volatiles que tienen puntos de ebullicion por debajo
de 200°C, como los BTEX.?!

Entre las técnicas de introduccion de las muestras al sistema GC-MS se
encuentran las siguientes: Purga y trampa, mediante los métodos EPA 5030
(muestras acuosas) y 5035 (muestras de aceite sélido y residual), es la
técnica mas comunmente utilizada para analitos orgénicos volatiles.

7) CROMATOGRAFIA DE GASES- ESPECTROMETRIA MASAS

En cromatografia de gases se comparan los tiempos de retencion relativos de los picos
cromatograficos con curvas de calibracion de los analitos o analito de interés. Si en el
cromatograma de la muestra existen picos que coincidan en sus tiempos de retencion
relativos se llega a la conclusion que son el mismo compuesto, sin embargo, solo su
coincidencia en realidad no garantiza que sea el mismo, esto depende de factores como el
tipo y la complejidad de la muestra y los procedimientos de preparacion de esta. Como una
forma de resolver la incertidumbre al tratar con mezclas muy complejas se desarroll6 el
acoplamiento de la cromatografia de gases con la espectrometria de masas por medio del
cual se puede hacer una caracterizacion mas detalla y con una selectividad alta, este
instrumento es el que conocemos actualmente como cromatdgrafo de gases-
espectrometro de masas(GC/MS).22 A medida que los compuestos eluyen del
cromatdgrafo de gases entran al espectrometro de masas. El espectrémetro de masas realiza
el andlisis de los gases eluidos (produce, separa y detecta iones) del cromatografo y genera
un espectrograma de cada uno de los compuestos de la mezcla en orden de elucién, como
es conocido cada compuesto tiene una huella digital Gnica por lo que por medio de estos
podemos identificar y determinar el compuesto correspondiente a cada uno de los picos
cromatograficos de un cromatograma y de esta forma confirmar un resultado como
positivo.

En general un sistema tipico de GC-MS realiza las siguientes funciones de acuerdo con sus
componentes que lo conforman: 1) separacion de compuestos individuales en una mezcla
mediante cromatografia de gases; 2) transferencia de componentes separados a la cAmara de
ionizacion; 3) ionizacion; 4) andlisis de masas; 5) deteccion de los iones mediante un
multiplicador de electrones; y 6) adquisicion, procesamiento y visualizacion de datos
mediante un sistema informatico. Durante el proceso de ionizacién los compuestos son
bombardeados por una corriente de electrones que conduce a la fragmentacion en iones. La
masa del fragmento dividida por su carga es la relacion masa-carga(M/Z). Casi siempre la
carga es de +1, y la relacion M/Z representa la masa molar del fragmento.?® Lo
espectrometros de masas se configuran normalmente con analizadores de tipo sector
magnético o triple cuadrupolo. Estos estan programados para dirigir fragmentos uno a la
vez al detector, hasta que se recupera el rango total de M/Z. Como consecuencia de eso se
genera un espectro de masas, estos son graficos de la intensidad de la sefial ( abundancia
relativa) frente a las relaciones M/Z (esencialmente el peso molecular).?® En Figura 7
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podemos observar los componente de un sistema GC-MS vy si diagrama de blogues de sus
componentes.

de?nsttrea?;: da _ | Fuente de _ | Separador _ | Detector || ey
ionizacion de masas de iones
la muestra

Figura 7. Componentes del sistema GC- MS.??

8) MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME)

Es una técnica de extraccion que se puede emplear en cromatografia de gases y
cromatografia de gases-espectrometria de masa, esta se desarrolld en el afio de 1990 por
Pawliszyn y colaboradores. Tiene maultiples ventajas respecto a las técnicas tradicionales
de preconcentracion, ya que disminuye el tiempo de trabajo, presenta un bajo coste?, se
mejora la sensibilidad, el limite de deteccion, limite de cuantificacion, disminuye la
cantidad de muestra y no utiliza disolventes para realizar la extraccion. Ademas de ser
simple y facil automatizacion para los analisis.! Esta técnica se ha vuelto popular por la
versatilidad de sus &mbitos de aplicacion, se pueden realizar analisis de muestras gaseosas
Jiquidas y solidas. Para realizar la extraccion se hace uso de una fibra sorbente de
composicion conocida (ver Figura 10) que se puede sacar y retraer de una aguja hueca de
acero inoxidable utilizando un embolo que incluye el porta fibra y por medio de la cual se
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puede realizar la inyeccion a través de septum en el cromatografo de gases. En la Figura 8.
podemos observar todos los componentes de una fibra comercial de forma detallada.?’

profundidad

Tomillo de
retencion del
émbolo

Ventana de
visualizacién

Embolg «—
Guia para
control de la "

Aguja para la perforacidn
del septum

-"'-._l Tubo de soporte de
: la fase

S Fase de extraccisn

Figura 8. Esquema del dispositivo comercial de SPME. 8
En este dispositivo de inyeccion se utiliza una fibra de fase absorbente cuya composicion

depende de las propiedades de los analitos que se deseen estudiar. En general se involucran
tres fases en el analisis: la matriz (L), fase solida (F) y la fase gaseosa (G).!

Los analitos expuestos a la fibra alcanzan un equilibrio trifasico (Figura 9.).
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Figura 9. Equilibrios del analito en el sistema trifasico. '?

Donde Co representa la concentracion inicial del analito en la muestra y las constantes de
equilibrio K1, K2 y Kz representan la proporciéon de las concentraciones en las fases,
Cr,Cq C, son las concentraciones del analito en la fase solida, gaseosa y liquida
respectivamente y Vg, Vi, V,son los volimenes de las fases.?

COVL = CGVG + CLVL + CFVF ECU&Clén (1)

La cantidad de analito retenida en la fibra se expresa n¢prq = CrVr

T .z CrV . . pn .
Multiplicando la ecuacion (1) por 2 £y simplificando se obtiene.
L
_ KVFEVL ..
Nfibra = oy gvervy < CO Ecuacion (3)

Esta expresion se simplifica en dos casos:
1. SiV, > K,Vp + K, V;se simplifica a
Nrivra = K2VrCo Ecuacion (4)

Si se cumple el caso uno en base la ecuacion 4 observamos que volumen de la muestra( V)
no influye en la cantidad de analito extraido cuando este es mucho mayor que K,Vy +
K, V;.2

2. SiK;V;+V, <K,V sesimplificaa
Nfibra = V1 X Co Ecuacion (5)

Cuando el volumen de la muestra es mucho menor a K;V; + V; se produce una extraccion
exhaustiva , esto ocurre con muestra de voliumenes muy pequefios y analitos con valores de
K, muy grandes.?*
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Al aumentar el volumen de la muestra, aumenta la cantidad de analito extraido hasta

alcanzar un valor a partir del cual la cantidad extraida no depende del volumen de muestras.
24

En microextraccion en fase sélida se pueden identificar dos etapas, la primera cuando la
fibra se pone en contacto directo o indirecto con la muestra durante un tiempo y
temperatura determinada donde se produce lo que se conoce como adsorcién y la segunda,
donde la fibra se coloca en el inyector a una temperatura determina y se produce la
desorcion de los analitos.

8.1 TIPOS DE EXTRACCION UTILIZADOS EN SPME.

Se encuentran dos formas principales mediante las cuales se puede realizar la
extraccion con la fibra: con espacio de cabeza (HS-SPME) y con inyeccién directa
(ID-SPME) (ver Figura 10.), en el primer caso la fibra solo se expone a la fase
gaseosa del vial y en la inyeccion directa la fibra se pone en contacto con la
disolucién de la muestra para que se lleve a cabo la adsorcidn. Posteriormente se
guarda la fibra y se lleva hacia el inyector para su desorcion.! La seleccion de la
técnica se basa en la composicion de la matriz, la volatilidad del analito y la afinidad
de este con la matriz.?

La eficacia de estas técnicas de extraccion radica en la naturaleza del analito que se
esté estudiando y la matriz. Se sabe que ID-SPME es mas sensible que HS-SPME
pero en general para compuestos volatiles se utiliza HS-SPME, debido a que los
componentes no volatiles se absorben en la fibra como en el caso de las proteinas
que se adhieren de forma permanente disminuyendo la vida util e incluso
inutilizando a la fibra.?* Una forma para evitar que algin componente de alto peso
molecular como &cidos humicos o proteinas se adhieran a la fibra exponiéndola
directamente a la muestra, es utilizando una membrana protectora, aunque el
proceso de extraccion es mas lento ya que los analitos necesitan difundirse por la
membrana antes de llegar al recubrimiento de la fibra.?® Ademas que los tiempos de
equilibrio para los compuestos volatiles son méas cortos en HS-SPME.»

32



Jeringa 3

Aguja ( \ (
Especiode
Vi -+ —
w 2 Cabeza L
@ e
Fibra L - Membrana
°, o P Protectora
Muestra —— e o ? - o
e @ ' .

(a) (b) ()

Figura 10.Tipos de extraccion A) HS-SPME , B) ID-SPME y C) ID-SPME utilizando membrana protectora.?’

El tipo de extraccion se elige con base a criterios (ver Figura 11.) relacionados con:
el tipo de matriz, la volatilidad del analito y la afinidad de este con la fibra sorbente.

Modo SPME Propiedades del analito Matrices
Inmersion Directa De media a baja volatilidad ~ Muestras gaseosas , liquidas
Espacio de cabeza De alta a mediana Muestras liquidas, solidas

volatilidad
Membrana Protectora Baja volatilidad Muestras complejas
In-vivo De mediana a baja Muestras bioldgicas
volatilidad

Figura 11. Criterios de seleccion del tipo de extraccion. 20

Por medio del mecanismo de extraccion las fibras de microextraccion se pueden
clasificar como: fibras adsorbentes y fibras absorbentes. Segun la Figura 12
podemos observar que las fibras monofésicas, es decir que solo estan compuestas
por una fase absorbente predomina el mecanismo de absorcidon, aunque segun
algunos autores en ciertas condiciones podria producirse cierta competitividad entre
ambos procesos, por ejemplo cuando el analito es muy polar el proceso puede ser
por adsorcion en el caso de la fibra de PDMS 2° y para las fibras multifasicas, las
cuales pueden contener mas de una fase absorbente predomina el mecanismo de
adsorcion; por ejemplo en las fibra de CAR-PDMS.
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1 - ADSORCION
ABSORCION , x
| PDMS/DVB
PDMS CwW/DVB
PA CW/TPR
CAR/PDMS

Figura 12.Clasificacion de la fibra segin el mecanismo de extraccion. De acuerdo a las siguientes fases de
extraccion : polidimetilsiloxano(PDMS), Divinilbenceno(DVB), Cabowax(CW), Resina templada(TPR),
Carboxeno(CAR).%
La desorcion ocurre en el inyector a una temperatura equivalente al punto de
ebullicién del compuesto méas volatil, el tiempo de desorcion depende de la
temperatura del inyector y el flujo de gas portador en la fibra.?* En la Figura 13. se
esquematiza el proceso de adsorcion y de desorcidn por los dos modos de extraccion

ID y HS.
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(a) Pasos de extraccion para HS-SPME (c) Desorcion térmica en el inyector de GC

I
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Figura 13. a) Proceso de extraccion utilizando espacio de cabeza, b) Proceso de extraccion utilizando inmersion
directa, c) Proceso de desorcion en sistemas cromatografico de gases o gases-masas y d) Proceso de desorcién en
cromatografia liquida de alto rendimiento?°.

8.2 INTERFERENCIAS DEL METODO.

Todos los compuestos a analizar por GC-MS utilizando SPME tienen que ser
estrictamente volatiles, en el andlisis de agua interfieren:

< Compuestos polares (fenol) o térmicamente inestables (pesticidas)
produciendo colas extensas en los picos cromatograficos.! Los componentes
no volatiles se adsorben en la fibra como en el caso de las proteinas que se
adhiegen de forma permanente quitandole vida Gtil e incluso inutilizando a la
fibra.?

< El contenido de materia organica en agua con un nivel de carbono organico
disuelto (COD) de 21 mg.L ™ afecta un 20% eficiencia de la extraccion.?*
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8.3

< EI pH de las muestras se tiene que ajustar para el estudio de sustancias
bésicas o é&cidas debido a que por SPME solo se extraen sustancias
neutras.?+2

La inadecuada optimizacion de los parametros cromatograficos implica un error en
el analisis de los datos, debido a que la adsorcion y desorcion se ven afectadas por
las condiciones en las que se realizan.

FACTORES QUE AFECTAN A LA ADSORCION Y DESORCION EN
SPME.

Adsorcion:

La adsorcidn refiriéndonos a la concentracion del analito adherido a la fibra en HS-
SPME, se ve afectada por las constantes de equilibrio entre el sistema trifasico,
ademas del volumen de la muestra, tiempo de extraccién, pH, longitud introducida
de la fibra, adicion de sal, temperatura, agitacién, composicion de matriz y su
afinidad con el analito.?*

Para cada una de esas variables se realiza un proceso de optimizacion de cuerdo al
tipo de analito y matriz. Para ello se varia una variable y todas las demas se dejan de
forma constante con el fin de ver la variacién de la cantidad de analito extraido
respecto a los cambios de esa variable. A continuacion, se da una breve descripcion:

< Tipo de fibra de microextraccion en fase solida.

El tipo de fibra se elige de acuerdo con la afinidad de los analitos tanto con la matriz
como del recubrimiento de la fibra, estas pueden variar tanto en longitud como en
grosor. En la Tabla 6. se describen los tipos de fibras. Las fibras méas utilizadas
hasta el momento son las de PDMS que se presentan en diferentes espesores (7, 30,
100 micras), al igual de las fibras de PA solo estan constituidas por un solo polimero
y la extraccion se da por el fenémeno de absorcidn; también se presentan fibras con
las combinacién de polimetros entre las cuales podemos mencionar las CAR-PDMS
con espesores de 75 y 85 micras, CW-DVB con espesor de 65 y 70 micras, cuyo
proceso de extraccion se da por el fendbmeno de adsorcién (ver Figura 12.). Estas
Gltimas segun la literatura son mas adecuadas para el andlisis de compuestos
volatiles porque en comparacion a las de una sola fase sus coeficiente de particion
con los analitos son mayores, aunque su principal defecto sea presentar un rango
lineal dinamico mas corto.?
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Tabla 6. Tipos de fibras de microextraccion. '’

maxima  Polaridad o
Fase estacionaria / espesor recomendado
de uso
Polidimetilsiloxano (PDMS)
100pm, fase no enlazada 280 °C No polar GC/HPLC
30 pm, fase no enlazada 280 °C No polar GC/HPLC
7 pum, fase enlazada 340°C No polar GC/HPLC
Polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB)
65 um, fase parcialmente entrecruzada 270°C Bipolar GC
60 pum, fase parcialmente entrecruzada 270°C Bipolar HPLC
65 pm, fase muy entrecruzada (stableflex1) 270°C Bipolar GC
Poliacrilato (PA)
85 pm, fase parcialmente entrecruzada 320°C Polar GC/HPLC
Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS)
75 pm, fase parcialmente entrecruzada 85 pm, fase 320°C Bipolar GC-GC
muy entrecruzada (stableflex1)
Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB)
65 pm, fase parcialmente entrecruzada 265°C Polar GC
70 pm, fase muy entrecruzada (stableflex1) 265°C Polar GC
Carbowax/Resina templada (CW/TPR)
50 pm, fase parcialmente entrecruzada 240°C Polar HPLC
Divinilbenceno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS)
50/30 pm, fase muy entrecruzada (stableflex?) 270°C Bipolar GC
50/30 pm, fase muy entrecruzada (stableflex)? 270°C Bipolar GC

1 fibras Stableflex: el recubrimiento esta depositado sobre una fibra de silice fundida flexible.

2 longitud especial de 2 cm.

Las propiedades de las fibras se pueden clasificar de acuerdo con la polaridad y su
capacidad de retencion de los analitos segln la Figura 14. estas siguen la siguiente

tendencia.
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PDMS ‘ ‘ ~ PDMS | [ PDMS
(7 pm) (30 pm) (100 pm)
CAR/PDMS
o (75 um)
B DVB/CAR/PDMS
(50/30 um)
PA
§ (85 um)
c PDMS/DVB
g (65 um)
o
o.
CwW/DVB
(65 pm)
S CW/TPR
<< (50 um)
Propiedades | ., RETENCION Fuerte
de la Fibra
Figura 14.Propiedades de las fibras de microextraccion comercializadas. , No enlazada,

, Altamente entrelazada. %

Segun Lee y colaboradores (Lee et al., 2007)%" el mejor recubrimiento para realizar
la extraccion de forma simultinea de BTEX es el de Carboxen-
polidimetilsiloxano(CAR-PDMS) y esto se puede observar claramente en la Figura
15. debido a que con esta fibra se extrae en mayor proporcién de cada analito en
comparacion con la demas.

1.20E+08 - £3 benzene
M toluene
4 ethylene
1.00E+08 - H m/p-xylene
o-xylene
3 8.00E+07 -
c
3
c 6.00E+07 - =
=3
0
< 4.00E+07 1
2.00E+07 -
0.00E+00 L ; ez - . om0 R S e o |
CARPDMS  PDMS (100 M)  PDMS/DVB CWIDVB PA PDMS (7 um)

Figura 15. Tipos de fibras de microextraccion en fase sélida y su capacidad de extraccion de BTEX de forma
simultanea. %
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% Volumen de la muestra.

Para la técnica de microextraccion en fase solida se utiliza un vial de forma
cilindrica y sellado con un tapon de goma, el estudio del volumen de la
muestra se realiza con el objetivo de determinar la cantidad de muestra por
medio de la cual se extrae la mayor cantidad de analito. En la Figura 16
podemos observar que el volumen de extraccion para los BTEX en ese caso
particular es de 15 mL para un vial de 40 mL, este representaria el 37.5 %
del volumen total , 2" este volumen no es universal ya que el volumen puede
verse afectado por la geometria del recipiente y por la capacidad de este.

2.50E+087 — bengene
o = =& (pluene
—h— A1 o,
2.00E+08 ethylbenzene
X m/p-xylene
v —#- p-xylene
2 1.50E+081 -
< 4
=
=
£
+()&
= 1.00E+08 .
5.00E+07 ,:;fr"’
A
*
0.00E+00 : . . .
0 5 10 15 20 25

Volume (ml)

Figura 16. Volumen de extraccion de 15 mL determinado por Lee et al., 2007 para vial de 40 mL. ?/

< Tiempo de extraccion.

Se entiende como tiempo de extraccién éptimo como el tiempo minimo
necesario para extraer la maxima cantidad de analito de la muestra. En la
Figura 17. podemos observar las curvas tipicas que se pueden obtener al
optimizar el tiempo de extraccion, podemos observar que el tiempo 6ptimo
segun ese estudio esta en el intervalo de 15-20 min para los BTEX.
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Figura 17.Curva representativa de la optimizacién del tiempo de extraccion. 28

< Temperatura de extraccion.

Como el proceso de SPME es exotérmico, al disminuir la temperatura
aumenta la constante de distribucion y el rendimiento de la extraccién. Sin
embargo, en este proceso estdn involucrados factores cinéticos vy
termodindmicos, al aumentar la temperatura aumenta la transferencia de
masa hasta una T°C éptima y también la adsorcion. Cuando se aumenta mas
que la T°C éptima la adsorcion disminuye, ya que disminuye la constante de
distribucion.?* Es fenémeno lo podemos observar en la Figura 18. después
de 30°C la cantidad de analito disminuye drasticamente.!?

Area (u.a)*1 millén

0,25
g
0,2 -
—+— Benceno
0,15 - —
: — —a— Tolueno
0.1 - — —&— Xilenos
7 ’-ﬂ—-—wk_\k"_‘\_h o
0,05 ——
0 T T T 1
20 30 40 50 60

Temperatura (°C)

Figura 18.Efecto de la temperatura de la muestra. '
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% Geometria del vial

La forma de los viales afecta la cinética del proceso de extraccion de SPME,
concretamente para los casos en que se utilice espacio de cabeza debido a
que tiene que haber una transferencia de masa entre la muestra y el espacio
de cabeza. En ese caso entre méas estrecho sea el vial menor va a ser la
superficie de contacto entre la muestra y el espacio de cabeza, lo que
disminuiria la cinética del proceso de extraccion. Por otra parte los viales
altos pueden dificultar la agitacion eficaz de la muestra. 1

< Agitacion de muestra

El método de agitacion mas utilizado para este tipo de anélisis es el de
agitacion magnética donde se utiliza una barra de agitacion en el vial, en la
Figura 19. se presentan los diferentes métodos de agitacion, sus ventajas y
limitaciones.®?° Es importante tener una buena agitacion en la etapa de
extraccion ya que esto ayuda a que se difundan mas los analitos por lo que
con esto se logra disminuir el tiempo de equilibrio, se conoce que mejora
significativamente la exactitud y presion del analisis.?°

Método de agitacion

Ventajas Desventajas

Estatico

> Limitado a analitos

» Simple
» Funciona bien para
muestras gaseosas

muy volatiles

Buen desempefio, tanto

» Solo para HS-SPME

Agitacion magnética

Vortex/movimiento del vial

Movimiento de la fase de
extraccion

Ultrasonido

para los  analitos
volatiles como para
semivolatiles

Buen desempefio
No se necesita de
barra de agitacion

Buen desempefio

No necesita de la
barra de agitacion en
el vial

Tiempos de extraccion
muy pequefios

Requiere que la barra
de agitacion este en el
vial

Tension en la aguja y
en la fase de
extraccion debido al
movimiento

Tension en la aguja y
en la fase de
extraccion debido al
movimiento

Limitado a
volimenes pequefios
de muestra

Calentamiento no
controlado

Figura 19 Método de agitacion de la muestra en SPME. 82°
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Peak Area

Como podemos observar en la Figura 20, la agitacion aporta
significativamente un aumento en la cantidad de analito a extraer, a medida
que aumentan las revoluciones por minuto aumenta la cantidad de BTEX
extraido. %

80000 _
60000 _
40000 _ Unstirred sample
20000 _ [] Stirred Sample
0 (900 r.p.m.)
& & & & N
(4 \\’?.u é’ W e
Q,@& ,{0\ “'5@& ﬁﬁ ‘;FX
& v

Figura 20. Efecto de la velocidad de agitacién HS-SPME. *°
< Ajuste de pH.

Realizar este ajuste para analitos acidos o bésicos es de gran importancia
porque se mejora la sensibilidad del método. Si los analitos son acidos, por
ejemplo, es necesario que se encuentre en su forma neutra y el valor de pH
tiene que ser por lo menos menor en dos unidades del pKa o dos unidades
por encima para los analitos basicos. También tiene que estar en el rango
especificado para cada fibra de microextraccion.’® Segin Serrano y
Gallegos’ para el analisis de BTEX en muestras acuosas no se ajusta el pH
porque estos tengan propiedades acido-base, porgque es conocido que no las
tienen, sin embargo las muestras pueden tener materia organica en exceso o
metales que pueden precipitar e inhibir la evaporacion de los BTEX al
espacio de cabeza por ello en su experimento prepararon las disoluciones de
muestras al 0.1 M HNOz).

% Adicion de sal.

Segun estudios la adicion de sal a las disoluciones acuosas mejora el
rendimiento de la extraccion, debido a que aumenta la constante de
distribucion y el analito es obligado a pasar a la fase gaseosa donde sucede la
adsorcion. Este efecto se ve afectado por la polaridad del compuesto, por lo
que se puede observar el comportamiento contrario.?* Como podemos
observar en la Figura 21. La adicién de sal es favorable.
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Peak Area

| 0% NaCl

[] Sample saturated
with NaCl

Figura 21. Efecto de la adicion de sal en HS-SPME-GC-FID.*

< Composicion de la matriz.

La composicion de la matriz influye de gran manera en el analisis, la
presencia de materia organica suspendida 0 compuestos organicos como
acidos hamicos, fllvicos, aceites, disminuyen la cinética de la extraccion,
esto debido a la interaccion de los analitos con la materia orgéanica. He
incluso se sabe que ciertas sustancias humicas pueden retenerse de forma
permanente en la fibra de extraccion disminuyendo la vida util de la fibra o
en casos extremos dejandola inservible.?

Desorcion:

La desorcién eficiente y la transferencia rapida de los analitos desde el
inyector a la columna requiere de altas tasas de flujo lineal del gas portador
alrededor del recubrimiento, este proceso depende también de la temperatura
del inyector y del tiempo de exposicion al inyector.?*

% Temperatura de desorcién y tiempo de desorcion.

Es la temperatura a la cual los analitos se desorben de la fibra de
microextraccion esta se optimiza variando la temperatura del inyector en el
programa cromatogréafico, los analitos se desorben a la temperatura dptima a
un tiempo determinado conocido como tiempo de desorcion. Es
recomendable utilizar como temperatura de desorcion la temperatura
maxima que pueda soportar la fibra segun el fabricante, esto con el objetivo
de evitar efectos de memoria y que otros componentes volatiles de la
muestra con puntos de ebullicion mas altos que los analitos queden
adsorbidos por la fibra. Los efectos de memoria ocurren cuando la
temperatura y el tiempo de desorcion de fibra no se optimizan y estos pueden
afectar considerablemente los resultados del analisis. Se recomienda utilizar
la temperatura maxima de trabajo de la fibra recomendada por el fabricante
para evitar efectos de memoria. ° En la Figura 22. podemos observar el
efecto de la temperatura de desorcion con la cantidad de analito de-sorbido
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en el inyector. En ese caso Chalabiani y colaboradores®® determinaron que la
temperatura 6ptima de desorcion para los BTEX es de 250°C.

S

——benzene
—a—toluene
—ar—ethylbenzene
25 1 ——m,p-Xylene

——0-Xylene

Peak Area

100 150 200 250 300

Figura 22. Efecto de la temperatura de desorcion en el inyector.5!

Otros aspectos que se tienen que tomar en cuenta segun el programa
cromatografico utilizado son el flujo del gas acarreador, el modo de
inyeccidn en este caso tiene que ser especificamente Splitess ya que usar el
modo Split disminuye la sensibilidad del método. La desorcion requiere un
alto flujo de gas alrededor de la fase de extraccién con el fin de garantizar
una extraccion eficiente, el alto flujo se logra utilizando un liner més
pequefio que los convencionales.?®

9) VALIDACION ,
9.1 ¢(QUE ES VALIDACION?

El término validacion tiene una gran diversidad de definiciones establecidas en
documentos internacionales como (Organizacion Internacional de Normalizacion)
ISO/IEC 17025, ISO 9000 [9]%, (Vocabulario Internacional de Metrologia) VIM
[712.3 En la Tabla 7 se presentan las definiciones segin los documentos
internacionales de normalizacion.

Tabla 7. Definiciones de validacion en 1SO 9000, ISO/IEC 17095y VIM.*?

Referencia Definicion
confirmacion, a través de la aportacion de evidencia objetiva, de
1SO 9000 que se han cumplido los requisitos para un uso o aplicacion

especifico previsto

confirmacion, a través del examen y aportacion de evidencias
ISO/IEC 17095 objetivas, de que se cumplen los requisitos particulares para un

uso especifico previsto

verificacion, donde los requisitos especificados son adecuados

VIM .
para un uso previsto
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Sin embargo, en todas estas definiciones se hace referencia a la “confirmacion de la
exactitud y precision de un procedimiento Analitico, mediante la recopilacion de
pruebas o evidencias documentales fidedignas y objetivas, que cumplan con los
requerimientos particulares y requisitos de calidad establecidos previamente ”.

9.1 (POR QUE DEBE DE REALIZARSE LA VALIDACION?

Las mediciones analiticas y la interpretacion de los resultados pueden conducir en la
toma de malas decisiones que se derivan de las malas practicas, estas se traducen en
pérdidas econdmicas ademas de su alto costo de realizacion. Por ello es importante
la realizacion de la validacion de los métodos analiticos, la validacion proporciona
las siguientes ventajas.?>3?

< Demostrar que los métodos son adecuados para su uso previsto.*?

% Proporciona un conocimiento solido y experiencia sobre los detalles
practicos del método.

% Trabajar con métodos que generen confianza y seguridad en sus resultados,

lo que se expresa en la realizacion de menos ensayos Yy en la generacion de

menos errores instrumentales, humanos en el desarrollo del analisis.?>%2

Genera resultados con una mayor trazabilidad, calidad y eficacia.

Para los clientes genera un nivel de aceptacion de los resultados.

El reconocimiento y el cumplimiento de los requisitos de normativas

internacionales como la ISO/IEC 17095 y el de buenas préacticas de

laboratorio.

*

.

X/ R/
L X GIR X 4

e

*

9.2 /CUANDO DEBE DE VALIDARSE UN METODO?

Los términos de validacién y verificacion usualmente suelen confundirse, pero en
realidad poseen diferentes definiciones, la verificacién se refiere a la evaluacién del
desempefio de métodos validados por ejemplo los métodos normalizados,
publicados por ISO o ASTM. En cambio, la validacion implica la formulacion y
comprobacion de la idoneidad de un método analitico para un uso previsto.

Segun la norma ISO/IEC 17095 *2 los métodos se deben de validar en los siguientes
casos:

» Cuando los métodos no sean normalizados.

» Los métodos sean disefiados o desarrollados por el laboratorio.

» Cuando los Métodos normalizados sean usados fuera de su ambito de
aplicacion.

» Por ampliacion o modificacién de métodos normalizados.

Otra causal de validacion de un método es cuando se desea demostrar la
equivalencia de los resultados entre dos métodos, por ejemplo, un método disefiado
o desarrollado por el laboratorio con un método normalizado.?
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9.3 PARAMETROS DE VALIDACION.

Dentro del proceso de validacién de métodos analiticos se pueden identificar ciertos
parametros o caracteristicas de desempefio, las cinco mas importantes son las
siguientes: selectividad, linealidad e intervalo de trabajo, precision, exactitud y
limites de deteccion y cuantificacion.?®

9.3.1 SELECTIVIDAD

Se define como la capacidad de un método analitico en cuantificar e
identificar de forma inequivoca a los analitos o analito en una muestra
compleja que contenga otras sustancias. Por medio de esta etapa podemos
identificar si la sefial proporcionada por las muestras es explicitamente
producida por la sustancia de interés o si se encuentra presente un
interferente que puede incidir en la sefial y por tanto en los resultados
obtenidos.?>%

La selectividad se estudia generalmente evaluando la habilidad del método
para identificar y cuantificar el analito en muestras en las que
intencionalmente se ha realizado la adicion de interferentes que
probablemente tenga la muestra.®?

9.3.2 LIMITE DE DETECCION (LOD) Y LIMITE DE
CUANTIFICACION (LOQ)

Se entiende por limite de cuantificacion en un método analitico, como la
minima cantidad del analito que se puede cuantificar en determinadas
condiciones, con una precision y exactitud aceptable y el limite de deteccion
como la cantidad de analito en la muestra que se puede detectar, no
necesariamente cuantificar. Las muestras usadas para determinarlos pueden
ser muestras blancos, es decir que no contengan cantidades detectables de
analito o muestras de ensayo con concentraciones que contengan
concentraciones similares a las esperadas en el LOQ.32%>

9.3.3 LINEALIDAD

La linealidad es la capacidad del método analitico para proporcionar
resultados directamente proporcionales a las concentraciones de los analitos
en las matrices. Para el estudio de la linealidad es necesario el empleo de
estandares del analito o analitos para la realizacion de curvas de calibracion,
para esto se realizan de 5 a 6 mediciones de soluciones estandar con orden

46



creciente de concentracion, normalmente para definir el rango de trabajo se
toman en cuenta los limites méximos permisibles de los analitos o
analito.3?2°

9.3.4 PRECISION.

Expresa el grado de concordancia entre una serie de medidas maultiples en
condiciones prescritas, es decir como una medida de cuan cerca estan los
datos, por lo general se expresa mediante parametros estadisticos que
expresan la dispersion o propagacion de los datos, es decir la desviacion
estandar y la varianza. 232

9.3.5 REPETIBILIDAD

Estudia la variabilidad del método analizando una misma muestra en las
mismas condiciones, por el mismo analista, mismo laboratorio y en tiempo
corto. Esta se calcula mediante los coeficientes de variacion y los intervalos
de confianza para cada una de las concentraciones empleadas.?

9.3.6 LA SENSIBILIDAD ANALITICA DEL METODO:

Se define como la capacidad del método de andlisis para discriminar
pequefias variaciones en las concentraciones y masa del analito, es el inverso
de la pendiente de la recta de regresion lineal, se expresa en unidades de
concentracion ug.L™1.%

9.3.7 EXACTITUD.

La exactitud de un procedimiento analitico es una media que expresa cuan
cerca esta el valor experimental del valor ocupado como referencia, es de
suma importancia no confundir los términos precisién y exactitud, la
precision es una medida de la dispersién de resultados de una serie de
medidas del método analitico, pero no proporciona que tan cercanos estan
los resultados obtenidos al valor tomado como referencia, sin embargo para
que un método sea exacto si es necesario un grado de precision aceptable.?

ANALISIS-COMPARATIVO DE ARTICULOS CIENTIFICOS

Segun Menéndez y colaboradores®® el modo de extraccion mas adecuado para realizar el
analisis de BTEX en SPME es el espacio de cabeza(HS) utilizando una fibra de PDMS,
esto debido a que es la mas adecuado para trabajar con muestras complejas que pueden
tener contaminantes que dafien la fibra de microextraccion, ademas de eso ofrece limites
de deteccion més bajos (ver Figura 23). Dentro de los parametros de optimizacion para la
fibra estudiaron los siguientes: temperatura de extraccion, tiempo de extraccion, influencia
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de la fuerza idnica, temperatura de desorcion, tiempo de desorcion, posicion de la fibra en
el inyector, efecto de la agitacion de la muestra.

Entre estos realizo las siguientes observaciones relacionadas con la influencia de la fuerza
ionica y de la temperatura de extraccion. Determiné que la adicion de sal afecta
positivamente la cantidad de analitos extraidos en HS-SPME-FID y con respecto a la
temperatura explico que a pesar de que un aumento favorece la transferencia de los BTEX
hacia la fase gaseosa se produce un efecto negativo debido a que las constantes de
distribucion de los BTEX con la fibra disminuyen, utilizando como temperatura de
extraccion la ambiente (18+5°C) para no utilizar termostato ya que en realidad determino
que a una temperatura de 4°C se obtenian mejores rendimientos de extracciones, también
menciona que la diferencia no es significativa. Usualmente en la optimizacién no se toma
en cuenta la posicion de la fibra en el inyector sin embargo Menéndez menciona en su
trabajo, que para ciertos compuesto si es importante la posicion de la fibra en el inyector,
esto porque en ocasiones el inyector no calienta uniformemente, identificd que si existe
influencia en la profundidad de la fibra en el inyector para los TEX encontrando como
longitud Optima de profundidad 3.5 cm. También hacen hincapié que uno de los factor
decisivos para disminuir el tiempo de extraccion es la agitacion de las muestras ya que con
ello se favorece la difusion de los analitos hacia la fibra de microextraccion por lo que
utilizaron una agitacion de 900 rpm.

Sample no. Compound Concentration (ngml—1)?
HS SPME HS-SPME

1 Benzene 18914 16323 179£12
Toluene 580+£17 562429 569+21
Ethylbenzene 350+8 343422 361x16
(m+p)-Xylene 11251446 1018+75 1094+101

2 Benzene 9543 8318 94%5
Toluene 22848 212415 236+12
Ethylbenzene 161+4 16246 173£11
(m+p)-Xylene 29343 277£14 28519

3 Benzene 65+4 5618 5916
Toluene 13942 127412 12549
Ethylbenzene 9612 8819 91+6
(m+p)-Xylene 200L3 184123 188+9

¥ Mean=S.D. (n=3).

Figura 23. Resultados obtenidos por Flérez Menéndez et al., 2000 de la determinacion de BTEX por GC-FID en
aguas contaminadas como resultado de la lixiviacion de residuos de alquitran con los tres diferentes sistemas de
muestreo.

Cho y colaboradores® investigaron las ventajas y limitaciones en el uso de la fibra de
Carboxen- polidimetilsiloxano(CAR-PDMS), para ello estudiaron la afinidad de los BTEX
por el tipo de revestimiento de la fibra, por lo que pusieron a prueba dos fibras una de
Carboxen-polidimetilsiloxano (Carboxen-PDMS) y una de polidimetilsiloxano (PDMS)
utilizando espacio de cabeza (HS), demostrando que la afinidad total de los analitos por la
fibra de Carboxen-PDMS es alta e identificaron el siguiente orden de mayor a menor
afinidad: xilenos, etilbenceno, tolueno y benceno (Ver Figura 24). Ademas concluyeron
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que en sistemas de multicomponentes extrae en mayor proporcion que la de PDMS, ademas
de realizar la extraccion de los componentes con la misma eficiencia. Sin embargo,
menciona que el uso de la fibra de Carboxen-PDMS es complicado aun si se conoce la
composicion de la muestra y solo se puede lograr una verdadera eficiencia cuando las
concentracion de analito o analitos son muy bajas y no hay compuestos interferentes.
También mencionan que la masa molecular, tamafio de la particula, presion de vapor,
grupos funcionales, polaridad del analito y de la fibra, punto de ebullicion y el rango de
concentraciones son los parametros principales que afectan la extraccion en analisis de
muestras multicomponentes, se sabe que compuestos de masa molecular més elevada
pueden sustituir en la fibra a uno de menos masa molecular, lo mismo sucede con la
afinidad un compuesto con mayor afinidad por el recubrimiento de la fibra puede sustituir a
otro con menor afinidad. Con relacion a el rango de concentraciones si el analito posee una
concentracion alta los sitios activos de la fibra disminuyen rapidamente por tanto surge una
competencia entre los componentes de la muestra y el que tiene una mayor afinidad
sustituye al de menor afinidad en este caso especifico el benceno es sustituido por el TEX,
otro fendmeno que sucede a altas concentraciones es la condensacion capilar.
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Figura 24. Resultados obtenidos por Cho et al., 2003, Efecto de los revestimientos y la composicion de las fibras sobre
la cantidad extraida a 0,1 mM; (1), fibra Carboxen-PDMS de 75 um, extraccion de un solo componente; (2), fibra
Carboxen-PDMS de 75 pum, extraccion multicomponente; (3), fibora PDMS de 100 um, extracciéon mono y
multicomponente.

Ezquerro y colaboradores 2 trabajaron en la determinacion de BTEX en muestras de suelo
a través del analisis de suspensiones de suelo en agua. Utilizando la Microextraccion
multiple de espacio de cabeza-fase solida (MHS-SPME), describen que utilizaron la fibra
de carboxeno-polidimetilxiloxano( CAR-PDMS) porque proporciona mayor sensibilidad
que la de PDMS aun que produce rangos lineales mas cortos la Figura 25 podemos

observar por medio de los cromatogramas un mejor rendimiento para dicha fibra.
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Figura 25.Cromatogramas Obtenidos por HS-SPME A) Fibra de 75 um CAR-PDMS y B) Fibra de 100 um de
PDMS.%8

La técnica de microextraccion multiple de espacio de cabeza (MHS-SPME) fue
desarrollada para evitar el efecto de matriz en muestras sélidas, para ello se realizan varias
extracciones de una misma muestra y el area total de dicho analito es la sumatoria de las
areas correspondientes a dichos cromatogramas, por medio del trabajo de Ezquerro se
comprobd la efectividad de esta técnica. Con respecto a los pardmetros de optimizacion
solo detallan el tiempo de extraccion, tiempo de desorcion, fuerza idnica y temperatura de
extraccion, en los cuales identificaron que la adicién de sal afectaba la solvatacion del suelo
en el momento que se realizaba la disolucion, asi como también que el aumento de
temperatura disminuia la cantidad de analito extraida. En la Figura 26. se muestran los
resultados de BTEX en muestras de suelo por MHS-SPME-GC-FID. Concluyeron que los
resultados del area total obtenidos en condiciones de no equilibrio fueron estadisticamente
iguales a los obtenidos en condiciones de equilibrio.

Compound Concentration + SD.
(mg analyte/kg soil)

Benzene 0.055 = 0.011

Toluene 0.15 + 0.04

Ethylbenzene 28+£03

m p-Xylene 3003

o-Xylene 1.97 £+ 0.18

Figura 26. Concentraciones de BTEX en suelos determinadas por Ezquerro, 2004. 28

Almeida y colaboradores* determind BTEX y otros compuestos monoaromaticos
(Clorobenceno, o,p,m-Diclorobenceno, 1, 2, 4-diclorobenceno, y 1- clorooctano como
compuesto alifatico) utilizando HS-SPME y cromatografia de gas con detector de
ionizacion de llama, ademéas de realizar la respectiva validacion del método y la
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optimizacion de los parametros de extraccion y desorcion para SPME. En particular
optimizé los siguientes parametros; revestimiento de la fibra, volumen de muestra, tiempo
de extraccion, temperatura de extraccion, temperatura del inyector y tiempo de desorcion.
Con respecto a la columna cromatogréfica (ver Tabla 8) utilizd la recomendada por los
métodos EPA 503.1 y 502.1 para este tipo de compuestos. Los revestimientos que pusieron
a prueba fueron PDMS, PA, PDMS/DVB/CAR y PDMS/DVB identificando que el mejor
para llevar a cabo su analisis es PDMS/DVB/CAR. Ademés de eso determinaron que la
temperatura Optima para el analisis es de 50 °C aun cuando realizan la observacion que a
temperaturas altas el coeficiente de distribucion disminuye, con relacién a €l volumen
Optimo, determinaron un volumen de muestra de 40 mL en viales de 50 mL. La extraccion
se realiz6 sin agitacion debido a que no encontraron diferencias significativas respeto a esta
variable. Sin embargo, es de tomar en cuenta que el analisis de estos compuestos se realiz6
de forma simultanea y que los puntos de ebullicion de los demas analitos monoaromaticos
son mayores que los BTEX (Exceptuando el Clorobenceno). En la Figura 27 se presenta el
resumen de los resultados obtenido por Almeida en 255 muestras tomadas entre el 5 de
junio del 2000 al 28 de enero del 2001.

SLO9A,
SMO1A, sample/ug L™! sample/ug L™

Compound 00/06/08  00/07/06  00/07/13  00/07/13
Toluene <0.16 <0.16 <0.16 0.51
Ethylbenzene <0.03 0.63 0.23 <0.03
m-, p-Xylene <0.06 2.49 1.23 0.20
Styrene/o-Xylene <0.04 1.40 0.71 0.20
o-Dichlorobenzene  <0.25 <0.20 0.76 0.59
Trichlorobenzene 1.01 <0.26 <0.26 =0.26

Figura 27.Resumen de los resultados de la investigacion realizada por Almeida y Boas, 2004.%*

Arambarri y colaboradores®, realizaron un estudio donde determinaron concentraciones
de dialquil éteres y BTEX en muestras de agua, para ello empleé SPME como técnica de
extraccion y para identificar y detectar los analitos GC-FID. Hace énfasis en que las
variables como el tipo de fibra, la temperatura de extraccién, la concentracion de cloruro de
sodio y el volumen del espacio de cabeza son significativas para llevar a cabo este tipo de
analisis. Sin embargo, para definir su campo experimental tomaron en cuenta 7 variables
experimentales; tipo de fibra, tiempo de extraccion, pH de las disoluciones, influencia de la
fuerza ionica, tiempo de desorcidn, temperatura de extraccion. Identifico como variables no
significativas: el pH de la solucion, tiempo de extraccion y tiempo de desorcion. Con
respecto a la adicion de sal a las muestras determinaron que la cantidad adecuada para el
analisis es de 300 g/L y con la temperatura de extraccidén en vez de realizar aumentos
progresivos la disminuyeron hasta 10 °C y a esta temperatura realizaron todas las
extracciones, también es importante mencionar que mantuvieron en agitacion constante las
muestras durante el experimento.®
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En la Figura 27 se presentan el rango de concentraciones para 18 muestras, realizado en
junio de 2002, en febrero y en junio de 2003.

Range of BTEX concentrations (pg/l) in superficial waters of Gipuzkoa (North Spain)

Samples Benzene Toluene Ethylbenzene m.p-Xylene o0-Xylene
June 2002
River waters nd to 8.87 nd to 3.38 nd to 0.36 nd to 0.94 nd to 0.39
Marinas/fishing harbors nd to 9.64 0.06 to 2.44 nd to 0.14 0.02 to 0.16 nd to 0.18
February 2003
River waters nd to 0.13 nd to 0.53 nd to 0.07 nd to 0.12 nd to 0.06
Marinas/fishing harbors <Id to 0.23 0.05 to 1.82 <Id to 0.19 nd to 0.34 <ld to 0.27
June 2003
River waters nd to 0.07 nd to 0.26 nd to 0.06 nd to 0.05 nd to 0.05
Marinas/fishing harbors nd to 1.21 0.03 to 6.41 nd to 0.66 0.03 to 1.58 0.03 to 1.28

nd, not detected: <ld. below method detection limit.

Figura 28. Se muestran los rangos de concentraciones de BTEX en tres muestreos analizadas por Arambarri et al.,
2004.34

Lee y colaboradores?’, determinaron BTEX a nivel de trazas(ng/L) en muestras de agua
acoplando una trampa criogénica al sistema GC-MS utilizando HS-SPME como técnica de
extraccion. En el andlisis cromatogréfico se explicd que los compuestos de m-xileno y p-
xileno no se pudieron separar por lo que se combinaron y analizaron como la suma de las
areas de pico correspondientes, ademas de eso poseen la misma ruta de fragmentacion.
Con respecto al recubrimiento de la fibra de SPME desarrollaron varios anélisis con
diferentes recubrimientos y determinaron que la mas adecuada para realizar el analisis de
BTEX a nivel de trazas es la CAR-PDMS (ver Figura 15).

Lee, optimizd los siguientes parametros para SPME, tiempo de extraccion, volumen de
muestra (espacio de cabeza del vial), influencia de la fuerza ionica, temperatura de
extraccion y temperatura de desorcion. Comenta que los factores que afectan el coeficiente
de particion entre la fibra y los BTEX son el tiempo de extraccion, temperatura y el espacio
de cabeza del vial y que la agitacion favorece la transferencia de masa hacia la fase
gaseosa. Obteniendo resultados desfavorables para el aumento de la temperatura y una
correlacién positiva al adicionar NaCl hasta una concentracién maximo de 267 g/L , la
adicion de sal mejora la fuerza iénica y aumenta la cantidad de analito extraido por la fibra.
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En la Figura 29. se muestran los resultados obtenidos en esta investigacion.

Concentration (pgl ') of BTEX in water samples by SPME-cryo-trap-GC-MS

Real water sample Benzene Toluene Ethylbenzene m[p-Xylene" o0-Xylene
§,P 59+£05 6.2+ 0.8 0.62£0.05 0.85 £0.04 0.35£0.05
Ss 0.72 + 0.08 0.95 +0.04 0.15+0.02 0.10 +£0.03 0.12+0.02
S.’« < < < < <

S, 0.18 £ 0.05 36 +4.20 ND 1.60 +0.05 0.56 +0.04
Ss < 242422 0.28 £ 0.06 052+ 0.02 0.98 £0.05
S¢ 152+£25 352+£60 74+09 121 £04 40+04
8 < 1.21 +£0.09 <

* The value of m/p-xylene expressed the sum of m-xylene and p-xylene.

® §,-Ss: ground water nearby different gas station in Taichung; S,-Ss: ground water nearby different paint factory in Taichung; S¢: ground water nearby

some university in Taichung; S+ river water in Taichung.
¢ < <L0OQ value.

Figura 29. Tabla resumen de resultados de la investigacion de Lee et al., 2007 utilizando SPME-cryo-trap-GC-MS.%’

Guimardaes y colaboradores®®, desarrollaron una metodologia de residuos mdltiples por
medio de la cual determinaron de forma simultanea 23 COVs incluyendo a los BTEX
utilizando HS-SPME-GC-MS en agua potable y tomando como base el método EPA 524.2.
En el proceso de optimizacion de la fibra tomaron en cuenta los siguientes parametros;
recubrimiento de la fibra, tiempo de extraccidn, temperatura de extraccion (20 2°C),
volumen de extraccién (HS 10 mL en vial de 20 mL), agitacion, pH y fuerza ionica. La
agitacion, el pH y la fuerza ionica reportaron que para su analisis no eran variables
importantes y que no fue necesario de su modificacion. Para identificar el tipo de
recubrimiento pusieron a prueba las siguientes fibras; 100 um PDMS, 7 um PDMS, 75 pm
CAR-PDMS identificando que el mejor recubrimiento para este analisis es el de CAR-
PDMS debido a que produjo los mejores rendimientos de extraccion (ver Figura 30).
Explicaron que no se interesaron en el estudio de la fuerza idnica ni de la temperatura ya
que segun la bibliografia algunos autores consideran que dichos factores no afectan
significativamente en el analisis por HS. En cuanto a la validacion del método la realizaron
conforme la norma internacional ISO/IEC 17095:2005, y los pardmetros que evaluaron
fueron la linealidad y rango de trabajo, limite de deteccion y cuantificacion, repetibilidad y
precision intermedia y efecto de matriz. En la Figura 31 podemos observar los resultados

obtenidos para los 23 COVs.

53



800000 W 7 um PDMS -

B 100 pm PDMS
O 75 um Carbaxen-PDMS

800000

T00000

&00000

500000 -

Araa

400000

300000

200000

100000

F

MTEE
1,2-(E }-Dichloroethylene !
Tolen
o iylene
Bramofom E

Chioroform

Berze ne

H
3
E

Ving Chioride
Dichloremethane
1,2-Dichloroethane
Trichlroethyens
E pichlarhydine
Chlomberzens

R
=

—
-
S ———

1,2-(Z}-Didomethdens
Boma honmethans
1,2-Dichiorpopans
TetracHometlens
Dibmmochlommethana
1,2-Dibmmomethana

Bromodt: hoom ethane

Figura 30. Comparacion del rendimiento de extraccion en soluciones estandar de 1 ug/L de COVs de acuerdo con el
recubrimiento de la fibra obtenidos por Guimaraes et al., 2008.3

Uncertainties

Concentration Combined Expanded
Compound (ngL™" uncertainties (pgL~")  uncertainties (pgL™")
Vinyl chloride 0.92 016 0.33
Dichloromethane 0.75 0.16 0.33
MTBE 1.03 0.17 0.34
1,2-( E)-Dichloroethylene 0.79 0.24 0.48
1.1-Dichloroethene 0.75 019 0.38
1,.2-(Z)-Dichlorcethylene 1.05 019 0.38
Bromochloromethane 0.96 0.20 0.40
Chloroform 1.01 0.22 043
Benzene 1.02 019 0.39
1.2-Dichloroethane 0.99 016 0.32
Tnchloroethylene 1.08 0.19 0.38
1,2-Dichloropropane 0.99 0.19 0.39
Bromodichloromethane 1.10 017 033
Epichlorhydrine 0.89 0.20 0.40
Toluene 1.15 0.23 046
Tetrachloroethylene 1.21 0.17 0.34
Dibromochloromethane 1.09 0.16 0.32
1.2-Dmbromomethane 1.21 017 0.34
Chlorobenzene 1.09 0.19 0.38
Ethylbenzene 0.95 0.17 0.34
o-Xylene 1.10 017 0.34
m + p-Xylene 0.99 0.15 0.30
Bromoform 1.02 0.18 0.36

Figura 31. Resultados obtenidos por Guimaraes et al., 2008
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Alfaro Romero'?, determind BTX en agua de mar utilizando una fibra de PDMS en un
sistema GC-FID tomando como base el método EPA 8260B , esta es una de las pocas
investigaciones referente a BTX en El Salvador. En su trabajo tomo en cuenta los
siguientes pardmetros de optimizacion de la fibra, tiempo de extraccion, tiempo de
agitacion, volumen de la fase gaseosa, tiempo de desorcion y temperatura de desorcion. No
tomo en cuenta la influencia de la fuerza idnica, ya que las muestras contenian sal. Observo
el mismo efecto negativo al aumento de la temperatura de extraccion, por lo que trabajo a
temperatura ambiente. En la Figura 32 se presentan los puntos de muestreo y las
concentraciones de BTX obtenidas en este trabajo. Los pardmetros de validacion que
evaluaron para comprobar la veracidad de los resultados fueron linealidad, precision, LOD,
LOQ, exactitud, reproducibilidad y sensibilidad.

]_.ugar de muestreo Benceno Tolusno Xilenos
%

mg/L RSD mgll |% RSD |magll % R5D
1- Playa El Cuco 0,03 3,04 0,02 23,89 0,02 35,84
2- Playa El Icacal 0,03 10,28 |0,02 25,64 0,02 4817
3- Playa Las Tunas 0,03 2040 |0,02 28,29 0,03 30,04
4- Playa Megra 0,01 99,86 |0,02 25,76 0,03 36,03
5- Isla de Meanguera 0,04 3958 |0,04 56,59 0,04 65,86
6- lsla de Conchaguita 0,04 3293 |0,04 56,05 0,04 64,85
7- Playa Playitas 0,04 4452 0,04 56,98 0,04 57,75
8- Isla Martin Pérez 0,04 3281 |0,04 51,66 0,04 58,29
9- Isla Zacatillo 0,04 5442 (0,04 58,25 0,04 65,03
10- Punta Jocote 0,04 3%54 (0,03 62,97 0,04 64,72
11- Isla Perico 0,05 3946 |0,04 49 37 0,04 55,68
12- Los Jiotes 0,04 3570 |0,04 52,21 0,04 56,67
13- Estero Ramaditas 0,04 4184 |0,04 57,25 0,04 65,92
14- Punta Chiguirin 0,02 10,41 |0,02 4,39 0,02 3,16
15- El Cacao 0,03 7,50 MND MD MD MWD
16- Playa El Tamarindo 0,03 295 0,02 3,7 0,02 1,32
17- Entrada a Estero El
Tamarindo MD MWD MND MD MD MWD
18- Entre Maval y Puerto
Cutuco 0,03 3,60 0,02 1,16 0,02 0,51

Figura 32.Tabla resumen de resultados obtenidos por Alfaro Romero, 2008, de los 18 puntos de muestreo del Golfo de
Fonseca. ND> no detectado. 2

Gaujac y colaboradores®’, realizaron un estudio de analisis multivariado utilizando el
programa Statistica 6.0 (StarSoft, Tulsa, USA) para discriminar parametros de optimizacion
de SPME en la determinacion simultanea de BTEX en efluentes de planta de tratamiento
de desechos. Para el analisis de muestras utilizaron HS-SPME- GC-FID y compararon la
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influencia de los siguientes factores experimentales para SPME: fuerza ionica; tiempo de
extraccion; tiempo de desorcion; velocidad de agitacion; volumen del espacio de cabeza.

Identificaron que a concentraciones cercanas al punto de saturacion 250 g/L de NaCl
afectaba la precision del método y determinaron que a 40 g/L la precision del método no se
veia afectada, con respecto a la agitacion identificaron que a 1000 rpm se extraia la mayor
cantidad de BTEX, ya que los picos cromatograficos producidos poseen una mayor area.
Por medio del analisis individual de los graficos de Pareto para cada BTEX demostraron
que todos los factores experimentales tomados en cuenta son significativos, a excepcion del
tiempo de desorcion y de acuerdo con el modelo, el de mas importancia es el tiempo de
adsorcion. La fiabilidad y el rendimiento de la técnica fueron evaluados considerando los
parametros robustez, linealidad, precision, limites de deteccion y limites de cuantificacion.
Los resultados obtenidos en esta investigacion se presentan en la Figura 33y en la Figura
34 se muestra el cromatograma de la mezcla de BTEX para el efluente A.

Compounds A(pgL™) B(pgL™")
Benzene 1221 1670
Toluene 1224 1891
Ethylbenzene 243.7 405.0
m,p-¥ylenes 205.1 218.0
o-¥ylene 145.8 175.3

Figura 33.Resultados obtenidos por Gaujac y colaboradores de la determinacién de BTEX en efluentes de petréleo. 7
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Figura 34.Cromatograma del efluente A. Numero de identificacion ;(1)benceno; (2) tolueno; (3) etilbenceno; (4) m,p-
xilenos; (5) o-xileno.*’
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Bianchin y colaboradores®, determinaron de forma simultanea hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs) y BTEX (Ver Figura 35), utilizando como técnica de extraccion
SPME y método de identificacion y cuantificacion GC-MS. Para la optimizacion de la
extraccion tomaron en cuenta los siguientes pardmetros: fuerza iénica, modo de extraccion,
tiempo de extraccion y temperatura de extraccion. Estos parametros los evaluaron en los
dos modos de extraccion, inmersion directa (ID) y en espacio de cabeza(HS), ademas
evaluaron la combinacion de estos para dicho analisis concluyeron que la combinacion de
los modos de extraccion era el méas adecuado y el que presentaba mejores rendimientos de
extraccion (Ver Figura 36). El tiempo de extraccion total fue de 80 min, 48 minen ID a
una temperatura de 80 °C y 32 min a 10 °C respectivamente, es evidente que utilizaron la
ID para obtener mejores rendimientos para los PAHs que son compuestos semivolatiles y
HS para la extraccion de los BTEX. Con respecto al revestimiento de la fibra realizaron un
analisis para las siguientes PDMS 100 um, PDMS / DVB 65 um y DVB / CAR / PDMS
50/30 pum de los cuales identificaron que la que mejores rendimientos brindaba era la de
PDMS/CAR/DVB 50/30 um, sin embargo, utilizaron la fibra de PDMS/DVB de 65 um por
presentar un comportamiento intermedio. La validacion de la metodologia la llevaron a
cabo obteniendo las principales cifras de mérito; rango lineal, coeficiente de correlacion,
limites de deteccion y cuantificacion, también evalué la precision con pruebas de
recuperacion, concluyeron que su método demostrd ser adecuado para este tipo de analisis
y abrié un camino para la evaluacion y determinacion de compuestos con diferencias
significativas en sus propiedades fisicoquimicas. Los resultados que obtuvieron de la
evaluacion del método aplicado a muestras de agua se presentan en la Figura 36.

Neormalized peak area
un
[=]

M DI-HS-SPME
HS-SPME
W DI-SPME
0 - : - . - : . i ;
1 2 3 4s & 7 8 9/10 11 12/13 14f15 16 17/18 19

Figura 35 . Respuestas obtenidas por Bianchin et al., 2012 en la comparacion de las metodologias: HS-DI-SPME,
HS-SPME y DI-SPME. Analitos: 1 - benceno, 2 - tolueno, 3 - etilbenceno, 4 — p-xileno, 5 - m-xileno, 6 - o-xileno, 7 -
acenaftileno, 8 - fluoreno, 9 - antraceno, 10 - heantreno, 11 - pireno, 12 - benzo (a) antraceno, 13 - criseno, 14 - benzo
(k) fluoranteno, 15 - benzo (a) pireno, 16 - benzo (b) fluoranteno, 17 - indeno-1-2-3-pireno, 18 - dibenzo (a, h)
antraceno, 19 - benzo (g, h, i) perileno.
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Ararangua river Tubarao river Tap water

Mineral bottled water

Analytes  Sample Rec® (%) Rec®(%) Sample(pgl-') Rec® (%) Rec”(%) Sample(pngl-') Rec®(%) Rec®(%) Sample(pgl-') Rec® (%) Rec®(%)
(pgl™)

1 ND 81 63 DE 77 60 ND 110 120 ND 103 110
2 DE 115 98 ND 108 85 ND 94 98 ND 89 93
3 DE 70 85 DE 66 G0 ND 110 74 ND 120 99
45 DE 71 83 DE 65 61 ND 111 73 ND 113 100
6 ND 90 60 ND 102 70 ND 99 101 ND 111 74
7 ND 88 61 ND 68 60 ND 96 97 ND 81 82
8 ND 78 60 ND 78 83 ND 65 69 ND 60 71
9/10 ND 81 61 ND 99 101 ND 98 99 ND 60 66
11 DE 60 99 DE 110 120 ND 61 78 ND 72 90
12/13 ND 83 104 ND 99 104 ND 109 108 ND 90 93
14/15 ND 75 83 ND 84 68 ND 85 68 ND 89 111
16 DE 70 120 DE 91 101 ND 92 101 ND 97 106
1718 DE 110 115 DE 120 116 ND 76 84 ND 68 77
19 DE 109 115 DE 117 117 ND 77 83 ND 68 78
3 1pgl

b5pgLt.

Figura 36. Concentraciones enriquecidas y recuperaciones determinadas para la aplicacion del método recientemente
desarrollado con separacion / deteccion por GC-MS, desarrollado por Bianchin et al., 2012 . ND (no detectado), DE
(detectado). Detectado significa concentracion entre los limites de deteccion y cuantificacion.

Chalabiani y colaboradores (Chalabiani et al., 2012)%!, fabricaron una nueva fibra de
microextraccion en fase sélida hecha a base de Zeolita y carburo de silicio (las zeolitas son
minerales de aluminosilicatos microporosos que cominmente son utilizados como
absorbentes y el carburo de silicio es un compuesto inorgénico utilizado como abrasivo) en
una matriz de PVC, utilizdndola para la determinacién de BTEX en muestras de agua y
suelos, utilizando HS. Los parametros que optimizaron para la extraccion fueron: tiempo de
extraccion, temperatura de extraccion, agitacion y fuerza iénica. Para la desorcion: tiempo
de desorcién y temperatura de desorcion. Con respecto a la fuerza idnica observaron que
afecta significativamente la extraccion de los analitos, determinaron como concentracion
Optima de sal 2 mol/L en muestras. Los resultados obtenidos por Chalabiani se presentan la

Figura 37.
Sample Shahr Chay river (pg L™’ Soil Sample (ug kg')*  RSD(%)° RSD (%)’
Benzene 1743+ 1.69 ND® 9.7 0
Toluene 132.66 +7.39 0.13+£0.01 5.5 7.6
Ethylbenzene 223.82+6.94 0.846+0.049 3.1 5.7
m,p-Xylene 1914+ 14 0.43+0.03 7.3 7
0-Xylene 259.69 +24 37 0.095 £ 0.0046 9.3 48

Wb Average + standard deviation (n = 4)

“d Relative standard deviation for water and soil samples, respectively.

*Not detected

Figura 37. Resultados obtenidos en muestras de agua y suelos por Chalabiani Et al., 2012 utilizado la fibra de
microextraccion de Zeolita y Carburo de silicio.®!

Gonzélez y colaboradores (Gonzalez et al., 2017)?® , llevaron a cabo un estudio para la
determinacion de BTEX y sus metabolitos utilizando los dientes como biomarcadores y
muestras de partida con un paso previo de extraccién, utilizando una solucion de NaOH 1M
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utilizando ultrasonido, los metabolitos de los BTEX(ver Figura 38 ) se determinaron por
HS-SPME-HPLC y SPME-HPLC (Ver Figura 39).

@ — é Phenol (P)

Benzene (B)

é < @ p-Cresol (pC)

Toluene (T) E\L’N&/i‘“
[ ) Hippuric Acid (HA)
CH4 HD\VO
T
— [ ] Mandelic Acid (MA)
Ethylbenzene (E)
CHy D\l""H\/)DKOH
g
@ E— ﬂ\j 4-MethylHippuric Acid (4mHA)
CH, CHa

p-Xylene (p-X)

Figura 38. Principales metabolitos del benceno?

Para determinar los BTEX aplicaron la técnica HS-SPME y GC-MS, con respecto al
recubrimiento de la fibra utilizaron CAR-PDMS por reportarse como el mejor
recubrimiento para el analisis de BTEX con espacio de cabeza a bajas concentraciones. Las
variables que optimizaron con respecto a la fibra fueron: el tiempo de extraccion,
temperatura de extraccion, pH, salinidad. Algunos parametros de GC-MS establecidos
estaban de acuerdo con Lee et al. (Lee et al., 2007), como la temperatura de desorcién, el
tiempo de desorcién y el programa de temperatura del horno de GC.

Sample teeth Age (years) Smoker Profession or work place Amount of BTEX (ng/g) and metabolites (ug/g)"
B T E X P pct MA HA 4mHA

1 28 Yes Painting 26 18 25 25 42 99 - - -
2 71 Yes Mechanic 1386 1967 1519 1883 54 69 - - -
3 32 No Solvent industry 76 200 958 728 42 36 - - -
4 56 Yes Construction company 37 23 - - 51 36 - - -
5 59 No Construction company 126 95 72 B4 B4 69 - - -
G 24 No Construction company 51 19 8 12 48 69 - - -
7 29 No Construction company 1085 1640 1665 1978 54 72 - - -
8 42 No Construction company 118 42 10 10 45 75 - - -
9 71 Yes Coffee factory 19 15 7 10 51 36 - - -
10 35 No Pharmaceutical Ind, 78 23 12 18 72 57 - - -

Figura 39.Determinacion de BTEX y metabolitos por métodos SPME-GC/MS y SPME-HPLC en diente humanos como biomarcadores.
B:benceno, T:tolueno, E:etilbenceno, X:xilenos,P:fenol, pC: p-cresol , MA: acido mandélico , HA: acido hipurico y 4-mHA: acido 4-

metilhiparico. 28
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Martinez y asesores 8, describen de forma detallada el proceso de optimizacion de SPME
con espacio de cabeza(HS) utilizando GC/MS para la cuantificacion de BTEX en muestras
acuosas. En su investigacion optimizaron los siguientes pardmetros de extraccion y
desorcion, de extraccion; fase de extraccion, tiempo de extraccion, temperatura de
extraccion, fuerza iénica. De Desorcion: tiempo y temperatura de extraccion. EI pH no lo
tomaron en cuenta debido a que los analitos no presentan propiedades acido-base. Con
respecto a la optimizacion de la fase de la fibra de extraccion estudiaron la cantidad de
extraccion respecto a las siguientes fibras PDMS 100 um, PDMS 7 pm, PA um y PDMS-
DVB 65 um después de acondicionarse e identificaron que la fibra que realizaba la mejor
extraccion fue la de PDMS 100 um. Con respecto a la adicién de la sal concluyeron que
afecta significativamente la extraccion en el experimento indicando que la concentracién
adecuada de sal es de 311 g/L. Para determinar la efectividad del método determind los
siguientes parametros de validacion: la linealidad, LOD, LOQ y precision. En la Figura
40. Podemos observar los valores de los pardmetros de optimizacion que recomienda
Martinez.

Variable Valor optimizado
Fase de extraccion POMS 100 pm
Tipo de extraccion HS
Agitacion Agitacion magnética a 1200 rpm
Volumen de muestra 10 mL
Volumen del vial 20 mL
Tiempo de extraccion 20 min
Temperatura de extraccion 30°C
Porcentaje de NaCl 864 % (3.11 g)
Temperatura de desorcion 250 °C
Tiempo de desorcion 3 min

Figura 40. Valores 6ptimos para determinar BTEX utilizando HS- SPME- GC/MS en muestras acuosas.®

Con base a los articulos cientificos revisados para esta investigacion se sintetizd la
informacion relevante en la Tabla 8 y la Tabla 9. La Tabla 8 agrupa los datos en base a la
referencia, analitos estudiados, tipos de muestras , modo de extraccion , tipo de fibra
utilizada y el tipo de sistema cromatografico utilizado para realizar el analisis y la Tabla 9
se realiza una comparacion de los parametros de extraccion y desorcion tomados como
optimos en los diferentes trabajos, también se detallan los limites de deteccion de cada
trabajo.
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Tabla 8. Comparacion de diferentes métodos en SPME para la determinacion de BTEX en diferentes matrices, HS-
SPME: microextraccion en fase sélida con espacio de cabeza, CAR- PDMS: carboxeno-polidimetilxiloxano, GC-FID:

Cromatografia de gasa detector de ionizacién de flama, MS: Espectrometria de masas y CryoTra: criotrampa

criogénica.
Referencia Analitos Tipode  Extraccion  Tipo de fibra Sistema cromatografico
muestra
(Menéndez et BTEX Acuosa HS-SPME PDMS GC-FID
al., 2000)% 100 pm 50m x0.53mm x 1.D, DB-5 (5% fenilo y
95 meltilpolisiloxano) columna capilar de
silice fundida.
(Cho Et. Al BTEX Acuosa HS-SPME CAR-PDMS. GC-FID
2003)% 75-pum 30 m x30.25 mm HP-1 columna capilar
(Almeiday BTEXy Acuosa HS-SPME  PDMS/DVB/CAR GC-FID
Boas, 2004)% otros 50 -um 30 m x0,53 mm de D.I., columna DB-624
bencenos de 3 mm de espesor de pelicula(6% de
sustituidos cianopropilfenilmetilpolisiloxano, J & W
Scientific, Folsom, CA).
Modo de inyeccion Splitless
(Ezquerro, BTEX Suelo MHS-SPME CAR-PDMS GC-FID
2004) %8 75 um CP-Select 624 CB; 30 m x 0.25 mm i.d.
con una fase estacionaria de silice fundida
de espesor de 1.4 um .
Modo de inyeccion Splitless.
(Arambarri et BTEXy Aguaderio  HS-SPME GC-FID
al., 2004)% dialkileteres PDMS-DVB columna capilar de silice fundida (HP-1,
75 um 30 m x 0,32 mm x 0,25 m de espesor de
pelicula, Tecnologias Agilent).
Modo de inyeccion Splitless
(Leeetal., BTEX Agua HS-SPME CAR-PDMS Cryotrap-GC-MS
2007 )7 Subterranea 75 um DB-5 MS 30m x30mx 0.25mm I.D., con
fase estacionaria de silice fundida con un
espesor de 0.25 um
(Guimaraes et COVs Agua HS-SPME CAR-PDMS GC-MS
al., 2008)% incluyendo Potable 75 pm Cromatdgrafo de gases
BTEX. CP Select 624 CB (30 m, 0,25 mm de d.i.,
1,4 mm de espesor de pelicula)
Espectrdmetro de masas con trampa de
iones Varian Saturn 2000
(Alfaro BTX Agua de HS-SPME PDMS GC-FID.
Romero, mar Columna PDMS 30mx0.32mmx1.33um
2008)* film.
Columna PDMS 10mx0.1mmx0.17pm
film.
Inyeccion modo Splitless
(Gaujac et al., BTEX Efluentes HS-SPME PDMS GC-FID
2008)%" de 100 pm Columna DB-624megabore de silice
desechos fundida (6% de cianopropilfenilo, 94% de
dimetilpolisiloxano; 75 m x 0,53 mm de
d.i., 3 m de espesor de pelicula).
Inyeccion modo Splitless
PAHsy Aguaderio ID-SPMEYy PDMS-DVB Cromatografo de gases Shimadzu (GC
(Bianchin et BTEX HS-SPME 65 pm MS-QP2010 Plus) equipado con una
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al., 2012)3%

(Chalabiani et
al., 2012)%

(Gonzalez et
al., 2017)%

(Martinez,
2019) 8

BTEX Aguaderio HS-SPME
y suelo

BTEX Sélida HS-SPME

BTEX Aguaderio HS-SPME

Zeolita-Carburo

de silicio en
matrix de PVC

CAR-PDMS.
85 um

PDMS
100 pum

columna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm ID x
0,25 m de espesor)
Inyeccion modo Splitess

GC Agilent 6890N
Technologies, EE. UU.)
Detector de ionizacién de llama (FID)
columna capilar HP-5 (J&W, EE. UU.)
(30 m x 0,32 mm DI, 0,25 um de espesor
de pelicula)

Inyeccion modo Splitless

Sistema GC /MS de cuadrupolo.
Columna BP-5 (silice fundida WCOT de
30 m x 0,25 mm, fase estacionaria de 0,5

pm)

(Agilent

GC/MS.

Columna capilar HP5-MS-UI de 30m x
0.25 mm x 0.25pum

Detector de masas Hewlett Packard HP-
5973

Tabla 9. Comparacion de los parametros de optimizacion y parametros de validacion. B: benceno, E: Etilbenceno,
T:tolueno, X:xilenos.

Tiempo/ Tiempo

Referencia Extraccion/ Temperatura/ /Temperatu  Limite de Linealidad
deteccion Volumen de extraccion/ rade deteccion(LOD)

Salinidad/Agitacién desorcion

4 min

18+5°C

) . . B=0. 6 ng/mL
(Menendgoz et HS-SPME-GC-FID HS 11mL (vial 22 mL) 3 3 m:)n T=0.2 ng/mL No B ,
al., 2000) NaCl cercana a la saturacion 150°C _ especifica R
o EX=0.08 ng/mL
Agitacion constante
. B= 15 ng/L

ggorgm T=160 ng/L R? entre
(Almeiday . A . 1 min E=32 ng/L 0.9937y
Boas, 2004)%  1S"SPME-GC-FID  HS 10 mL(vial 50 mL). 200°C m-X=56ng/L  0.9953

Sin adicién de sal _

Sin agitacion p-X=69 ng/L

0-X=42 ng/L

30 min _
(Ezquerro Iiosogo mL 10 min E;gg 23 R entre
2004) 28 MHS-SPME-GC-FID i adicion de sal 280°C E=0.2 ng 0.994y

sin agitacion m, p. X=1.0ng 0.996

g 0, X=0.4 ng

10 min
(Arambarri HS-SPME-GC-FID 1HOS (230 mL (vial 40 mL) 1 min B=0.07 ug/L (F){Zgggtlre
et al., 2004)%® 300 g/L 250°C TEX=0.02 ug/L 0'9999 y

1000 rpm '
(Leeetal., Cryotrap-HS-SPME- ;Szmn 5 mi BfO'OA'an//L R2entre
2007 ) GC-MS >C . min T=0.02 ng/L 0.996 y

HS 25 ml (Vial 40 mL) 290 °C E=0.05 ng/L 0.999

267 g/L NaCl m, p. X=0.01 '
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1000 rpm ng/L
0, X=0.02 ng/L
B=0.06 pg/L
15 min Emin T=0.14pg/L
(Guimardes ) e 2012 °C o E=0.07 pg/L RZentre 1y
etal, 2008y HOSPME-GC-MS e’ o miL(vial 20 mL) 250°C m, p. X=0.09 0.993
Sin adicién de Sal ug/L
0,p X=0.17pg/L
10 min
30°C
(Alfaro . . B=0.03 mg/L R? entre
Romero, HS-SPME-GC-FID Ksitla%i?#;)'ﬁ'st‘;if mL > T=0.02 mg/L 0.991 a
2008)*? g X=0.03 mg/L 0.998
égjg'” B=0.28 ug/L
. . . T=0,19 ug/L R? entre
g%gg;f}c etal, s SPME-GC-FID ;'rﬁbif mL en viales de 6.5 mL T E=0.06 ug/L 0.997 a
20glL m,p X=0.05pg/L  0.9984
1000 rpm 0, X=0.05 pg/L
ID-48 min(80°C). _
HS 32 min(10°C). Ezg'ig “gjf RZ entre
(Bianchinet  ID-SPME HS 15mL envialesde4omL o . E-007 HE o 0.99988 a
al., 2012)® HS-SPME 240 g/L LIHE 0.99961
Agitacion constante m,p X=0.08 pg/L
g 0, X=0.30 pg/L
30 min
25+ 1°C
L Solo indica volumen de muestra . B, T,.Ey m,p- R? entre
gfgf";%‘fggl HS-SPME 10 mL T X=0.66 pg/L 0.995a
" 116 g/L 0,X=1.66 ug/L  0.991
Agitacién vigorosa
15 min
(Gonzélez et HS 10mL en viales de 20 mL 2 min B=0.6 pg/mL R2 entre
al., 2017)% HS-SPME-GC/MS 300 g/L 590°C T=0.8 pg/mL 0.984 a
B Agitacidn vigorosa E, p-X=0.9 pg/mL  0.996
ggorgm B=0.1 ng/mL R? entre
(Martinez, ) i . 3 min T, E, 0-X=0.2 0.9915a
2019) ® HS-SPME-GC/MS 3Hlsllg(;|inL en viales de 20 mL 250°C m, p-X=0.4 0.99959
1200 rpm.
11) DISCUSION DE ANALISIS COMPARATIVO DE ARTICULOS

CIENTIFICOS

El proceso de extraccion por SPME puede verse afectado por los siguientes factores:
tiempo de extraccion, pH de la disolucion, fuerza idnica, revestimiento de la fibra,
temperatura de extraccion y la agitacion, esto principalmente se debe a un equilibrio de
particion que existe entra el sistema trifasico; fibra , fase liquida y gaseosa. La cantidad de
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analito extraido depende de tipo de sistema, pudiendo ser un sistema multicomponentes o
monocomponentes, para el primero las extracciones se ven afectadas también por las
propiedades fisicoquimicas de los componentes de la muestra, las cuales influyen en la
afinidad de estos por el tipo de recubrimiento.®® Los revestimientos pueden ser ademas de
un solo polimero o de combinacion de dos o tres polimetros, estos se pueden elegir con
base a la afinidad por los analitos segln los ensayos, estos recubrimientos se clasifican
principalmente por tres caracteristicas: la polaridad , la capacidad de retencion de estos y el
tipo de proceso de extraccion.?’ Con base a lo anterior, se analizaron diferentes articulos
cientificos relacionados con la determinacion de BTEX por SPME para los cuales se
presentan observaciones que pueden llegar a simplificar y mejorar la deteccion de BTEX en
matrices acuosa e incluso ampliar el rango de compuestos de interés.

Proceso se adsorcion:
Modo de extraccion:

En la Tabla 8 podemos observar que el modo de extraccion que predomina para el analisis
de BTEX en diferentes matrices es el de espacio de cabeza(HS),31226:27:29.30,323537.38 ggtq
debido a que con él se garantiza una mayor sensibilidad y mejores rendimientos de
extraccion®. Ademas, se evita dafiar la fibra por la absorcion de compuestos como
proteinas y acidos humicos que puede adherirse de forma permanente a la fibra lo cual
disminuye su vida util.* Sin embargo, se ha demostrado que para el estudio de los BTEX y
otro tipos de compuestos con propiedades fisicoquimicas distintas puede combinarse los
dos modos de extraccion ID y HS para obtener mejores rendimientos de extraccion®. Otra
técnica utilizada para la eliminacion de efectos de matriz en muestras acuosas que puede
ser prometedora para el analisis de COVs y compuestos semivolatiles es la de
Microextraccion multiple de espacio de cabeza-fase sélida (MHS-SPME), ya que su
principal aplicacion segin reportes es la eliminacion de efectos de matriz en muestras
sélidas demostrando ser confiable para dicho propdsito?, aunque con estas dos técnicas se
sacrifica al menos uno de los beneficios que ofrece la técnica de SPME ya que el tiempo de
analisis se incrementa considerablemente.

Revestimiento de la fibra:

Cho y Colaboradores®® especificamente realizaron un estudio para la identificacion del
mejor recubrimiento concluyendo que el mejor para la determinacion de BTEX por ofrecer
mejores rendimientos, sensibilidad y eficiencia es el CAR-PDMS, esto lo corroboraron
otras investigaciones que llegaron a la misma conclusion cuando incluian la fibra de CAR-
PDMS (ver Tabla 8 )?2333% |ncluso esta fibra ha tenido buenos rendimientos para
analisis de multiples componentes COVs y BTEX por lo que el rango de compuestos que
se podrian analizar con esta misma fibra pueden ser muy grande esto sin duda puede ser de
ayuda para el analisis de contaminantes en agua potable en nuestro pais.>® Ademas, se han
realizado investigaciones en busca de desarrollar fibras de microextraccion con mejores
rendimientos y de menor coste. Este es el caso de la fabricacion del recubrimiento de
zeolita y carburo de silicio en matriz PVC para la cual obtuvieron buenos resultados (ver
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Tabla 9).3! Es importante mencionar que para la eleccion del recubrimiento de la fibra
también es necesario tomar en cuenta, ademas de las propiedades fisicoquimicas de los
analitos y su afinidad, el rango de concentraciones a la cual se trabajara, el uso de la fibra
de CAR-PDMS se tiene que realizar a bajas concentraciones esto es debido principalmente
a dos fendmenos, uno debido a la condensacion capilar y el otra que se relaciona
principalmente con la afinidad de los compuestos por el recubrimiento y su masa
molecular; es conocido que compuestos con mayor afinidad y masa molecular pueden
sustituir a otros de menor afinidad. En el caso particular de los BTEX la afinidad por la
fibra de CAR-PDMS es en el orden de Xileno>etilbenceno> tolueno>benceno, por lo cual
a concentraciones de BTEX elevadas los TEX pueden sustituir al benceno en el
recubrimiento.®

Tiempo de extraccion:

El tiempo de extraccion oscila entre 5-20 min para muestras acuosas (ver Tabla 9) este
depende de las condiciones en que se realice el experimento, temperatura de extraccion,
fuerza idnica de la solucion, agitacion de las muestras y volumen del espacio de cabeza.
También puede aumentar considerablemente de cuerdo a la técnica que se utilice y la
matriz, por ejemplo, al utilizar MHS-SPME el tiempo de extraccion total de una sola
muestro puede ser mayor al rango presentado; en el caso que se utilicen dos modos de
extraccion como lo realizado por Bianchin para la deteccion de PAHs y BTEX donde
determinaron como tiempo de extraccion optimo 80 min, en 1D 48 miny HS 32 min.®

Fuerza ionica:

Arambarri, Lee, Martinez han reportado concentraciones que oscilan entre los 250-311 g/L
de cloruro de sodio 82”3 y Chalabiani de 116 g/L3! de cloruro de sodio como 6ptimas para
la realizacion de la determinacion de BTEX en muestras acuosas. Sin embargo, Gaujac y
colaboradores®’ identificaron que a concentraciones de 250g/L de NaCl afecta la precision
del método y determinaron que la concentracion 6ptima es de 40 g/L de NaCl. ¥ El efecto
salino es decir la presencia de sales(NaCl, KCl y Na>SO4) en la soluciones acuosas en
presencia de analitos volatiles aumenta los coeficientes de distribucion, lo que provoca el
paso a analitos de la fase acuosa a la gaseosa aumentado la eficiencia de la extraccion.?°

Temperatura de extraccion:

Segun la literatura al incrementar la temperatura de las muestras hay un efecto negativo en
el proceso de extraccion. Segun Guimardes y colaboradores el estudio de la temperatura de
extraccion no tiene relevancia en el analisis COVs en HS %; sin embargo, se ha demostrado
que en realidad a bajas temperaturas se producen mejores rendimiento de extraccion, por
ejemplo, Arambarri y colaboradores en su trabajo determinaron como temperatura 6ptima
para la extraccion de dialkil éteres y BTEX 4°C . Esto en realidad tiene mucho sentido ya
que se conoce que el proceso de extraccion por SPME es un proceso exotérmico. De
acuerdo con el principio de Le Chatelier al suministrar calor a un sistema exotérmico
afectaria de forma negativa al proceso, en este caso el de extraccién, el caso inverso
provocaria un efecto positivo, es decir al quitar calor del sistema. Bianchin por otra parte, al
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combinar los modos de extraccion observé que al aumentar la temperatura en 1D utilizando
una temperatura de extraccion de 80°C favorece al extraccién de compuestos semivolatiles
como los PAHs y al realizar de forma inmediata una extraccion en HS utilizando una
temperatura de extraccion de 10°C se lograba extraer de forma significativa los volatiles
(BTEX), esto lo logré con la fibra de PDMS-DVB, ademés de eso otro factor que permitid
este tipo de extraccion fue la diferencia en su masa molecular los compuestos semivolatiles
poseen masas molares mas grandes por lo que no son sustituidos por los COVs
(BTEX)3338,

pH de la disolucién:

Se sabe que los BTEX no tiene propiedades acida-base pero algunos autores modifican el
pH de las muestra por los componentes que pueden interferir en el analisis como por
ejemplo la materia organica y metales pesados que pueden precipitar en la solucién, se
conoce que a un nivel de carbono organico disuelto de 21 mg.L? afecta un 20% de la
eficiencia de la extraccion. Segln Serrano y Gallego’ para eliminar los interferentes es
necesario preparar las soluciones de las muestras con una concentracion del 0.1 M(mol/L)
HNOs(c).” Gonzéles en su trabajo utilizd variaciones de pH para realizar una multiple
extraccion de compuestos polares como acidos, fenoles y cresoles apoyandose en que en
este proceso se extraen los analitos en forma neutra. Asi pudo controlar en qué momento
extraer dichos compuestos?®. Sin duda el control de pH resulta importante hasta el punto de
que con su variacion podriamos eliminar efectos de matriz y controlar los analitos a extraer.

Volumen de espacio de cabeza:

El espacio de cabeza segun una tendencia que siguen las investigaciones analizadas en la
Tabla 9. en términos de porcentaje representaria el 50% del volumen total del vial utilizado
para la microextraccién, en particular esto se identificd que se cumpli6 para volimenes de
viales de 20-22 mL.2262630.35 | os compuestos volatiles se concentran en el HS debido a
sus coeficientes de difusion por lo tanto entre mas grande sea el volumen menor sera la
eficiencia. Otros parametros que se relacion con el volumen de HS son la geometria del
vial los viales muy estrechos disminuyen la superficie de contacto de la muestra y la fase
gaseosa provocando que la cinética de la extraccion sea menor. En caso de viales altos
pueden dificultar la agitacion de la muestra. 2

Agitacion de las muestras:

La agitacion de las muestras en HS es de suma importancia para mejorar la cantidad de
analitos extraidos, esto debido a que se mejora la transferencia de los analitos a la fase
gaseosa. En la Tabla 9 observamos que para la extraccion de BTEX se utiliza de 1000-
1200 rpm. 826:273031.3537.38  Almeida y colaboradores no encontraron diferencias
significativas para esta variable en la determinacion de BTEX y otros compuestos
monoaromaticos mas polares y de mayor peso molecular como el Diclorobenceno.
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Proceso de desorcion:
Temperatura de desorcion:

Para elegir la temperatura de desorcion es necesario tomar en cuenta el tipo de matriz y la
temperatura maxima de trabajo que especifique el proveedor para la fibra SPME. Con
respecto al tipo de matriz se toma en consideracion, ya que pueden contener otra
compuestos que se adsorban con mayor fuerza que los BTEX y que no se desorban a las
temperatura a la cual se desorban los BTEX lo cual afectaria el tiempo y el rendimiento de
extraccion ya que tendrian menores sitios activos para que se produjera la adsorcion. Segun
los datos de la Tabla 9 el intervalo para la fibra de CAR-PDMS es de 280-290°C , por lo
general se utilizan temperaturas cercanas a la temperatura maxima a la cual pueden
funcionar, sin excederse ya que al excederse se podria producir sangramiento de la fibra lo
cual es algo parecido a lo que sucede con las columnas cromatogréficas y en consecuencia
se inutilizaria o disminuiria la vida media de la fibra.

Profundidad de la fibra en el inyector:

Este factor en la mayoria de los trabajos no lo tomaron en cuenta por considerarse no
relevante, debi6 a que se consideraba que no afectaba significativamente la desorcién. Sin
embargo, Menéndez menciond que para algunos compuestos si es importante la posicién
de la fibra en el inyector esto debido posiblemente a que algunos inyectores no calientan
uniformemente. Identificé como profundidad éptima 3.5 cm para la fibra de CAR-PDMS.
Ademas, menciono6 que en el caso de los BTEX dicha profundidad tiene influencia en los
TEX. *® Es decir que a un a profundidad menor la desorcion de los TEX es menor.

Tiempo de desorcion:

Oscila entre 1-5 min para los BTEX se ha reportado como menor tiempo desorcion 1 min.
Aunque con el objetivo de evitar efectos de memoria de las fibras por una mala desorcion o
la presencia de sustancias que puedan interferir en el analisis, se recomienda que el tiempo
de desorcidn sea un poco mayor que el 6ptimo.

Meétodos de referencia:

Para la eleccion de las condiciones cromatograficas para la deteccion de BTEX por lo
general se toman como base métodos estandarizados, dentro de los métodos que tomaron
como referencia se pueden mencionar el EPA 503.1, 502.1, 524.1 y 8260B. Almeida y
colaboradores utilizaron el método 503.1 y 502.1 en la determinacion de BTEX y otros
compuestos aromaticos utilizando HS-SPME-GC-FID y Guimardes utilizo el método
EPA524.2 para la determinacion de COVs incluyendo los BTEX en el sistema de HS-
SPME-GC-MS. Es importante tomar un metodo de referencia para realizar este tipo de
analisis; en este caso particular, el que méas se adecua para la matriz es el EPA 524.2 ya
que se utiliza para la identificacion y determinacion de COVs purgables en aguas
superficiales, subterraneas y potable.*
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Parametros de validacion:

» El pardmetro de sensibilidad del método fue afectado por el recubrimiento de la
fibra utilizada para realizar la extraccion. Ezquerro y colaboradores demostraron
que el recubrimiento que produjo una mayor sensibilidad fue el de CAR-PDMS en
las deteccién de BTEX aun que produce menores rangos lineales en comparacion a
la fibra de PDMS.

» La precision del método puede verse afectada por la concentracion de sal utilizada
para realizar la extraccion. Gaujac y colaboradores identificaron que a
concentraciones de 250g/L de NaCl afecta la precision del método y determinaron
que la concentracion 6ptima es de 40 g/L de NaCl.%’

En general los pardmetros de validacion utilizados en la determinacién de BTEX fueron:
robustez, sensibilidad y repetibilidad, LOQ, LOD, precision y exactitud. En la Tabla 9. se
muestran los LOD determinados en las investigaciones relacionadas con la determinacion
de BTEX, utilizando la fibra de CAR-PDMS se logran incluso medir en picogramos(10-?
g/mL) utilizando el sistema HS-SPME-GC-MS.%

Los valores que se han identificado como Optimos para dicho estudio son los que se
presentan en la Tabla 10, algunos se presentan como intervalos como la temperatura de
desorcion. Con respecto al tiempo de adsorcion se presenta como intervalo debido a que no
se encontré ninguna investigacion que concretamente analizara BTEX utilizando CAR-
PDMS en HS-SPME-GC-MS.

Tabla 10. Valores dptimos de variables de extraccion y desorcion en SPME para la determinacion de BTEX.

Variable Valor 6ptimo

Adsorcion

Modo de extraccion HS

Tipo de fibra de SPME CAR-PDMS 75pm

Tiempo de extraccion 1-5 min

Temperatura de extraccion 4°C

Fuerza ionica 40 g/L NaCl

Volumen de espacio de 10 mL(en viales de

cabeza 20mL)

pH de la disolucion 1

Agitaciéon de muestra 1000-1200 rpm
Desorcion

Tiempo de desorcion 1-5 min

Temperatura de desorcion 280-290°C
Profundidad de la fibra en el

. 3.5cm
inyector
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CONCLUSIONES

Los BTEX en la actualidad pueden considerase como una de las familias de
compuestos con un gran potencial de contaminacion para rios, mares, agua de
consumo y agua marina esto se puede comprobar debia a que su presencia en estas
matrices es recurrente como podemos observar para cada una de las investigaciones
antes mencionadas y analizadas estos fueron detectados esto como consecuencia del
uso excesivo de estos a nivel industrial. Por ello es importante su estudio y
monitoreo

La técnica de HS-SPME en combinacion con GC o GC/MS ha comprobado ser una
de las mas eficaces y efectivas para realizar analisis de COVs y compuestos
semivolatiles en diferentes matrices, esta tiene muchas ventajas en comparacion a
las extracciones tradicionales. Sin embargo, en El Salvador es poco conocida e
implementada. Para la determinacion de BTEX el recubrimiento con mejores
rendimientos de extraccion y con mayor afinidad ha resultado ser el de CAR-
PDMS, este ha demostrado ser efectivo para la determinacién de 23 COVs de forma
simultanea, incluyendo los BTEX. Los parametros que se tienen que tomar en
cuenta para la optimizacion del analisis de BTEX para muestras acuosa son: tiempo
de extraccion, temperatura de extraccion, pH de la disolucion, volumen de espacio
de cabeza, temperatura de desorcion, agitacion, fuerza iénica, tiempo de desorcion,
temperatura de desorcion, profundidad de la fibra en el inyector.
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