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RESUMEN.

La Microextraccion en fase sélida (SPME) ha experimentado un rapido
desarrollo desde su introduccién hace mas de 20 afios teniendo un gran impacto
sobre las practicas de muestreo y preparacion de muestra en dreas como anélisis
quimico, bioandlisis, los alimentos y las ciencias ambientales. Sin embargo, en
otras dreas como analisis clinico, ciencias farmacéuticas y médicas, se espera un
crecimiento en sus aplicaciones. El objetivo fundamental de la presente
investigacion ha sido la implementaciéon de nuevas metodologias mediante la

técnica de SPME.

En el primer estudio, se modifica la interfase comercial SPME-HPLC, la
cual fue adaptada para realizar una extracciéon dinamica en linea de los analitos
de la muestra sobre la fibra con desorcién mediante aplicacion de vibraciéon en
la interfase durante ambos pasos de extraccion y desorcion. Para la
optimizacion, se eligieron como compuestos prueba hidrocarburos arométicos
polinucleares (PAHs), en concreto catorce, los cuales fueron detectados por
fluorescencia. Se analizaron muestras de agua del Pantano San Juan y del rio
Guadalix. La interfase fue validada por comparacién de los resultados con los
obtenidos mediante el método de referencia 550.1 de la EPA. La extraccion

dindmica mostr6 buena sensibilidad respecto al método de referencia, no



existiendo diferencias significativas entre ambos métodos al nivel de

probabilidad del 95%.

En la segunda parte de la tesis, se desarrolla una interfase SPME/HPLC
Off-Line, en la cual el proceso de desorciéon de los analitos en la fibra se lleva a
cabo térmicamente lo cual evita el contacto de la fibra con los disolventes
orgénicos de la fase movil; recolectandolos después de la desorciéon en una
mezcla de disolventes organicos para posteriormente ser inyectados en el
cromatégrafo de HPLC con detector de fluorescencia. Entre las ventajas que
posee esta nueva interfase off-line es que se protege la fibra de posibles dafios
por contacto, que ocurren al utilizar la interfase comercial on-line para HPLC.
Para la optimizacién de la interfase se eligieron como compuestos “tests” cinco
PAHs. Se analizaron muestras de agua del Pantano de Valdemayor y del rio
Guadalix. La interfase fue validada comparando los resultados con los
obtenidos mediante el método de referencia 550.1 de la EPA, no existiendo

diferencias significativas al nivel de probabilidad del 95%.

La tercera parte de tesis aborda la problematica de los vertidos ilegales
en las fuentes hidricas; se disenid un dispositivo de muestreo para la
microextraccion en linea que consta de una caja de acero recubierta con malla
de acero y en el interior un soporte con cuatro fibras; dicho dispositivo se
sumerge en aguas de rios durante un tiempo de tres dias, lo que le permite

realizar un muestreo dindamico e identificar posibles vertidos industriales en los

Vi



afluentes. En este estudio se analizaron aguas de los rios Manzanares y Jarama,
permitiendo la deteccién e identificacion de muy diversos compuestos orgéancos

en aguas de dichos rios.

Por dltimo, se evalua el interés potencial de un marcador en muestras de
orina de madres gestantes utilizando la técnica de HS-SPME-GC-MS; este
marcador permitid determinar el sexo del feto en el primer trimestre de
gestacion con un 94% de acierto en una muestra de 36 mujeres gestantes. La
consolidaciéon de este marcador requiere realizar un estudio més completo,
analizando un ndmero de muestras de orina madas representativo a nivel

estadistico.
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ABSTRACT

The solid phase micro extraction (SPME) has experienced rapid
development since its introduction more than 20 years ago having a great
impact on sampling and sample preparation areas such as chemical analysis,
bioanalysis, food and environmental sciences. However, in other areas such as
clinical analysis, pharmaceutical sciences and medical applications a significant
increase in its applications is expected. The main objective of this research has

been the implementation of new methodologies by SPME technique.

In the first study, a commercial SPME-HPLC interface was modified for
on-line dynamic extraction of the analytes from the sample onto the fiber with
desorption by the interface vibration during the steps of extraction and
desorption. For optimization of the method, polynuclear aromatic
hydrocarbons (PAHs) were selected as test compounds, in particular fourteen
ones which were detected by fluorescence. Water samples of San Juan Reservoir
and River Guadalix were analyzed. The interface was validated by comparing
the results with those obtained using the reference method EPA 550.1. The
dynamic extraction method showed good sensitivity compared to the reference
one, without existing significant differences between the two methods at the

95% probability level.
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In the second part of this thesis develops a SPME / HPLC Off-Line
interface was developed, where the desorption process of the analytes from the
fiber is thermally performed preventing fiber contact with mobile phase organic
solvents; after analytes desorption they were collected in an organic solvent
mixture, and then they were injected into the HPLC chromatograph with
fluorescence detection. The advantage that presents this new off-line interface is
that it protects the fiber from damage by contact with organic solvents,
occurring in the on-line HPLC commercial interface. For developing the
interface, five PAHs as "tests compounds" were chosen. Water samples of the
Guadalix River and the Valdemayor reservoir were analyzed. The interface was
validated by comparing the results with those obtained using the reference

method EPA 550.1, with no significant at 95% probability differences.

The third part of the thesis approaches the problem of illegal discharges
into water sources. A sampling device was developed for on-line SPME
consisting of a stain steel mesh box within which four SPME fibres are
allocated; the device is immersed in the river during a three days period, being
possible to perform a dynamic sampling that allows the identification of
possible industrial discharges into the river. In this study water of Manzanares
and Jarama rivers were analyzed, allowing the detection and identification of

very various organic compounds in the water of these rivers.



Finally, the potential interest of a marker in urine samples from pregnant
women using the HS-SPME-GC-MS technique was evaluated. This marker
allowed the determination of the fetus sex during the first trimester with
likehood of 94% using a sample of 36 pregnant women. The consolidation of
this marker requires a more complete study, analyzing a number of urine

samples statistically most representative.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de esta tesis doctoral es introducir nuevos
desarrollos analiticos en microextraccion en fase sélida (SPME), en campos de
aplicaciéon como la contaminacion ambiental y la medicina, aumentando el

interés por esta metodoldgia en los diferentes campos de estudio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Modificar la interfase comercial SPME-HPLC para mejorar la sensibilidad, lo
que incluye una extraccién dinamica con flujo continuo de la muestra sobre
la fibray la aplicacién de la vibracién en la interfase de desorcion durante los

pasos de extraccion y desorcion.

2. Desarrollar una interfase SPME/HPLC en linea evitando el contacto de la
fibra de SPME con los disolventes organicos de la fase mévil al utilizar la
interfase comercial para HPLC, lo que protege la fibra de su posible deterioro

por contacto con dichos disolventes.

3. Desarrollar una herramienta que permita realizar un muestreo continuo en
rio, en su propio flujo, que permita evidenciar posibles puntos de vertidos

industriales ilegales.

XXXi



OBIJETIVOS

4. Estudiar la utilidad de un marcador potencial detectado en la orina de las

madres gestantes para la determinacion precoz del sexo del bebé.

XXXii
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El analisis moderno de muestras complejas requiere que en las etapas del
proceso de muestreo y de la preparacion de la muestra se realice un trabajo analitico
completo hasta la obtencion de los resultados, para su posterior evaluacion
estadistica y, por ultimo, para tomar decisiones. Cada una de estas etapas es critica
para la obtencion de resultados correctos; si una de estas etapas no se hace de manera
adecuada, el rendimiento global del proceso seria insatisfactorio y en consecuencia,
se puede esperar gran variabilidad en los datos. Por tal motivo, la eleccion de la
metodologia de muestreo y preparacion de muestra en particular tiene el potencial
de afectar la calidad de los resultados. La preparacion de muestra, sin duda, puede
ser citada como el paso méas lento en el procedimiento analitico para las
determinaciones cuantitativas en matrices complejas ya que alrededor del 60-80%
del tiempo de trabajo y el coste operativo se emplea en esta etapa antes de su
introduccion en los instrumentos de medida [1]. Por consiguiente, una preparacion
optima de la muestra es necesaria con el fin de minimizar el tiempo de preparacion
requerido, reducir el nimero de manipulaciones de matriz y etapas de preparacion,

ya que cada paso agrega su propia fuente potencial de error [2].

En el desarrollo de métodos se debe tener en cuenta dos factores. Primero,
debido a que las muestras medioambientales son muy complejas, los métodos se
basan mayoritariamente en el uso de técnicas de separacion, basicamente
cromatogréficas, con las que se lleva a cabo la separacion de los analitos; segundo,

como las concentraciones a las que se encuentran presentes estos compuestos en las
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muestras medioambientales son muy bajas, se precisan sistemas de deteccion muy
sensibles para su cuantificacion o bien se utiliza una etapa de preconcentracién
previa a la separacién y deteccidén. La espectrometria de masas (MS) es una de las
técnicas de deteccion mas utilizadas ya que permite identificar los compuestos al
mismo tiempo que se cuantifican [3, 4]. Entre las técnicas cromatograficas mas
utilizadas en la actualidad se pueden mencionar principalmente la cromatografia de
gases (GC) y la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) aunque existen
otras técnicas cromatograficas de uso mas minoritario como la cromatografia de
fluidos supercriticos (SFC) y la cromatografia de capa fina (TLC) [5, 6]. Entre las
técnicas no cromatograficas que también se han aplicado al analisis medioambiental

se puede mencionar la electroforesis capilar (CE) [7, 8].

Las técnicas mas utilizadas de preparacion de muestra se basan en las
tecnologias tradicionales como la extraccion Soxhlet [9, 10], liquido-liquido (LLE) [11,
12] que son laboriosas y consumen mucho tiempo; ademas, también requieren el uso
de disolventes organicos potencialmente toxicos [13] y la extraccion en fase solida
(SPE) [14, 15]. LLE es un procedimiento de multiples pasos que a menudo da lugar a
la pérdida de analitos durante el proceso, por lo que con frecuencia la preparacion de
muestra es la principal fuente de errores en el anélisis. Extraccion en fase solida (SPE)
fue desarrollada en la década de los ochenta y se ha convertido en una poderosa
herramienta para el aislamiento y purificacién quimica debido a que precisa de

menores cantidades de disolventes organicos, los tiempos necesarios para realizar la
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extraccién son menores y la manipulacién de la muestra es también menor; esta
técnica se limita a compuestos semivolatiles o no volatiles, con puntos de ebullicion

superiores a la temperatura del disolvente de desorcion [16].

El principio en el que se basa la SPE, que es similar al de la cromatografia de
liquidos, es la diferencia de afinidad de los analitos entre una fase solida o liquida
guimicamente ligada a un soporte sélido, que es el sorbente y una liquida, que es la
muestra. Existen diferentes tipos de sorbentes que se comercializan en forma de
cartuchos o discos y que se escogen en funcion de los analitos que se quieren
determinar. Se pueden diferenciar basicamente tres tipos, los sorbentes de silices
enlazadas [17], los de carbén [18, 19] y los poliméricos [20, 21]. Otros tipos de
sorbentes para SPE, que se han desarrollado mas recientemente son los
inmunosorbentes y los polimeros de huella molecular [14, 22]. La elucion de los
analitos retenidos se realiza mediante unos pocos mililitros de un disolvente
organico como por ejemplo metanol, diclorometano o acetato de etilo. Aunque, SPE
puede ser acoplada en linea con la GC y HPLC [23, 24, 25], este método aln requiere
multiples pasos y presenta inconvenientes tales como pérdidas en la etapa de
evaporacion, riesgos de contaminacion y pérdida de sensibilidad debido a la

inyeccion de sélo una pequefia alicuota de la muestra [26].

Es evidente que la demanda de determinaciones mas rapidas y mas precisas

gue incluyan la presencia de un namero cada vez mayor de analitos organicos a
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concentraciones de niveles de trazas en muestras ambientales, bioldgicas y
alimentarias complejas, han influido en gran parte de los avances en la preparacion
de la muestra. En los ultimos afios los avances en el campo del analisis
medioambiental se han dirigido al desarrollo de nuevas técnicas de preconcentracion
gue sean de facil uso, que permitan minimizar la manipulacion de la muestra, que no
precisen del uso de disolventes organicos, que puedan ser facilmente automatizadas
y que sean rapidas. Otro aspecto importante a tener en cuenta es que estas nuevas
técnicas de preconcentracién permitan realizar anélisis de campo. Como resultado de
ello, las limitaciones de la SPE se superaron mediante la colocacion de una cantidad

muy pequefia de la fase de extraccion en una barra de silice fundida.

El uso de una pequefia cantidad de fase liquida en las técnicas de
microextraccion proporciona un mayor rendimiento de preconcentracion desde
grandes volumenes [27]. La pequefia geometria de este dispositivo permite la
transferencia de masa rapido durante la extraccion y desorcion y evita el
taponamiento que sucede con los cartuchos de SPE. La idea de un dispositivo de este
tipo ha permitido el desarrollo de una nueva técnica de preparacion de la muestra:
Microextraccion en Fase Sélida (SPME) [28]. La Microextracciéon en Fase Sélida
destaca por su sencillez, ausencia de disolventes organicos, sensibilidad elevada y
bajo coste. El proceso de SPME consta de dos pasos: particion de analitos entre el
recubrimiento y la matriz de la muestra, seguido de desorcion del extracto

concentrado en el instrumento analitico. En la Tabla 1-1 se muestran los principales
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pasos del proceso de preparacion de la muestra con diferentes técnicas usuales en los

laboratorios [29].

Tabla 1-1. Comparacién con otras técnicas usuales de preparacion de muestras: extraccion
liquido-liquido (LLE), extraccion en fase solida (SPE), y microextraccion en fase

sélida (SPME).

LLE

SPE

SPME

Adiccién de disolventes
organicos a la muestra.

Agitacién en un embudo de
decantacion.

Separacién de las fases acuosa y
organica

Eliminacion de la fase acuosa.

Evaporacion / concentracion de
la fase organica.

Medida en el instrumento
analitico

Acondicionamiento de cartuchos
0 membranas.

Eluciéon de la muestra.

Elucion del disolvente para
eliminar interferencias y
desorcion de los analitos.

Evaporacion / concentracion de
la fase organica

Medida en el instrumento
analitico

Exposicién de la
fibra de SPME a la
muestra.

Desorcién de
analitos en el
instrumento

analitico.

1.1. TECNICAS BASADAS EN MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Desde que se introdujo la SPME en fibra en la década de 1990, la

miniaturizacion en la preparacion de muestras se ha convertido en una tendencia

dominante en la quimica analitica [30, 31], ya que presenta numerosas ventajas frente

a la preparacién de muestra tradicional. Algunas de ellas son: simplicidad, rapidez,
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economia, minimizacion de las etapas y de la manipulacidon de la muestra, mayor
precision y sensibilidad. Ademas, se minimiza la cantidad de muestra, el consumo de
reactivos y de disolventes costosos y toxicos, mas compatibles con la quimica verde.
Esto ha llevado al surgimiento de una variedad de técnicas asociadas a la
microextraccion. Existen dos clasificaciones para estas técnicas basadas en SPME: la
primera, las que se realizan con agitacién de muestra durante la extraccion,
denominada estatica (sample-stir microextraction (SSME)) y otra dinamica en la que
la muestra hace pasar, con un flujo determinado, por el medio sorbente (sample-flow

microextraction (SFME)) [32].

1.1.1. Microextraccion dindmica (SFME).

SFME se realiza mediante una jeringa o bomba que pasa la muestra a través de
los revestimientos o sorbentes, en esta se incluye la microextraccion en aguja (in-

needle) y en tubo capilar (in-tube). [32].

1.1.1.1.  Microextraccion en aguja (in-needle)

La microextraccion en aguja (In-needle), ha evolucionado en varios tipos, el
primero que se desarrollé utiliza una jeringa provista de una aguja con un
revestimiento interior como dispositivo de extraccion (Figura. 1-1 D), conocida como

extraccion dindmica en fase sélida (SPDE). El volumen del revestimiento en la pared
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interior de la aguja es inferior a 0.5 pL aproximadamente; el principal inconveniente
de SPDE es que tiende a contaminar el revestimiento, debido a que los analitos
tienden a permanecer en la pared interior de la aguja después de la desorcion térmica

[32].

Otro tipo de microextraccién In-needle es denominado Microextarccién en
aguja empaquetada (packed-needle microextraction, PNME), en el cual los sorbentes
o fibras se empaquetan en el interior de una aguja extraible montada en una jeringa
(Figura 1-1 E). La muestra se hace pasar a través de la aguja por succion mediante
una jeringa o bomba; la capacidad de extraccion se puede variar mediante el

aumento de sorbente y/o el volumen de la muestra [36, 37].

La altima de las metodologias que involucra la microextraccion In-needle se
basa en un cartucho empaquetado con material sorbente (Microextraction by packed
sorbent, MEPS), figura 1-1 F. Esta técnica puede ser vista como extraccion en fase
s6lida miniaturizada y se aplica un procedimiento similar al SPDE. La muestra se
succiona 'y expulsa a través de una jeringa varias veces hasta alcanzar un equilibrio.
Posteriormente, los analitos extraidos se eluyen con un pequefio volumen de
disolventes (10-50 pL) directamente en el inyector de GC o LC. Una ventaja
importante de MEPS es que puede manejar voliUmenes pequefios de muestra (10 uL),
asi como los volumenes grandes (1000 uL) [39, 40], por lo que es una técnica muy

prometedora para su aplicacion a muestras bioldgicas y ambientales. Una limitacion
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de MEPS, es que para la extraccién in-situ el sorbente debe estar acondicionado con

paso de disolvente antes de la extraccion.

1.1.1.2. Microextraccion en tubo (in-tube)

Otro desarrollo de la SFME, es la microextraccién In-Tube, la cual utiliza una
columna capilar de silice fundida tubular abierta como un dispositivo de extraccion.
Los compuestos organicos en muestras acuosas se extraen directamente y se
concentran en la fase estacionaria de la columna capilar haciendo pasar la muestra
varias veces a traveés de un capilar, los analitos extraidos se pueden transferir

directamente a la columna de cromatografia de liquidos (Figura 1-1 G) [41, 42, 43].

1.1.2. Microextraccion con agitaciéon de la muestra (SSME).

En la SSME se incluyen la microextraccion en fibra (SPME), en pelicula

delgada (thin-film microextraction (TFME)) y en barra magnética de agitacion (stir-

bar sorptive extraction (SBSE)). En estos métodos la microextraccion se lleva a cabo

con agitacion constante de la muestra.
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1.1.2.1.  Extraccion por sorcion sobre barra agitadora (SBSE).

La extraccién SBSE, utiliza una barra de agitacion magnética recubierta con
una capa delgada de material sorbente. La barra magnética puede agitar la muestra
liquida para la extraccion (inmersién) o ser colocada en la fase gaseosa por encima de
la muestra (espacio de cabeza). Segudamente, los analitos se desorben ya sea
térmicamente o con un disolvente liquido para el analisis por GC y LC
(principalmente), respectivamente. Generalmente, se requiere una interfaz especial

(unidad de desorcion) para la desorcion térmica [33].

Una diferencia principal entre la SPME en fibra y SBSE es la cantidad de fase
de extraccion. Tipicamente, el volumen de la fase de extraccién en SBSE (hasta ~125
ML) es 50-250 veces mayor que la de la fibra de SPME. Esto conlleva un mayor factor
de enriquecimiento, lo que hace que la técnica SBSE sea adecuada para el analisis de
trazas. Sin embargo, el mayor volumen de la fase de extraccion introduce algunos
problemas; el tiempo de extraccién de SBSE es mayor que en SPME en fibra porque
se requiere mas tiempo para alcanzar el equilibrio. Por otra parte, el tiempo de
desorcion es mas largo (tipicamente 10 min), por lo que es necesario concentrar los
analitos durante la transferencia usando una trampa fria (-150 ° C hasta la
temperatura ambiente de acuerdo con la volatilidad de los analitos) [34]. Una de las
desventajas mas importante de SBSE frente a las fibras de SPME es que s6lo tiene un

tipo de sorbente, que es el PDMS.

11
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1.1.2.2.  Microextraccion en membrana (TFME).

TFME utiliza una membrana que lleva la fase de extractante, tiene mayor
eficacia de extraccion, debido al mayor volumen de sorbente y su relacién mas alta
de superficie a volumen. Al igual que en SBSE, para la desorcién térmica de los
analitos adsorbidos en la pelicula necesita la asistencia de una interfase. En un
reciente desarrollo de TFME para la extraccion in situ se ha implementado un
sistema que utiliza una fibra hueca (hollow-fiber (HF)), las superficies interiores y
exteriores de la HF estan recubiertas por una capa delgada (1.2 a 1.3 micras) de
polimero que presenta una fuerte afinidad hacia los compuestos clorados y
bromados. La membrana recubierta se puede colocar directamente en un vial que

contiene la muestra para la extraccion [35].
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Microextraccion con Agitacion de la Muestra

(A) c Fibra h
Fibra de Recubrimiento ( ) sl
ilica fundid Poliméri
silica fundida olimérico I\ Ao miiilica
Recubrimiento g
— Polimérico i [ Recubrimiento
Barra magnética Envoltura de Polimérica
Vidrio
Fiber SPME SBSE TFEME
Microextraccion In -needle (con flujo de muestra)
F
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Figura 1-1. Esquema de las diferentes técnicas de microextraccion disponibles: (A) SPME en
fibra; (B) extraccién por sorcién sobre barra agitadora (SBSE); (C) microextraccion
en pelicula delgada (TFME); (D) extraccion en fase s6lida dinamica (SPDE); (E)
microextraccién en aguja empaquetada (PNME); (F) microextraccién en cartucho
con sorbentes empaquetados (MEPS); y (G) microextraccion en tubo (In-tube).
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Tabla 1-2. Comparacion de las técnicas de preparacibn de muestras basadas
microextraccion.
Consideraciones SPME SBSE SPDE MEPS PNME
tipicas
Volumen de la 0,5-20 1-100 0,01-0,1 0,01-0,1 1-100
muestra (mL)
Matriz de la muestra* G LS G LS G LS L G, L
Tiempo de extraccion
aproximado (min) 10-90 30-200 2-10 2-10 <1.30
Factor de Alto Alto Alto Moderado Moderado
enriquecimiento
Polaridad adecuada
de analitos NP-SP NP-SP NP NP-P NP-P
Disponible Si Si Si Si No
comercialmente
Robustez de la Moderado Bueno Bueno Bueno Bueno
técnica
Coste del dispositivo Moderado Moderado Bajo Bajo Bajo
Se acciona Se acciona Se acciona
Accesorio Agitador Agitador Manualmenteo  Manualment Manualment
con bomba eocon eocon
bomba bomba
Automatizacion Alto Moderado Alto Alto Alto
e Alta e Alta e Alta e Consumo e Alta
sensibilid sensibilidad. sensibilidad. mayor de rapidez
ad. e Revestimien  eRevestimiento disolventes del
Observaciones ¢ Fibras tos s limitados. durante la método.
fragiles. limitados. elusion.
e tiempo o Necesita
de vida unidad de
de las desorcion.
fibras.
Pérdida de Pérdida de Pérdida de Pérdidas de Pérdidas de
recubrimie  recubrimiento recubrimiento analistas analistas
Fuentes de error nto durante la durante la durante la durante la
durante la desorciéon desorcion. desorcion. desorcion.
desorciéon

* G, Gas; L, Liquido; S, s6lido; NP, no polar; SP, semi-polar; P, Polar.
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1.1.2.3.

Microextraccién en Fase Solida (SPME) en fibra.

Esta técnica fue introducida por Pawliszyn y colaboradores a comienzos de

1990 [44];

en la actualidad, se ha convertido en una técnica rutinaria en muchos

laboratorios siendo constante el aumento de publicaciones (Figura 1-2). En un

principio, SPME fue introducida para analizar compuestos relativamente volatiles en

el campo del medio ambiente; actualmente, su uso se ha extendido a muy diversas

areas de analisis dado que representa un valiosos avance en uno de los pasos

fundamentales como lo es la preparacion de muestras en una gran variedad de

matrices: gaseosas, liquidas, sélidas y bioldgicas [45, 46, 47, 48, 49, 50] , y para una

amplia gama de analitos volatiles a partir de compuestos no volatiles [51, 52, 53, 54].
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Figura 1-2. Numero de publicaciones cientificas relacionadas con Microextraccion en Fase

Sélida desde 1990 hasta diciembre de 2015 (Fuente: Editorial Elsevier).
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En SPME los analitos se extraen de la muestra en una fase sorbente sélido o
liquido. Se integra el muestreo, la extraccion y el enriquecimiento en un solo paso
libre de disolvente mediante una fibra de silice fundida recubierta de un material
sorbente, en la mayoria de los casos un recubrimiento polimérico, seguida de la
desorcion de los analitos térmicamente o mediante el empleo de un disolvente
organico y se introducen en dispositivos de separacion o de deteccion para el
analisis. El pequefio tamafio de la fibra y su geometria cilindrica permiten
incorporarla en el interior de una aguja de una jeringa, de tal forma que esta puede
retraerse y desplegarse de su interior quedando expuesta asi a la muestra. De esta
manera, se facilita su manipulacion y al mismo tiempo se protege la fibra cuando no
se utiliza, ya que ésta permanece dentro de la aguja. La casa comercial Supelco
comercializé diferentes configuraciones para el acoplamiento de la fibra a la jeringa,

en la figura 1-3a 'y 1-3b se muestra un esquema del dispositivo comercial de SPME.

El portafibras consiste en un cuerpo de acero inoxidable, un embolo, un
medidor ajustable con una aguja guia y una tuerca de acero inoxidable como se
muestra en la figura 1-4. Ademas, el dispositivo estd disefiado para ser usado con
una fibra reemplazable, cada fibra puede ser usada entre 20 y 150 analisis 0 mas,

dependiendo de la matriz y del cuidado en el manejo durante su uso [55, 56].
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Figura 1-3. Mecanismos utilizados para SPME fabricados por Supelco, a) Portafibras para
cromatografia liquida con fibra. b) Portafibras para cromatografia de Gases con
fibra. c) Fibras.

Cada fibra de SPME estd ensamblada en el interior de una aguja de acero
inoxidable, lo que le permite atravesar el septum del cromatdgrafo de gases y ser
introducida directamente en el inyector para la desorcién de los analitos. La fibra
también esta provista de una férula de latén, un septum de cierre y un muelle de
tension [57]. El color del tornillo de enlace de la fibra indica el tipo de fase que

contiene la fibra, (figura 1-3c).
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Figura 1-4. Esquema del dispositivo comercial de SPME.

La SPME presenta una serie de ventajas frente a otras técnicas de
preconcentracién; es una técnica muy simple lo que lo hace de facil uso, minimiza el
consumo de disolvente organico, los tiempos de preparacion de muestra minimos,
requiere pequefios volumenes de muestra, es facilmente automatizable, presenta un
bajo coste y la capacidad de producir resultados analiticos cualitativos y
cuantitativos en muestras complejas. Ademas, debido a su disefio, es facilmente
transportable por lo que la hace una técnica muy adecuada para realizar analisis de
campo [58, 59]. Otra ventaja que presenta es la posibilidad de utilizarse con todos los
tipos de muestras, ya sean gaseosas como por ejemplo aire [60, 61] o aliento [62, 63],

liquidas como aguas o bebidas [64, 65], o s6lidas como sedimentos, alimentos, etc.
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[66, 67] o bioldgicas [68, 69]; un reciente avance en aplicaciones biomédicas de SPME

incluyen el desarrollo de in vivo SPME [70, 71, 72, 73].

En el proceso de SPME se pueden diferenciar principalmente dos etapas. Una
primera etapa de extraccidén en la que la fibra se pone en contacto con la muestra
durante un tiempo y temperatura determinados, de manera que se produce una
migracion de los analitos desde la muestra a la fibra hasta que se alcanza el
equilibrio. Posteriormente, en una segunda etapa, se realiza la desorcién de los

analitos retenidos por la fibra.

1.1.2.3.1. Procedimiento general.

En el proceso de SPME se pueden diferenciar principalmente dos etapas: en la
primera la fibra se introduce a través del septum de un vial donde se encuentra la
muestra y la fibra se pone en contacto con los analitos o su espacio de cabeza durante
un tiempo y temperatura determinados, de manera que se produce una migracién de
los mismos desde la muestra a la fibra hasta que se alcanza el equilibrio. En una
segunda etapa, después de un tiempo determinado, la fibra es retirada del vial e
inmediatamente se realiza la desorcion de los analitos retenidos por la fibra en el
instrumento analitico para su andlisis. En La figura 1-5 se muestra el procedimiento

general de SPME.
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(a) Pasos de extraccion para HS-SPME

(c) Desorcion térmica en el inyector de GC
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Figura 1-5. Proceso de extraccion por espacio de cabeza (HS) o inmersion directa (DI) y
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proceso de desorcién en Cromatografia de gases o cromatografia de liquidos de
alta eficacia. (1) Se atraviesa el septum con la aguja de SPME, (2) se despliega la
fibra y se expone a la muestra en modo HS o DI, (3) se retrae la fibra y se lleva al

instrumento de analisis.
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1.1.2.3.2. Modos de extraccion

La extraccion mediante SPME puede llevarse a cabo de tres maneras distintas:

inmersiéon directa, extraccion en espacio de cabeza y extraccibn con membrana

protectora; la figura 1-6 ilustra estos modos de extraccion SPME. La eleccion del

modo de extraccion se realiza considerando tres aspectos importantes: la matriz de la

muestra, la volatilidad del analito y su afinidad por la fibra sorbente como se indica

genéricamente en la tabla 1-3.

Tabla 1-3. Criterio de seleccién del modo de extraccion.

Modo SPME

Propiedades del analito

Matrices

Inmersién Directa

Espacio de Cabeza

Membrana Protectora

In-vivo

De media a baja volatilidad

De alta a mediana volatilidad

Baja volatilidad

De mediana a baja volatilidad

Muestras gaseosas,
liquidas.

Muestras liquidas,
solidas

Muestras complejas

Muestras biol6gicas

1.1.2.3.2.1.

Inmersién directa (D).

La fibra de SPME es introducida directamente en la muestra y los analitos son

transportados desde la matriz de la muestra a la fase extractante (figura 1-6a). Para
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acelerar el proceso de extraccién, se requiere la agitacién de la muestra para facilitar

la difusién de los analitos desde la muestra a los alrededores de la fibra.

1.1.2.3.2.2. Espacio de cabeza (HS).

La fibra se introduce en el espacio de cabeza de la muestra; los analitos
necesitan ser transportados a través del aire antes de ser sorbidos por la fibra (figura
1-6b). Esta variacion a la inmersion directa ayuda a evitar el deterioro de las fibras
por contacto directo con interferentes de elevado peso molecular y otras sustancias
no volatiles presentes en la muestra, tales como materiales humicos o proteinas;
también permite una modificacién en el pH en la muestra, sin dafiar la fibra. En el
modo espacio de cabeza, los analitos son extraidos en la fase vapor en equilibrio con
la muestra; por tanto, es una extraccion indirecta desde la matriz. Por este motivo, los
analitos mas volatiles son extraidos mas rapidamente que los semivolatiles. La
temperatura tiene un efecto significativo en la cinética del proceso, puesto que
determina la presion de vapor de los analitos. En general, los tiempos de equilibrio
para compuestos volatiles son mas cortos en el modo de extraccién por espacio de
cabeza que por inmersion directa bajo condiciones de agitacion similares, debido a
gue una importante fraccion de los analitos esta presente en la fase vapor antes del
comienzo del proceso de extraccion y ademas los coeficientes de difusion en la fase

gaseosa son mas altos que en la fase liquida. La extraccion en espacio de cabeza es
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muy util para el andlisis de muestras sdlidas como sedimentos o alimentos [1, 74] o

muestras bioldgicas [75, 76] donde la interferencia de la matriz es importante.

1.1.2.3.2.3.  Extraccién con membrana protectora.

La extraccién con membrana protectora es similar a la de inmersion directa, pero en
ésta se coloca una membrana semipermeable alrededor de la fibra que evita que
compuestos de elevado peso molecular, como acidos humicos o proteinas, que
pueden estar presentes en la matriz de la muestra lleguen hasta la fibra y puedan
deteriorarla (figura 1-6c¢); el proceso de extraccion es mas lento que en inmersion
directa, debido a que los analitos necesitan difundirse a través de la membrana antes

de alcanzar el recubrimiento de la fibra [1, 42].

Jeringa

Aguyja —— P
( ) ( J : )
Vil < Especiode
H Cabeza —
° °
Fibra s < Membrana
° ° Protectora
°, °
Muestra o o C e ,°
o © °

Figura 1-6. Modos de extraccion de SPME. (a) Modo de inmersiéon directa; (b) Modo de
espacio de cabeza; (c) Modo de inmersion directa con membrana protectora.
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1.1.2.3.2.4.  Extraccion in vivo.

La extraccion in vivo se basa en la inmersion directa del recubrimiento de la
fibra en un sistema vivo con el fin de extraer el analito directamente sobre el
revestimiento sin tener que tomar una muestra representativa de biofluido o tejido
del sistema vivo. Por lo tanto, esta técnica elimina la necesidad, por ejemplo, de
extraer la sangre durante los estudios farmaco-cinéticos y permite el estudio directo
de varios procesos bioquimicos in vivo. Sin embargo, este modo de extraccién es
mucho mas exigente que el muestreo convencional. Los dispositivos de SPME deben
ser biocompatibles y esterilizables, preferentemente mediante autoclave, para evitar
reacciones adversas y/o toxicas en el sistema vivo, tales como la coagulacién o el
rechazo inmunoldgico y para prevenir la adhesion de moléculas bioldgicas, tales
como proteinas [77, 78, 79, 80]. El disefio de los dispositivos de exposicion directa in
vivo debe incorporar un soporte mecanicamente fuerte, flexible y una fibra
irrompible, por lo que para estos andlisis la fibra de SPME no es de silice fundida
sino metalica. Los procedimientos de muestreo mas complejos en sistemas in vivo
incluyen la insercion de la fibra de SPME directamente en el sistema en estudio, bien
en vena, en un animal, en la muestra de sangre que fluye (figura 1-7a) o en un tejido,
tal como el musculo. EI muestreo de pequefios roedores requiere una interfase
debido al pequefio tamafio de los vasos sanguineos, lo que impide la insercién

directa de sondas de SPME (figura 1-7b) [81].
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Figura 1-7. Sistemas SPME in vivo para el muestreo de sangre en vasos sanguineos. (a)
Insercién directa de dispositivo de SPME en el vaso sanguineo y (b) colocacién
de dispositivo de SPME y conexion de interfaz a la arteria carotida.

1.1.2.3.3. Fundamentos teéricos de SPME

En SPME existen diferentes mecanismos de concentracion de los analitos sobre
la fibra, condicionado por los diferentes tipos de recubrimientos disponibles
comercialmente. Desde un punto de vista fisico los recubrimientos pueden ser

liquidos o solidos.

En el caso de los recubrimientos liquidos el valor de los coeficientes de

difusioén es suficiente para dar lugar a la particion entre las 2 fases (fibra y muestra),

es decir, tiene lugar la absorcién. En este proceso no hay competencias por sitios
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activos, sino que las moléculas de los analitos se disuelven en el polimero liquido, de

ahi que el rango dindmico de trabajo sea mas amplio.

Cuando se trata de un recubrimiento sélido los analitos permanecen en la
superficie del mismo, dando lugar a la adsorcion como mecanismo de extraccién. La
adsorcién es un proceso competitivo, por lo que las moléculas con gran afinidad por
la superficie del recubrimiento pueden reemplazar a aquellas con menor afinidad, lo
gue provoca que la composicién de la matriz ejerza un efecto importante sobre la

cantidad de analito extraida.

La microextraccion en fase solida implica fundamentos de transferencia de
masa y termodinamicos. El transporte de los analitos desde la muestra al
recubrimiento polimérico comienza tras poner la fibra en contacto con ella. El
proceso de extraccion se considera completo cuando se ha alcanzado el equilibrio
entre la concentracion de analito en la muestra y en el material polimérico. Asi, la
cantidad de analito extraida puede calcularse desde un punto de vista
termodinamico, mientras que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio puede

estimarse resolviendo ecuaciones diferenciales de la teoria de transporte de masas.

En los ultimos afios muchos autores han desarrollado modelos tedricos que
permitiesen entender todos aquellos fendbmenos relacionados con la SPME. Asi,

Louch y colaboradores [82] formularon una teoria sobre la termodindmica de la
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extraccion via absorcion en un sistema de dos fases en equilibrio, muestra y fibra;
mientras que Zhang y Pawliszyn [83] la hicieron extensible a un sistema de tres fases:
fibra, espacio de cabeza y muestra. Posteriormente, Ai [84, 85, 86] realiz6 una
descripcion tedrica sobre el proceso de absorcion en condiciones de no-equilibrio,
mientras que Goérecki y colaboradores [87] propusieron una teoria acerca de la

extraccion via adsorcion en el equilibrio.

1.1.2.3.3.1.  Aspectos Termodindmicos de la SPME.

Como se menciond anteriormente, la microextraccion en fase sélida es un
proceso basado en la concentracién de equilibrio del analito en la muestra y las
etapas de extraccion. Tras la introduccion de la fibra en la muestra, los analitos
comienzan a migrar hacia el medio de extraccion. Se considera como final del
proceso, el tiempo a partir del cual el analito alcanza la concentracién de equilibrio
en las fases, después de este tiempo, la cantidad de analito retenido permanece
constante en el tiempo. En un andlisis en particular se debe optimizar el tiempo

necesario para que el sistema alcance el equilibrio [88].

SPME implica el equilibrio directo del analito en dos fases distintas, mientras
gue en espacio de cabeza entran en juego tres fases, la muestra liquida (o gaseosa), la
fase de vapor por encima de la muestra de liquido (espacio de cabeza) y la fase de

extraccion (polimérica liquida o adsorbente sélido) [42]. Idealmente, la matriz debe
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ser homogénea y los analitos estables en las fases implicadas. El tratamiento
termodinamico descrito a continuacion se refiere al proceso de particion,
caracteristico de los recubrimientos de fibra con pelicula de liquido polimérico. El
tratamiento para los recubrimientos solidos es anadlogo cuando se trabaja con
concentraciones bajas de analito, ya que el area superficial disponible para la
adsorcién sera proporcional al volumen del recubrimiento, asumiendo que la

porosidad del adsorbente es constante [1, 89].

Durante la extraccién los analitos se distribuyen entre las 3 fases hasta
alcanzar el equilibrio. Por tanto, la cantidad de analito extraida por el recubrimiento
polimérico estd relacionado con las concentraciones individuales del mismo

presentes en cada fase. Haciendo un balance de masa, se tiene:

C0VA = CISOVF + CIC_;OVH + CAOOVA Ecuacion 1-1

Donde, C, es la concentracion total del analito en la muestra original; C7°, C5°

y C;° son las concentraciones del analito en la fibra, en el espacio de cabeza y en la

muestra, al alcanzarse el equilibrio; y Vr, Vi ¥y Va son los volumenes del

recubrimiento de la fibra, del espacio de cabeza y de la muestra, respectivamente.
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Las constantes de distribucion del analito entre el recubrimiento polimérico y
el espacio de cabeza, KrH, entre el espacio de cabeza y la muestra, Kna, y entre el

recubrimiento polimérico y la muestra, Kra, se definen como:

_ CF -

Kpy = ) Ecuacion 1-2
H

_ -

Kygq = oo Ecuacion 1-3
A

CF -

Kpy = C% = KpyKya Ecuacion 1-4
A

En estas expresiones se supone que los analitos se encuentran a niveles trazas
en la muestra y que ésta es pura, por ello se utilizan concentraciones en lugar de
actividades. Teniendo en cuenta las ecuaciones anteriores, se puede calcular que la

masa de analito concentrado por la fibra,

n= CgVp, Ecuacion 1-5

vendria dado por:

- KruKpaVrVa .,
n= Co Ecuacion 1-6
KruKpaVr+ KgaVu+Va
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Como la constante de distribucion del analito en las fases fibraZmuestra,

Ky, esigual al producto  KpyKy, , Se tiene:

_ KpaVEV A .,
n= Co Ecuacion 1-7
KpaVr+ KgaVu+Va

La ecuaciéon 1-7 establece para condiciones de equilibrio que la cantidad de
analito extraida es independiente de la localizacién de la fibra en el sistema. La fibra
se puede situar en el espacio de cabeza o directamente en la muestra, siempre y
cuando los volumenes y las condiciones en las que se lleve a cabo la extraccion

(temperatura, tiempo, agitacion, ...) se mantengan constantes.

Considerando la extraccion de la muestra en modo directo (el vial esta
completamente lleno, no hay espacio de cabeza), la porcion KuaVh puede ser

despreciada. De este modo, la escuacion 1-7 toma la forma:

KraVFV .
n= 44 ¢, Ecuacion 1-8
KpaVep+Vy

Como los valores de Kra generalmente son muy pequefios, junto con el hecho
de que, normalmente, el volumen de muestra, Va, es mucho mayor que el volumen

del recubrimiento de la fibra, VF, se puede suponer que KraVe << Va . Por lo tanto :

n = Kr,VrC Ecuacién 1-9
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Podemos ver una correlaciéon lineal entre la cantidad de analito extraido de la

muestra y la concentracion inicial de la matriz, es decir:

n = KC, Ecuacion 1-10

En modo de espacio de cabeza, partiendo de la ecuacion (1-7), se puede
considerar que las fases muestraZespacio de cabeza tienen el mismo volumen (Va =

V).

KraVeV .,
n= AL (o Ecuacién 1-11
KpaVr+(1+Kpa)Va

Utilizando el mismo razonamiento empleado para el modo directo, tenemos

KFAVF<<(1+KHA)VA , entonces :

— KpaVr
(1+Kga) ©

Ecuacion 1-12

Se concluye que la cantidad de analito recogido por la fibra en el espacio de
cabeza también sigue una dependencia lineal de la concentracién inicial del analito
en la muestra:

n=k'C, Ecuacion 1-13

Por otra parte, si se generaliza para un sistema de n fases, la ecuacion 7, se

transforma en;
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_ KpaVrCoV g

n= o Ecuacion 1-14
KpaVr+2iZT KiaVitVy

Donde Kija es la constante de distribucion del analito entre la i-ésima fase y la

muestra de interés, y V;j es el volumen de la fase i-ésima.

A partir de la ecuacion 1-14, se puede concluir, que en el equilibrio, la cantidad
de analito extraida por la fibra sera menor cuanto mayor sea el niamero de fases

presentes en el vial de microextraccion [89, 90].

Hay que destacar que las ecuaciones anteriores son validas Unicamente
cuando el recubrimiento polimérico es liquido. En el caso de recubrimientos sélidos
en los cuales la extraccion de los analitos se realiza mediante un proceso de
adsorcién, el modelo matematico que explica el proceso de extraccion es ligeramente
diferente al utilizado para fibras con recubrimiento liquido [87]. La ecuacién que

define el proceso de extraccion por adsorcion es la siguiente:

_ KpaVeCoVa(Crmax—Cr)
KraVe+Va(C max—Cy)

Ecuacioén 1-15

donde Kra es la constante de distribucion del analito entre la muestra y la

superficie de la fibra, Cs es la concentracion final de analito en la superficie de la fibra
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y Ctmax €s la concentracion maxima de analito en la superficie de la fibra. Los demas

pardmetros son los mismos que los que aparecen en la ecuacion 1-8.

1.1.2.3.3.2.  Aspectos Cinéticos de la SPME.

La cinética del proceso de extraccion esta determinada por la velocidad de
transferencia de masa desde la muestra a la fibra. El tiempo requerido para el

equilibrio (t¢), en modo de inmersién directa, s6lo depende del espesor de la pelicula
de liguido de la fibra (L) y del coeficiente de difusién del analito en la fibra

extractiva, (Df) :

tp = — Ecuacion 1-16

Al aumentar el espesor del recubrimiento, aumenta la cantidad de analito
retenida por la fibra, lo que conduce a tiempos de extraccibn mas altos. Por otra
parte, otros pardmetros deben ser cuidadosamente evaluados como temperatura de
extraccion y agitacion de la muestra con el fin de facilitar la difusion del analito en la

fibra hasta alcanzar el equilibrio [1].

De acuerdo con la ecuacion 1-16, el tiempo requerido para alcanzar el
equilibrio seria infinito, pero debido a las incertidumbres experimentales inherentes

a extracciones SPME, se considera, como se muestra en la Ecuacion 1-17, un tiempo
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de equilibrio préactico, T g5, que corresponde a la extraccidon de 95 % de la masa que se

toma después de un tiempo infinito de la extraccion.

te ® tgg = — Ecuacion 1-17

En el modo de espacio de cabeza sin agitar la muestra, la transferencia de
masa implica un sistema de tres fases, de espacio de cabeza, fibra y matriz que
depende del equilibrio de reparto entre las tres fases, las dimensiones de las capas y
el coeficiente de difusion del soluto en las mismas. La correlacién entre estos factores
y el equilibrio con el tiempo, valido para extracciones sin agitacion se describe por la

ecuacion 1-18:;

L
4+ _La
KyaDy  1.6Dy4

)KFALF Ecuacion 1-18

Donde Ly, La y Lr son los espesores del espacio de cabeza, de la muestra y
del recubrimiento liquido de la fibra, respectivamente; Dy y Da son los coeficientes

de difusiéon del analito en el espacio de cabeza y en la muestra; Kya y Kra son las

constantes de distribucion del analito en las fases espacio de cabeza/muestra y

fibra/muestra, respectivamente.
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Un andlisis de la ecuacion 1-17 indica que al disminuir el espesor de las fases,
disminuye el tiempo de equilibrio, aunque tales reducciones se limitan a ciertos
aspectos como las disminuciones en el espesor de la pelicula de liquido (Lf) y en la
capacidad de la fibra para extraer los analitos (las peliculas mas delgadas retienen
una cantidad menor de analitos lo que puede comprometer el analisis de matrices a
nivel de trazas). Ademas, reducciones significativas en el espesor de la muestra (La),
pueden afectar la sensibilidad del método, y cuando se combina con la reduccion en
el espesor del espacio de cabeza (Ly), también pueden tener efectos indeseables
sobre la termodinamica del proceso, especialmente cuando la concentracion de los

analitos difieren lo suficiente de las de las fases de la muestra y del espacio de

cabeza [89].

Un aumento en los coeficientes de difusion Dy y Da, también disminuye el
tiempo de extraccion. Esto se puede lograr con una agitacién eficiente de la muestra
y/o calentamiento de la misma. En cuanto a la constantes de distribucion Kpa 'y Kea,
el tiempo de extraccién es optimizado para analitos con pequefias constantes de
distribucion entre las fases de fibra/muestra (Kra) y con grandes constantes de
distribucién entre las fases de espacio de cabeza/muestra (Kua) [89].

Finalmente, es importante sefialar que se puede trabajar en condiciones de no

equilibrio, especialmente en los casos en que el tiempo de extraccién es demasiado

largo. Sin embargo, las condiciones de extraccion deben ser extremadamente
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controladas para asegurar la exactitud del método, tales como el grado de agitacion y
la temperatura de la muestra. En tales casos, una buena reproducibilidad de los
tiempos de extraccion es fundamental en cada muestra, ya que las variaciones de esta
comprometen las determinaciones. Los sistemas automatizados son més adecuadas

en estas situaciones [91].

1.1.2.3.4. Pardmetros que afectan el proceso de extraccion.

La cantidad de analito extraido por la fibra en SPME puede verse afectada por
diversos parametros, por ejemplo, las caracteristicas del recubrimiento, la
temperatura, el tiempo de extraccién, la adicion de sal o un disolvente organico a la
muestra, modificacion del pH, agitacion del la muestra y del volumen de la misma.
Efectos de la matriz y la introduccion de un paso de derivatizacién también puede

afectar la extraccion de analitos en SPME.

1.1.2.3.4.1. Recubrimiento de la fibra.

La eleccion de un recubrimiento adecuado para la fibra de SPME depende de
la estructura quimica de la muestra. Como regla general en la seleccion del
recubrimiento de la fibra se puede aplicar "semejante disuelve a semejante”.
Actualmente, se dispone comercialmente de varios recubrimientos y su selectividad
se basa en la polaridad y la volatilidad de las moléculas. Los recubrimientos mas

usuales hasta la fecha son las fibras de polidimetilsiloxano (PDMS) con peliculas de
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diferentes espesores (7, 30 y 100 micras); también estan disponobles fibras de
poliacrilato (PA) de 85 micras, las fases mixtas de PDMS-divinilbenceno (DVB) de 65
y 60 micras, Carboxen (CAR) -PDMS de 75 micras y Carbowax (CW) -DVB de 65

micras. En la tabla 1-4 se muestran las fibras comercializadas por Supelco.

La fibra PDMS es una fase no polar que extrae analitos polares después de
optimizar las condiciones de extraccion, tales como pH, concentracién de sal, y
temperatura [16, 91, 92, 93]. La extraccion de los analitos de la muestra mediante las
fibras de PDMS se debe principalmente a un fenédmeno de absorcion [74, 94] aunque
algunos autores han indicado que la extraccién de algunos analitos (sobre todo si son
muy apolares) puede implicar un mecanismo de adsorcidén ya que parece existir una
cierta competitividad entre ambos efectos [95, 96]. En la figura 1-8 se clasifican las

fibras segun el proceso de extraccion por absorcién o adsorcion.

—-——— —
—{-——

. ADSORCION
ABSORCION
PDMS/DVB
PDMS Cw/DVB
PA CW/TPR

CAR/PDMS

Figura 1-8. Clasificacion de las fibras de SPME segun predomine el mecanismo de absorcion
o0 adsorcioén.
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Tabla 1-4. Tipos de fibra comercializadas para su uso en SPME.

T
Fase estacionaria / espesor méxima  Polaridad Uso
recomendado

de uso

Polidimetilsiloxano (PDMS)

100um, fase no enlazada 280 °C No polar GC/HPLC

30 um, fase no enlazada 280 °C No polar GC/HPLC

7 um, fase enlazada 340 °C No polar GC/HPLC

Polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB)

65 um, fase parcialmente entrecruzada 270 °C Bipolar GC

60 um, fase parcialmente entrecruzada 270 °C Bipolar HPLC

65 um, fase muy entrecruzada (stableflex?) 270 °C Bipolar GC

Poliacrilato (PA)

85 um, fase parcialmente entrecruzada 320°C Polar GC/HPLC

Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS)

75 um, fase parcialmente entrecruzada 85 um, fase

muy entrecruzada (stableflext) 320 °C Bipolar GC GC

Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB)

65 um, fase parcialmente entrecruzada 265 °C Polar GC

70 um, fase muy entrecruzada (stableflex?) 265 °C Polar GC

Carbowax/Templated Resin (CW/TPR)

50 um, fase parcialmente entrecruzada 240 °C Polar HPLC

Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano

(DVB/CAR/PDMS)

50/30 um, fase muy entrecruzada (stableflex?) 270 °C Bipolar GC

50/30 um, 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.
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Las fibras de poliacrilato (PA), son adecuadas para analitos polares y, aunque
el recubrimiento es un polimero sélido, su baja densidad hace que los analitos sean
retenidos por la fibra de forma similar a las fibras de PDMS [16, 97]. Sin embargo, los
coeficientes de difusion de los analitos en las fibras de PA son menores que los que
poseen los analitos en las fibras de PDMS por lo que en general los tiempos de
extraccién son mayores para los compuestos volatiles en el espacio de cabeza [98].
Las fibras en las que se combina mas de un polimero, como por ejemplo las de
PDMS/DVB o CW/DVB, son mas adecuadas para la determinacion de analitos
volatiles ya que a diferencia de las fibras de PDMS y PA, la principal interaccion
entre la fibra y los analitos se produce por adsorcion, ya que son polimeros solidos [1,
97]. En general, en este tipo de fibras, las constantes de distribucién de los analitos
son mayores que los que presentan las fibras de PDMS. El principal inconveniente es

el intervalo lineal dindmico, que es menor que en las fibras de absorcion [55].

poms | PDMs | PDms
(7pm) | (30um) || (100pm) |

CAR/PDMS
(75 um)

Baja

( DVB/CAR/PDMS
(50/30 um)

(85 um)
PDMS/DVB
(65 um)

POLARIDAD

cw/pbve
(65 um)

CW/TPR
(50 pm)

Propiedades | . RETENCION Fuerte
de la Fibra

Figura 1-9. Propiedades de las fibras de SPME disponibles en el mercado: =1 Enlazada,
I No Enlazada, Parcialmente Entrelazadaf==1 Altamente Entrelazada.

Alta
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Aparte de los absorbentes disponibles comercialmente, la mayoria de las
tendencias recientes en SPME se han centrado en el desarrollo de nuevas fases de
extraccion y/o mejoras de las fases de extraccion existentes con el fin de abordar
factores de biocompatibilidad, limitaciones de compatibilidad, selectividad y
sensibilidad de los recubrimientos y formatos disponibles en la actualidad [99].
Algunos autores han introducido recubrimientos de fibras muy selectivos para un
determinado compuesto y para aplicaciones mas especificas, como por ejemplo los
de carbdn [100], C8 [101], C18 [102], polipirrol [103] o incluso fibras recubiertas con
polimetros de huella molecular (MIPs) [99, 104]. También se han desarrollado
recubrimientos que permiten la extraccibn de compuestos organometalicos o
compuestos inorganicos que son dificilmente extraidos con las fibras comerciales
[104]. En general, se utilizan recubrimientos polares como PA o carbowax (CW) para
analitos polares como fenoles y recubrimientos apolares como PDMS para analitos
apolares como hidrocarburos aromaticos polinuclears (PAHs) o BTEX (benceno,

tolueno, xileno y etilbenceno) [1,105].

Para dispositivos in-vivo , un requisito fundamental de las fibras SPME es la
biocompatibilidad del revestimiento: (i) para evitar reacciones adversas y/o toxicas
en el sistema vivo, tales como la coagulacion, (ii) para prevenir que se adhieran
moléculas bioldgicas, tales como proteinas, a la superficie del recubrimiento porque
tal adsorcion puede afectar a la cinética de absorcidén de analito y en gran medida la

cantidad de analito extraido por SPME. Ademas de la biocompatibilidad, resistencia
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mecanica y buena eficiencia de extraccion, un revestimiento ideal para el uso en
SPME in-vivo también debe tener una buena reproducibilidad inter-fibra, que
permita el uso de una sola fibra y tiempos de extraccion muy cortos. Por lo tanto, el
éxito del mustreo in-vivo esta directamente relacionado con la disponibilidad de los
recubrimientos que cumplen con todos estos requisitos. En la tltima década, se han
desarrollado varios materiales biocompatibles incluyendo polimeros tales como

PDMS, poliacrilonitrilo (PAN), polietilenglicol (PEG) y polipirrol (PPY) [72].

1.1.2.3.4.2. Tiempo de extraccion.

Al desarrollar un método analitico basado en SPME se debe optimizar el
tiempo necesario para llegar al estado de equilibrio, que es caracteristico de cada par
analito-fibra. El tiempo de equilibrio es aquél a partir del cual la cantidad de analito
retenida se mantiene constante [1]. Parametros como la agitacién favorecen la
difusiéon de los analitos normalmente para lograr el equilibrio méas rapido debido a
qgue mejora la difusion de los analitos hacia la fibra. Los compuestos con bajos
coeficientes de difusién tienen largos tiempos de equilibrio; en este caso, para
disminuir el tiempo de anélisis, se construye una curva de perfil de tiempo de
extraccion, y se observa la dependencia de la cantidad de analito extraida como una
funcién del tiempo (figura 1-10). El tiempo mas corto aceptable se elige de acuerdo
con el limite de deteccién del analito. En estos casos es muy importante controlar

estrictamente el tiempo de extraccion ya que pequefias oscilaciones en la medida del
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tiempo pueden variar de forma considerable la cantidad de analito extraida,

afectando la reproducibilidad del método [1, 98].

Pre-Equilibrio
Equilibrio
Alcanzado

[ I

Analito Absorbido

Tiempo de Extraccién

Figura 1-10. Efecto del tiempo de extraccion en la cantidad de analito extraida; 1. Control de
tiempo critico; un pequefio cambio en el tiempo introduce una gran diferencia
de analito absorbido. Il. El tiempo no es critico; un pequefio cambio en el
tiempo produce una pequefia o no cambia la cantidad de analito absorbido [55].

Todos aquellos parametros como la agitacion, que favorezcan la difusion de
los analitos, contribuyen a reducir el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio. En
la préactica se puede trabajar con tiempos de extraccién menores, sin llegar a alcanzar
el equilibrio, siempre y cuando se controle de manera precisa los parametros que
afecten a la cinética del proceso para obtener suficiente reproducibilidad en los

resultados [42, 98].
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1.1.2.3.4.3. Temperatura de extraccion.

La temperatura de extraccion es critica para la cuantificacion, debido a que
afecta tanto a la cinética como a la termodinamica del proceso de retencion. Se debe
aplicar siempre una temperatura constante, en todas las extracciones, para obtener

buena precision, sensibilidad y selectividad en el proceso [106].

El equilibrio entre el analito retenido en el revestimiento de fibra de SPME y la
concentracion en la solucion de la muestra depende de la solubilidad del analito en la
fase acuosa y su afinidad por la fase de la fibra de SPME. El aumento de la
temperatura aumenta la presién de vapor parcial de analitos en el espacio de cabeza,
pero al mismo tiempo disminuye la constante de la distribucion en el espacio de
cabeza [106]; la temperatura alta facilita el desprendimiento de los analitos de la
muestra, mejorando asi la sensibilidad y acortando el tiempo de extraccion debido al
aumento de la concentracién de los analitos en el espacio de cabeza por lo que
aumenta la cantidad de analito retenida en la fibra y la extraccion es también mas
rapida. La temperatura de extraccion tiene dos efectos opuestos sobre la técnica de
SPME. Primero, el aumento de temperatura provoca el aumento de los coeficientes
de difusion y de las constantes de Henry, acelerando la cinética de extraccién, lo que
aumenta la cantidad de analito extraido; sin embargo, en condiciones de equilibrio el
proceso de extraccion es exotérmico, por lo que el aumento de la temperatura reduce

la constante de la distribucion del analito entre la muestra y la fibra por lo que la
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eficacia de la extraccidn se ve afectada negativamente provocando una disminucién
de la sensibilidad cuando se utilizan tiempos de muestreo proximos al equilibrio, tal

efecto se observa en la ecuacion 1-19 [107, 108 ] :

(L) .
Key = Kye R\T To Ecuacion 1-19

Donde Krs es la constante de distribucion del analito entre la muestra y la fibra; Ko es
la constante de distribucién cuando la muestra y la fibra estan a To ; AH es el cambio
de la entalpia de analito cuando se desplaza el analito a la fibra; R es la constante de

los gases.

En general, en la optimizacion del método debe usarse la temperatura mas alta

gue provoque una sensibilidad satisfactoria y no alargue el analisis.
1.1.2.3.44. Volumen de la muestra.

El volumen de muestra utilizado para la microextraccion esta directamente
relacionado con la sensibilidad del método, esto es con el nimero de moles de analito
extraidos de la muestra por la fibra n, que viene determinada por la ecuacion 1-11;
como se deduce de esta ecuacion, a medida que el volumen de muestra Va aumenta,
también incrementa la cantidad de analito extraida, hasta que es lo suficientemente

alto como para que la suma KraVr + (1 + Kia)Va sea mucho mas pequefia que Va; en
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este caso n no depende del volumen. En consecuencia, el uso de volumenes de

muestra no afectara la sensibilidad del método [89, 90].

1.1.2.3.45. Volumen del espacio de cabeza.

En HS-SPME, los analitos se distribuyen entre la muestra, la fibra y el espacio
de cabeza. Los compuestos muy volatiles se concentran en el espacio de cabeza,
dando lugar a una disminucion en la eficacia de la extraccion cuando su volumen es
muy grande [1, 42]. Te6ricamente, el volumen de espacio de cabeza también afecta a
la cinética del proceso. Cuanto méas pequefio sea éste, con relacion al volumen de
muestra, mas rapido serd el transporte de los analitos desde la muestra a la fibra [39,
90]. En la préctica, los coeficientes de difusion de los analitos en muestras liquidas
son muy inferiores a los correspondientes a muestras gaseosas, por lo que el
volumen de muestra ejerce una influencia méas acusada en la cinética de la

microextraccion que el volumen del espacio de cabeza [90].

1.1.2.3.46. Geometria del vial.

La forma del vial que contiene la muestra también afecta a la cinética del
proceso de SPME, especialmente en aquellas situaciones en las que la etapa limitante
es la transferencia de masa entre la muestra y el espacio de cabeza. En este caso,

cuanto mas estrecho es el vial menor va a ser la superficie de contacto entre muestra
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y espacio de cabeza y por lo tanto, mas lenta sera la cinética de extraccion. Ademas,
la forma del vial influye en los movimientos de conveccion que puedan existir entre
la fase gaseosa (espacio de cabeza) y la fase condensada (muestra) cuando se agita la
muestra. Por otro lado, los viales altos pueden dificultar la agitacion eficaz de la

muestra [28, 109, 110].

1.1.2.3.4.7. Agitacion de la muestra.

La agitacién mecanica de la muestra es importante para reducir el tiempo de
equilibrio, mejora la exactitud y precision, debido al incremento de la difusion de los
analitos, siendo un aspecto critico cuando se analizan compuestos semivolatiles por

muestreo de inmersion.

La técnica de agitacion mas utilizada es la agitacion magnética, la cual
requiere la introduccion de una barra de agitacion en el vial. Otras técnicas
alternativas deben tenerse en cuenta, sobre todo con fines de automatizacion; la
técnica de la vibracion de la aguja utiliza un motor externo en el disefio de un nuevo
inyector automatico (limitada a un volumen pequefio de muestra); la vibracion de la
fibra se puede aplicar por separado; la agitacion vortex, la cual mueve rapidamente
el vial en un movimiento circular. Uno de los métodos de agitacion mas eficaz para

SPME en el de ultrasonidos, el cual proporciona tiempos de extraccién cortos. Sin
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embargo, presenta el inconveniente de calentar la muestra y en algunos casos la

destruccion de analitos [29, 42, 90].

1.1.2.3.4.8. Adicion de sal.

La presencia de una sal inorganica como KCI, NaCl o Na;SO; en muestras
acuosas aumenta la constante de distribucion de los analitos que estan presentes en
forma no ionizada por efecto “salting out”; como resultado se favorece la cantidad de
analito extraida en la fibra [1, 55]. Ademas, el efecto salino mejora los coeficientes de
actividad de los componentes volatiles en soluciones acuosas, o que aumenta la
concentracion del analito en el vapor del espacio de cabeza. Sin embargo, con
especies ionicas, se observa una disminucién de la eficacia de la extraccién ya que
aumenta el coeficiente de actividad de las especies idnicas al aumentar la fuerza

idnica de la disolucion [110].

1.1.2.3.49. Ajuste del pH.

El ajuste del pH de la muestra puede mejorar la sensibilidad del método para
analitos basicos y acidos, razon por la cual es un factor importante a tener en cuenta
en la optimizacion del proceso. En SPME, la extraccion es mas eficaz cuando los
compuestos se encuentran sin disociar, es decir, en su forma neutra [90, 111]. Si los

analitos son acidos para que estén presentes en la forma neutra, se trabaja a valores
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de pH al menos dos unidades por debajo del pKa o dos unidades por encima para
analitos bésicos, lo que asegura que los analistos esten en su forma molecular.
Ademas, el pH debe estar comprendido en el rango recomendado para cada tipo de

fibra [90].

1.1.2.3.4.10. Adicion de disolventes organicos.

La adicion de un disolvente organico a muestras acuosas, modifica la
constante de distribucion, Kera, y normalmente, disminuye considerablemente la
eficacia del proceso de extraccion ya que aumenta la solubilidad de los analitos
apolares en la muestra. Sin embargo, la adicién de disolvente organico en muestras
s6lidas y lodos mejora la difusion de analitos de la muestra hacia el recubrimiento de

la fibra [29, 90, 112].

1.1.2.3.4.11. Composicién de la Matriz.

La matriz tiene una influencia importante en la eficiencia de la extraccion,
debido a que la materia organica disuelta en ella compite con los analitos organicos
en la absorcion en la fase polimerica de la fibra. La presencia de materia particulada
en suspension u otro tipo de sustancias de caracter organico, como acidos humicos,
fulvicos, aceites, ralentiza la cinética de extraccién, debido principalmente a las

interacciones de los analitos con la materia organica. Ademas, ciertas sustancias

48



Universidad
12 Complutense
LGSV Madrid

hamicas pueden retenerse en la fibra irreversiblemente, dafiando la fase polimerica

de la misma [28, 113].

1.1.2.3.5. Derivatizacion en SPME.

La derivacion puede ser utilizada si los compuestos a extraer son muy polares.
En consecuencia, se hace necesaria la utilizacion de un agente derivatizante para
favorecer la extraccion y/o la determinacion de dichos analitos. En SPME el proceso
de derivatizacion se puede realizar de tres maneras: i) derivatizacion directa en la
matriz de la muestra, ii) dopaje del recubrimiento de la fibra con el reactivo
derivatizante, iii) derivatizacion en el puerto de inyeccion de GC [29]. Cuando el
proceso de derivatizacion se realiza antes o durante la extraccion puede incrementar
la afinidad de los analitos por la fibra, asi como la selectividad de la preparacién de
muestra, mientras que si se realiza después de la microextraccion, tiene como

objetivo Unico mejorar la calidad de las separaciones cromatograficas.

i) Derivatizacion directa en la matriz de la muestra : en esta técnica el agente
derivatizante se adiciona directamente al vial que contiene la muestra,
produciéndose la reaccién de derivatizacion. Los derivados formados se extraen

con la fibra de SPME y son introducidos en el equipo de medida [35, 36, 37].
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iii)

Dopaje del recubrimiento de la fibra con el reactivo derivatizante sobre la fibra de SPME :
Existen dos posibilidades para su realizacién. La primera de ellas consiste en
dopar el recubrimiento de la fibra con el agente derivatizante antes de la
extraccion, [38, 39]. En este caso, el derivatizante tiene que poseer una gran
afinidad por el recubrimiento de la fibra y una baja presion de vapor, con el fin
de asegurar su permanencia en la fibra durante la etapa de concentracién[26].
Otra posibilidad, es relizar primero la retencion de los analitos en la fibra y
seguidamente se derivatizan en la misma, tras exposicion al espacio de cabeza de

un vial que contiene el agente derivatizante [40, 41, 42].

Derivatizacion en el puerto de inyeccion de GC : este proceso tiene lugar cuando los
analitos y el reactivo derivatizante presentes en la fibra se someten a altas
temperaturas en el inyector del cromatégrafo de gases. Por tanto, los compuestos

son desorbidos y derivatizados simultdneamente [42].

Derivatizacion SPME

Derivatizacion directa N Derivatizacién en el
sobre la muestra " Inyector CG

a
Derivatizacion sobre el
Recubrimiento de la fibra
de SPME

Derivatizacion y extraccion

simultaneas

Extraccion seguida de
Derivatizacion

Figura 1-11. Tipos de derivatizacion en SPME.
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1.1.2.3.6. Proceso de desorcion.

Una vez retenido el analito en la fibra, éste se desorbe para su analisis
mediante GC o de HPLC. Cuando la SPME se acopla a la GC, la desorcion se realiza
térmicamente; si para el analisis se emplea HPLC, la desorcién se realiza mediante
disoluciéon de los analitos en un disolvente organico adecuado, utilizando

generalmente una interfase especial.

Aunque la combinacion de SPME con GC es la que mas se utiliza, también se
han publicado diversos trabajos en los que la SPME se usa combinada con HPLC y

de una forma mas puntual con la electroforesis capilar y directamente con MS.

1.1.2.3.6.1. SPME / Cromatografia de Gases (GC).

La desorcion térmica de los analitos se lleva a cabo en el inyector de un
cromatografo de gases; para que ésta sea eficiente se debe de tener en cuenta la
volatilidad del analito, y optimizar la temperatura del inyector, tiempo de exposicion
durante la desorcion y la temperatura inicial del horno. Otros pardmetros que
también afectan la desorcion son el espesor del recubrimiento de la fibra y la
profundidad de la fibra en el inyector. Se recomienda utilizar la temperatura maxima
de trabajo de la fibra recomendada por el fabricante y el tiempo debe ser el adecuado

para que la desorcion de los analitos de la fibra sea completa y no haya efecto
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memoria. Esto puede suceder si el tiempo o la temperatura de desorcién no son
suficientes para la desorcion completa de los analitos [1, 114]. Otros aspectos, han de
tenerse en cuenta; el uso de un glass liner de inyeccion adecuado; los inyectores
cromatogréaficos estandar, tales como el tipico split/spitless, requieren glass liners de
grandes volimenes para ajustar la expansion del disolvente introducido en el
inyector. El objetivo de estos glass liners es de producir flujos lineales lentos para una
lenta transferencia de los analitos volatilizados a la cabeza de la columna analitica
(figura 1-12). En estos casos, el split abierto permite eliminar los restos del disolvente.
Sin embargo, en SPME no se introduce ningun disolvente con lo cual el split no seria
necesario. Para una Optima sensibilidad, el split necesita estar cerrado durante la
etapa de desorcion con lo cual los analitos son eliminados rapidamente del inyector,
consiguiendo asi picos estrechos. Por consiguiente y para conseguir un flujo lineal
elevado, es aconsejable reducir el diametro del glass liner del inyector. El tiempo de
desorcion depende de la temperatura del inyector y la velocidad de flujo lineal

alrededor de la fibra [1].

a) ! b) []
5 . 5
=) —_— =) A\
n B " H
— \ - '
¥ ¥
< ¥
d=3mm d=0,8mm
V=0,71ml V=0,05ml
u=0,24cm/s u=3,3cm/s

Figura 1-12. Efecto del volumen del glass liner del inyector de un sistema GC en la desorcion
de la fibra.
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Cuando se lleva a cabo la desorcion en el inyector del GC, al aumentar la
temperatura, disminuye la constante de distribucion de los compuestos en la fibra y
los analitos son arrastrados hasta la columna analitica mediante el flujo del gas
portador. En la ecuacion 1-20 se muestra la disminucion lineal de las constantes de

distribucién al aumentar la temperatura:
1 -
log K, = a(?] +b Ecuacion 1-20

Donde, Kra es la constante de distribucién entre los analitos y la fibra, a y b son dos
constantes y T es la temperatura. Los puertos de inyeccion de cromatografia de gases,
generalmente inyectores split/splitless, son adecuados para llevar a cabo la desorcion

térmica de los analitos de la fibra [1].
1.1.2.3.6.2. SPME / Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

La desorcion térmica es el modo més sencillo de desorber los analitos de la
fibra; sin embargo, los compuestos térmicamente inestables o poco volatiles y no se
pueden determinar directamente mediante GC. En estos casos la combinacion de la
SPME con HPLC es mas adecuada siendo necesario utilizar un disolvente organico
para la desorcion de los analitos; ésta se puede llevar a cabo en linea (on-line) o bien

fuera de linea (off-line) con el sistema cromatografico [114, 115].
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La desorcion fuera de linea respecto al sistema cromatografico se realiza
introduciendo la fibra con los analitos retenidos en un vial que contenga una
pequefia cantidad de disolvente organico, que sea compatible con el recubrimiento
de la fibra y con la técnica analitica HPLC posterior, de manera que se produzca la
desorcion de los analitos; a continuacion, una alicuota de este disolvente es inyectada
en el cromatdgrafo de liquidos donde se realiza la separacién y cuantificacion de los

mismos [93, 116].

Cuando se realiza la desorcion en linea con HPLC, se utiliza una interfase que
permita realizar la desorcion de los analitos ya sea por disolucion en la propia fase
movil del cromatégrafo de liquidos o bien por disolucién en un disolvente orgénico

adecuado en la camara de desorcion de la interfase [117, 118].

Actualmente se dispone de una interfase comercializada por Supelco para
llevar a cabo la desorcion en HPLC pero en algunos trabajos la interfase utilizada es
de fabricacion propia [118, 119]; en la Figura 1-13 se muestra el disefio de esta

interfase comercial para SPME-HPLC.
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Figura 1-13. Esquema de una interfase SPME-HPLC comercial con valvula Rheodyne .

Cuando la desorcion se realiza en linea utilizando una interfase para SPME-
HPLC, ésta se puede realizar de dos maneras que son denominadas desorcion
dindmica y estatica. En la desorcién dinamica, la fibra se introduce en la cdmara de
desorcion e inmediatamente se cambia la posicion de la valvula de forma que la fase
movil pasa a través de la cAmara de desorcién y los analitos son desorbidos al mismo
tiempo que son arrastrados hacia la columna analitica. Este modo de desorcién en
ocasiones puede provocar un ensanchamiento de los picos ya que el poder de
disoluciéon de la fase movil puede no ser suficiente para proporcionar una rapida

desorcion de los mismos [1, 55].
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La desorcion en modo estatico puede evitar el problema de ensanchamiento
de los picos observado en la desorcién en modo dinamico. Este modo de desorcion
consiste en la introduccion de la fibra de SPME en la cAmara de desorcion de la
interfase durante un tiempo determinado en presencia de la misma fase mévil o bien
de un disolvente organico adecuado, que puede ser introducido en la camara de
desorcion con una jeringa, de manera que se produzca la desorcion de los analitos. El
tiempo de permanencia de la fibra en la cAmara de desorcion es un parametro que se
debe optimizar. Finalizado este tiempo, se gira la valvula de manera que la fase
movil pasa a través de la camara de desorcion y arrastra los analitos hacia la columna

analitica [55].

1.1.2.3.6.3.  SPME / Electroforesis Capilar (CE).

Debido a las buenas caracteristicas que presenta la SPME como técnica de pre-
concentracion, ademas de combinarse con técnicas cromatograficas de uso mas
habitual, como GC y HPLC, también se ha realizado el acoplamiento tanto fuera de
linea como en linea de SPME con CE. Al igual que en SPME-HPLC, la diferencia
fundamental que presenta el acoplamiento SPME-CE con la SPME-GC es la etapa de

desorcidn, en la figura 1-14 se muestra un esquema de dicho acoplamiento [120].
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Figura 1-14. a) Esquema del Sistema SPME - CE, b) Interfase SPME-CE

Cuando la combinacién de la SPME con la CE se realiza fuera de linea, el
procedimiento es muy similar a la combinacién de la SPME con la HPLC. Una de las
formas de llevar a cabo esta combinacién consiste en introducir la fibra que contiene
los analitos retenidos en un capilar que contenga unos pocos microlitros de un
solvente organico de manera que se produzca la disolucion de los analitos seguida de
la inyeccion hidrodinamica o electrocinética en el capilar de CE. En este caso, los
principales inconvenientes son la mayor laboriosidad del proceso y que el factor de
pre-concentracion es bajo debido a que s6lo una pequefia parte de los analitos

desorbidos son inyectados en CE [93].
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1.1.2.3.6.4. SPME / Espectrometria de Masas (MS).

SPME también se ha combinado la con espectrometria de masas (MS)
directamente para la deteccion de analitos sin el empleo de la separacion
cromatogréfica. La viabilidad de acoplar SPME con MS se ha investigado desde
finales de 1990, pero su progreso no es tan bueno como el de SPME junto con técnicas
cromatogréficas. En la mayoria de casos, la interfase de SPME a MS es compleja y
requiere una serie de modificaciones de la espectrometro de masas [121]. En las
Gltimas dos décadas, se han logrado avances sustanciales para el acoplamiento SPME
con MS, con diferentes aplicaciones en diversos campos de investigacion. El uso de
diferentes estrategias, ha conseguido acoplar con éxito SPME con espectrometria de
masas utilizado cinco tipos de ionizacién: (1) ionizacion electrénica (EI) -MS [122 -
125]; (2) plasma acoplado inductivamente (ICP) -MS [126 - 129]; (3) laser de
desorcion / ionizacion (LDI) —-MS [130 - 134]; (4) fuentes de ionizacién quimica a
presién atmosférica (APCI)-MS [135-138]; y, (5) con tecnicas de ionizacion por
electroespray ESI-MS [139 - 141] y desorcion con ionizacién por electroesray DESI-
MS [142 - 144]. En la figura 1-15 se muestra un diagrama con los diferentes

acoplamientos SPME-MS [121].
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1.2.  Hidrocarburos Aromaticos Polinucleares (PAHS).

Los hidrocarburos aromaticos polinucleares son una clase de compuestos
organicos que constan de 2 a 7 anillos aromaticos fusionados en forma lineal,

angular, o arreglo agrupado, no contienen heteroatomos ni llevan sustituyentes.

Los PAHs se originan generalmente por la combustion incompleta de
combustibles fésiles y biomasa; las emisiones relacionadas con el trafico son una de
las fuentes mas importantes de PAHSs en la atmosfera; muchos de ellos son toxicos y
bio-acumulables. La exposicion de las personas a estos puede aumentar el riesgo de
cancer en niveles relativamente bajos; ademas de otros efectos adversos para la salud.
Son de considerable preocupacion sobre todo debido a su presencia ubicua en el
medio ambiente y la carcinogenicidad bien reconocido, teratogenicidad vy

mutagenicidad [145, 146].

En la Tabla 1-5 se detallan los compuestos que se estudiardn en esta Tesis,

incluyendo sus puntos de ebullicion, férmulas moleculares y su estructura

molecular.
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Tabla 1-5. Propiedades de los PAHs utilizados en la realizacion de este trabajo.

Naftaleno C,oHg 218°C
Acenaftileno Cp,Hy 265 C O‘O
Acenafteno C,H, 279°C O%
Fluoreno C..Hy, 295 C Q'O
Fenantreno C.Hy 340 C
Antraceno C.Hy 342°C
Fluoranteno Casle 375 C 0’8
Pireno CasH1o 393 °C ;SE(J
Benzo (a) antraceno Col 400°C OOOO
Criseno CieH12 448°C
Benzo (b) fluoranteno Cail 481°C
Benzo (k) fluoranteno CooH12 480°C 00’8
Benzo (a) pireno Cail 496 C dl
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benzo (& h <
o Coohhia 524°C 0

- ®
oo Caohia 206

Indeno (1,2,3-cd)

b Co2H12 536 C Q"O

1.3. ASPECTOS ESPECIFICOS DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS EN ESTE

TRABAJO.
1.3.1. Extraccién dindmica HPLC / SPME.

Desde sus inicios, la microextraccion en fase sélida [44] se ha utilizado
ampliamente para extraer un gran ndmero de compuestos en matrices
medioambientales [147, 148, 149], bioldgicas [150, 151, 152] y alimentarias [153, 154,
155]. La ventaja de la SPME sobre otras técnicas como la extraccién en fase solida
(SPE) es debida en gran parte, a su sencillez en la preparacién de la muestra. Como
se mencion6 anteriormente, en esta técnica el proceso de extraccion se lleva a cabo de
dos maneras diferentes: en espacio de cabeza (HS) en la cual la fibra se expone en la
fase de vapor por encima de la muestra liquida o sélida y la inmersion directa (DI) en

la que la fibra se sumerge en la muestra liquida o gaseosa. Tras la etapa de
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extraccion, la desorcion térmica SPME es la méas utilizada en combinacion con
cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS),
principalmente para compuestos organicos volatiles (VOCs) y semi-volatiles [154,
156, 157]; ademas, esta técnica integra preparacién e introduccion de la muestra en
un solo paso y permite el analisis completo automéaticamente [150]. Por otro lado, la
cromatografia liquida (LC) es la técnica usual para el analisis de compuestos de alto
peso molecular, compuestos polares, térmicamente labiles y con baja volatilidad no
adecuados para GC o GC/MS. En este sentido, Supelco introdujo una version
comercial de la interfase manual para acoplar SPME con la cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC); dicha interfase se compone de una vélvula de inyeccion de
HPLC de seis puertos estandar a la cual se le adapta en el lugar que ocupa el bucle

en la valvula una cdmara desorcion especial para la fibra de SPME [55, 154, 158, 159].

Varios autores han tratado de mejorar esta interfase introduciendo cambios en
la metodologia SPME-HPLC; estos incluyen la inversion de la direccion del flujo de
disolvente en la interfase [160, 161], la reduccién el volumen interno de la interfase
[154, 161], la naturaleza del mecanismo de sellado [158], el calentamiento de la
interfase para mejorar la eficacia de desorcion [162, 163, 164], incluso han modificado
la interfase de SPME/HPLC usando una vélvula de inyeccion de 10 puertos y una
unidad de reorientacion C-8 [164]. Recientemente, han modificado una valvula
Rheodyne 7520 para ser usada como interfase, a la cual se le incluy6 un rotor para la

etapa de desorcion estatica y desorcion dindmica, obviando asi, la interfase
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tradicional de Supelco [120]. Sin embargo, hay razones por las que tales métodos no
han sido ampliamente desarrollados, tales como que se dispone de un pequeio
numero de fibras comerciales disponibles para SPME/HPLC, el método no ha sido
automatizado y esta metodologia produce dafios fisicos a la capa absorbente de la
fibra debido al paso de los disolventes durante la etapa de desorcion, lo que limita la
vida util de las fibras [158, 160, 162, 166, 167]. Aun asi, el método SPME/HPLC ha
tenido un progreso sustancial debido a las ventajas que ofrece como complemento de

la técnica SPME/GC.

En este estudio se modifico esta interfase para mejorar la sensibilidad, lo que
incluye una extraccion dinamica con flujo continuo de la muestra sobre la fibra y la
aplicacion de la vibracion en la cdmara de desorcion durante el paso de extracciéon y
desorcion; a tal fin, se eligieron como compuestos “tests” para evaluar la
metodologia hidrocarburos aromaéticos polinucleares (PAHS), en concreto catorce, los
cuales son considerados por la Agencia Estadounidense de Proteccion Ambiental

(EPA) y la Unidn Europea (UE) como contaminantes prioritarios [169].

1.3.2. Desarrollo de una interfase off-line SPME con desorcion térmica para

HPLC.

Como se menciond anteriormente, en SPME con fibras la desorciéon de los

analitos se puede realizar mediante dos vias, (1) térmica que por lo general se lleva
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cabo en el inyector de GC [44, 91, 155, 156], la cual es utilizada para analitos volatiles,
(2) con disolventes on-line en HPLC para lo cual es necesaria una interfase; este
método de desorcién que es adecuado para compuestos de diferentes volatilidades
[170 - 173]. Esta ultima metodologia no esta muy implantada, debido a que presenta
inconvenientes en el proceso de desorcion, tales como, (1) la fragilidad de la fibra ya
que se puede romper facilmente principalmente durante la insercién en la camara de
desorcion [170]; (2) generacion de burbujas de aire cuando la fibra es puesta en la
interfase, (3) los disolventes organicos de la fase movil y la presion que genera la
bomba de HPLC en el interior de la cAmara de desorcion crean desgaste y dafian el
revestimiento de la fibra disminuyendo su tiempo de vida [171- 175]; estos
problemas se han evidenciado en nuestro laboratorio cuando se ha hecho uso de la

interfase comercial de Supelco.

En este trabajo, se desarrollé una interfase SPME/HPLC Off-Line, en la cual el
proceso de desorcion de los analitos en la fibra se lleva a cabo térmicamente lo cual
evita el contacto de la fibra con los disolventes organicos de la fase movil;
recolectandolos después de la desorcion en una mezcla de disolventes organicos para
posteriormente ser inyectados en el cromatégrafo de HPLC con detector de
fluorescencia. Entre las ventajas que posee esta nueva interfase off-line es que se
protege la fibra de posibles dafios y del deterioro por contacto que ocurren al utilizar

la interfase comercial on-line para HPLC.
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1.3.3. Desarrollo de un sistema de muestreo SPME On-line

La contaminacion del agua causada por las actividades humanas, se comienza
a producir desde los primeros intentos de industrializacién, para transformarse luego
en un problema tan habitual como generalizado. Durante la revolucién industrial, el
aumento de los bienes de consumo y sus procesos de produccion requerian de la
utilizacion de una gran cantidad de agua para la transformacién de las materias
primas. A su vez, los efluentes de dichos procesos productivos eran vertidos en los
cauces naturales de agua sin ningun tipo de depuracién, con sus desechos
contaminantes correspondientes. Aqui comenzé a extenderse el grave problema de la

contaminacion del agua [176].

En la actualidad, la contaminacién del agua es un problema global inducido
por el desarrollo econémico y el crecimiento de la poblacién, lo que conlleva a un
aumento constante del nUmero de industrias a ritmo acelerado por el desarrollo de la
agricultura. La mayor parte de las fuentes de contaminacion de las aguas
superficiales se debe al sector de la agricultura [176 - 178] y a los desechos
domeésticos y municipales [179, 180] los cuales causan un gran dafio a los ecosistemas
y que suelen contener una amplia gama de contaminantes, como los patégenos [180,
181], sustancias organicas [182, 183], metales pesados [177, 184] y productos

farmacéuticos [185, 186].
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Pero sin lugar a dudas, la industria quimica, es una de las mas contaminantes,
debido a su crecimiento exponencial. Se calcula que se han producido y diseminado
en el medio ambiente 100.000 nuevas sustancias quimicas. Lo mas preocupante es
gue el conocimiento del impacto de estas sustancias sobre el medio ambiente y la

salud humana es escaso y, en la mayoria de los casos, no existe [187, 188].

La presencia de sustancias extrafias en el agua es uno de los mayores
problemas que se presentan en nuestro medio natural. La introduccion de
contaminantes en las fuentes de agua por vertidos incontrolados de uso industrial
provoca un impacto a corto, mediano o largo plazo sobre la fuente receptora; dicha
descarga de contaminantes en la mayoria de las ocasiones es dificil de evidenciar
debido al desconocimiento de horarios y dias del vertido al afluente, lo que no hace
posible un muestreo eficiente, teniendo como resultado el que los organismos

oficiales de control no puedan ejercer una vigilancia eficaz sobre los vertidos al agua.

En esta investigacion se desarrollé un disposivo que permite realizar un
muestreo continuo de los afluentes el cual involucra SPME y que permite evidenciar
los puntos de vertido ilegales y ejercer una supervision por las autoridades de

control.
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1.3.4. Determinacion del sexo fetal mediante SPME/GC/MS

Una de las principales curiosidades de la madre embarazada es conocer el
sexo de su bebé antes de nacer. Sin embargo, identificar el sexo fetal ofrece no sélo las
respuestas a curiosidades sociales, sino también importante informacion clinica para
el diagndstico temprano de una variedad de enfermedades relacionadas con el sexo
del feto, principalmente la enfermedad del cromosoma Y, como la hemofilia y la
ligada al cromosoma X o suprarrenal congénita hiperplasia (CAH), la enfermedad de

Duchenne o la enfermedad de Huntington [189 - 191].

Con el advenimiento de las técnicas de ultrasonido, la identificacion prenatal
del sexo del feto ha sido posible en los ultimos afios y se ha extendido a nivel
mundial, aunque en algunos casos puede plantear dificultades [192, 193]. La
determinacion del sexo fetal mediante esta técnica no se debe hacer antes de la
gestacion de 12 semanas porque es relativamente inexacta. Después de 13 semanas,
es preciso en 99% a 100% de los casos [189, 194]. Ademas, la precision de la
determinacion de género depende de la experiencia y los conocimientos del
ecografista, la resolucion de la maquina utilizada y la posicién que tiene el feto en el

interior del vientre materno [195].

El reciente descubrimiento de la presencia de células de ADN fetal libre (cell-

free fetal DNA - cffDNA) en el plasma materno y en el suero ha generado una forma
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segura de evitar las pruebas prenatales invasivas como la amniocentesis 0 muestreo
de vellosidades coriénicas en embarazos de alto riesgo ligados al cromosoma X. [190,
195 - 198]; este material genético de las células fetales esta presente en la sangre
materna a partir de la sexta semana de gestacion y se convierte en indetectable 2
horas después del nacimiento. La técnica mas comun que se utiliza actualmente para
la deteccion e identificacion de secuencias especificas cffDNA es la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) que analiza cuantitativamente la presencia del gen
SRY en tiempo real. El gen SYR es especifico del sexo masculino, ya que sélo esta
presente en el cromosoma Y, Yy si la deteccién del gen SYR en sangre materna es
positiva indica que el feto es de sexo masculino, por el contrario su ausencia indica
gue el feto es de sexo femenino [199, 200]. También, se ha encontrado la presencia de
ADN fetal masculino en la orina, pero debido a su baja concentracién en la misma,
introduce dificultades en la deteccion por PCR, razon por lo que esta fuente de
muestra es inapropiada para el diagnéstico prenatal no invasivo. Otros fluidos donde
se ha encontrado ADN fetal masculino son el liquido amnidtico y liquido peritoneal

[201, 202].

Recientemente, la SPME en espacio de cabeza (HS-SPME) ha demostrado ser
una alternativa para el muestreo y pre-tratamiento de diversas muestras bioldgicas,
gue junto con el desarrollo de nuevos recubrimientos de biocompatibles ha abierto

posibilidades para el analisis biomédico en matrices como: orina, sangre, plasma,
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fluidos orales, corporales, cabello e inclusive estudios directos en seres vivos in-vivo

[203 - 205].

Con este estudio se quiere aprovechar las multiples ventajas de la técnica de
HS-SPME-GC-MS para identificar marcadores volatiles en la orina materna, los
cuales permitan determinar el sexo del feto en el primer trimestre de embarazo de

una manera rapida, facil y precisa.
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En este capitulo se describen los medios experimentales empleados en la

realizacion de esta investigacion.

2.1.

Equipos.

Cromatografo HPLC Agilent serie 1100 equipado con una bomba binaria,
horno para el control de temperatura de la columna analitica, valvula de

inyeccion manual de 6 puertos Rheodyne 7125 y detector de fluorescencia.

Cromatégrafo de gases Varian CP 3800 equipado con inyector de
temperatura programada (PTV), detector de espectrometria de
masas/masas de trampa ionica (Rango 50 — 800 uma) Saturno 2200 Varian,

acoplado a un inyector automético Combi PAL de CTC Analytics (Suiza).

Cromatografo HPLC Waters 7225 Alliance equipado con control de

temperatura para la columna, inyector Rheodyne 9125 de 6 puertos y

detector de fluorescencia Agilent serie 1100.

Agitador magnético PSelecta Agimatic 243 (Barcelona, Espafia).

Barras magnéticas agitadoras de diferentes dimensiones.

Bafio de ultrasonidos PSelecta 300512 (Barcelona, Espafia).
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Sistema de acondicionamiento y limpieza de fibras de 2 puertos Nurka 390

(Madrid, Espafia), ver figura 2-1.

Glass liner NK 390 0171 (Madrid, Espafia).

Balanza analitica de precision Mettler Toledo Modelo AX105DR (Suiza).

Micropipetas de 0.5-10 pL, 10-100 pL y 200-1000 pL y 0,5-5 mL. Gilson

(Middleton, USA).

Jeringas de inyeccion manual para cromatografia de 10 pL para GC, 75 pL

para HPLC y para bomba de infusién de 100 mL (Hamilton, Suiza).

Bomba de infusidn de jeringa KD Scientific kds200 (USA).

Tubo de vidrio de fondo cénico (50 x 3 mm).

Viales de 2, 10, 20 mL de vidrio con sello de aluminio, de apertura estandar,

de 11 mm y 20 mm de diametro, suministrados por Supelco (Bellefonte,

USA).
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Encapsulador y desencapsulador de 11 mm y 20 mm de didmetro, The

Finest in Crimping Tools & Accesories (USA).

Caja colector de vacio para SPE (Sigma Aldrich, USA).

Agitador Vortex UniEquip XZ3 Rango de trabajo 0 — 40 Hz (Planegg,

Alemania).

Tubo de acero inoxidable de 1/16” de 30 cm de largo.

Capsulas vibratorias adaptadas a la interfase SPME/HPLC.

Caja de acero inoxidable (25 cm x 25 cm x 25 cm) con paredes recubiertas en

malla de 63 micras en acero inoxidable y soporte en el interior para

microextraccion en fase solida simultanea con 4 fibras, ver figura 2-2.

Bomba de agua Eheim 3.400 L/hora (Deizisau, Alemania).

Contenedores pléasticos de 40 Litros, IKEA (Suecia).

Recipientes plasticos para toma de muestra de orina 20 mL.
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2.2. Dispositivos de Microextracciéon en fase Sdlida.

> Portafibras Manual (Holder) SPME para GC y HPLC, Supelco (Bellefonte,

USA).

> Fibras para microextraccion: caboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS)
StableFlex - 85um, polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB) - 65 pm,
polidimetilsiloxano  (PDMS)-100 um,  poliacrilato  (PA)-85  um,

polidimetilsiloxano (PDMS) - 7 um.

> Interface SPME/HPLC, Supelco (Bellefonte, USA).

> Soporte para SPME provisto de rotor para proveer de giro a la fibra durante

la extraccion.

Figura 2-1. Sistema de acondicionamiento y limpieza de fibras de 2 puertos Nurka 390.
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Figura 2-2. Dispositivo de muestreo SPME on-line.

2.3. Gases, disolventes y reactivos.

> Argon Premier, pureza del 99.9992% (Carburos Metalicos, Aranjuez,

Espafia).

> Helio Premier, pureza del 99.9992% (Carburos Metalicos, Aranjuez,

Espafia).

> Metanol, grado HPLC - Scharlau (Barcelona, Espafia).

> Acetonitrilo Scharlau, grado HPLC - Scharlau (Barcelona, Espafia).

> Agua purificada con un Sistema Milli-Q - Millipore (Milford, USA).

> Hidroxido de sodio extra-puro 30% w/V - Scharlau (Barcelona, Espafia).
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2.4.

>
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Patrones.

Estdndares primarios de PAHs fueron obtenidos de Sigma Aldrich,
Naftaleno 99.0%, Acenafteno 99.0%, Fluoreno 98.0%, Fenantreno 98.0% y

antraceno con pureza del 99.0%.

Mezcla de 16 Hidrocarburos arométicos polinucleares TCL PAH No. 49156
compuesta por naftaleno 500 ug/mL, acenaftileno 500 pug/mL, acenafteno
1000 pg/mL, fluoreno 100 pg/mL, fenantreno 40 pg/mL, antraceno 20
pg/mL, fluoranteno 50 pg/mL, pireno 100 pg/mL, benzo(a)antraceno 50
pg/mL, criseno 50 pg/mL, benzo(b)fluoranteno 20 pg/mL,
benzo(k)fluoranteno 20  pg/mL, benzo(a)pireno 50  pg/mL,
dibenzo(a,h)antraceno 200 pg/mL, benzo(g,h,i)perileno 80 pg/mL e
indeno(1,2,3-cd)pireno 50 pg/mL, obtenidos de Supelco y con pureza

superior a 99.999%.

Patron con mezcla de compuestos voléatiles 54 VOC’s EPA 502/524
adquirida en Supelco (Benceno, Bromobenceno, Bromoclorometano,
Bromodiclorometano, Bromoformo, Butilbenceno, sec-Butilbenceno, terc-
Butilbenceno, Tetracloruro de carbono, Clorobenceno, Cloroformo, 2-
Clorotolueno, 4-Clorotolueno, Dibromoclorometano, 1,2-Dibromo-3-

cloropropano, 1,2-Dibromoetano, Dibromometano, 1,2-Diclorobenceno, 1,3-
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Diclorobenceno, 1,4-Diclorobenceno, 1,1-Dicloroetano, 1,2-Dicloroetane, 1,1-
Dicloroetileno, cis-1,2-Dicloroetileno, trans-1,2-Dicloroetileno,
Diclorometano, 1,2-Dicloropropano, 1,3-Dicloropropano, 2,2-
Dicloropropano, 1,1-Dicloro-1-propano, cis-1,3-Dicloropropano, trans-1,3-
Dicloropropano,  Etilbenceno,  Hexacloro-1,3-butadieno,  Naftaleno,
Propilbenceno, estireno, 1,1,1,2-Tetracloroetano, 1,1,2,2-Tetracloroetano,
Tetracloroetileno, Tolueno, 1,2,3-Triclorobenceno, 1,2,4-Triclorobenceno,
1,1,1-Tricloroetano, 1,1,2-Tricloroetane, Tricloroetileno, 1,2,3-

Tricloropropano, 1,2,4-Trimetilbenceno, o-Xileno, m-Xileno, p-Xileno).

Patron de Diésel de 5.000 pg/mL; naftaleno 99.0%, Benzo(a) antraceno
99.0%, dibenzo(a,h) antraceno 99.0% y antraceno 99.0%; patron de

piriproxifen; todos obtenidos de Sigma-Aldrich (ST.Louis, USA).

Cloruro de sodio (NaCl, 99,5% de pureza), acido clorhidrico (HCI 37%) e
hidroxido de sodio (solucién al 30% w/v extrapure), adquiridos en

Scharlou (Espafia).

Preparacién de disoluciones.

Disoluciones patrén de cada uno de los PAH se prepararon en metanol en
las siguientes concentraciones: naftaleno 676,8 mg/L, acenafteno 807,3

mg/L, fluoreno 498,9 mg/L, fenantreno 437,1 mg/L y antraceno 160,2
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mg/L; estas disoluciones estandar se almacenaron a 4°C en frascos &mbar
de 100 mL. Partiendo de las dilusiones anteriores se propar6 una mezcla de
5 PAHSs, preparada a partir de las diluciones patrones de cada PAH; 250 uL
de naftaleno; 180 pL de acenafteno, 160 pL de fluoreno, 60 pL de fenantreno
y 30,0 pL de antraceno en un matraz aforado de 2 mL (Schott Duran) en
metanol; estas soluciones estandar diluidas se homogeneizaron en el bafio

de ultrasonidos durante cinco minutos.

Partiendo de la mezcla TCL PAH No. 49156, fue preparada una disolucion
tomando 100 pL de la mezcla de PAHSs y se diluyeron con metanol en un
matraz de 10 mL; esta solucion estandar diluida fue homogeneizada en el
bafio de ultrasonidos durante cinco minutos. La disolucién estdndar fue
almacenada en un vial de 2 mL color &mbar y a 4°C hasta su uso. El
acenaftileno y el indeno (1,2,3-cd) pireno no fueron incluidos en este
estudio por presentar una sefial poco sensible con el detector de

fluorescencia.

Disolucion estandar “test de volatiles” conteniendo 10 mg/L de
piriproxifen, Naftaleno, Benzo(a) antraceno, dibenzo (a,h) antraceno,
antraceno y 100 mg/L de Diésel. Esta solucion estandar fue homogeneizada

en el bano de ultrasonidos durante cinco minutos.
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2.6. Sistema Cromatogréfico.

2.6.1. Extraccion dinamica HPLC / SPME.

El analisis de los PAHSs se llevé a cabo en un equipo modular de HPLC,
Agilent serie 1100, dotado con una columna cromatografica Phenomenex
Envirosep PP (125 x 4,6 mm), un inyector manual de seis puertos Rheodyne

7125 al cual se le adapt6 una intersase para SPME de Supelco.

El método cromatografico se configur6 con un gradiente comenzando
con 55:45 de agua:acetonitrilo (v:v) durante 2 minutos; incrementando el
contenido de acetonitrilo a 90% en 25 minutos; luego se regresé a la
composicion inicial durante 15 minutos. El caudal de la fase mévil fue de 1,0
mL/min. La temperatura de la columna se mantuvo a 35,0°C (£ 0,5°C). En la

figura 2-3 se muestra el gradiente de la fase moévil empleado.
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Figura 2-3. Gradiente de la fase movil utilizado para la separacion de los PAHs.
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2.6.2. Desarrollo de una interfase off-line SPME con desorcién térmica para

HPLC.

Para el andlisis de los PAHs se utilizé el sistema especificado en la
seccion 2.5.1., con la diferencia que al inyector Rheodyne 7125 le fue adaptado

un bucle de inyeccion de 20 pl.

El gradiente aplicado inici6 con 55:45 de agua:acetonitrilo (v:v) durante 2
minutos; incrementando el contenido de acetonitrilo a 90% en 23 minutos. En la

figura 2-4 se muestra el gradiente de la fase mévil empleado.
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Figura 2-4. Gradiente de la fase movil utilizado para la separacion del naftaleno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno y antraceno.

2.6.3. Desarrollo de un sistema de muestreo SPME On-line.

El analisis GC-MS se realiz6 mediante un cromatografo de gases Varian

CP-3800 acoplado a un espectrometro de masas con trampa de iones Varian
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Saturno 2.200. Se utiliz6 un inyector automéatico CombiPAL para todos los
experimentos. El inyector se calent6 a 270°C y las inyecciones se realizaron en el
modo splitless durante 5 min. Para separar los analitos se utilizé una columna
ZB-5MS (30 m, ID 0,25 mm, espesor de la pelicula 0,25 pm) de Phenomenex,
EE.UU; el gas portador fue helio a un caudal constante de 1 mL/min. El
programa de temperatura del horno se inici6 en 45°C durante 10 minutos, luego
se llevéd la temperatura a 290°C con una rampa de 5°C/min y se mantuvo
durante 5 minutos; por ultimo, se llevé a 300°C a 5°C-min-l y se mantuvo a esta

temperatura durante 1 minuto (tabla 2-1).

2.6.4. Determinacion del sexo fetal mediante HS-SPME / CG / MS.

En este estudio se utilizé el mismo sistema y configuracion especificado

en la seccion 2.5.3 (tabla 2-1).
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Tabla 2-1. Resumen de los principales parametros del método analitico.

INYECTOR COLUMNA

. 0
Temperatura: 270 °C Phenomenex ZB-5MS

Modo de operacion: Dimensiones: 30 m x 0,25 mm x 0,25 um

Para SPME: splitless (5 min) Gas portador: He
Flujo: 1 mL/min

PROGRAMA DE TEMPERATURA

Velocidad Tiempo
Rampa | (°C/min) Temperatura final (°C) final (min)
1 45 10
2 5 290 59
3 25 300 70

Duracion total del analisis: 70 min

Modo SCAN: full scan Soorlr:/ie;‘]n(tslip)le\z/llaE))/:
Rango de masas : 40-550 m/z
Velocidad de barrido : 6 scan/s Temp. de linea de transferencia: 280°C

2.7. Identificacion de los analitos.

2.7.1. Extraccion dinamica HPLC / SPME.

Los PAHSs se identificaron utilizado un detector de fluorescencia Agilent
1100 el cual tiene como caracteristicas importantes su alta sensibilidad y

selectividad con analitos fluorescentes; para ello se ajustaron las longitudes de
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PAHSs se muestran en la tabla 2-2.

Tabla 2-2. Longitudes de onda de excitacion y emision 6ptimas para cada PAH.
Naftaleno 274 335

Acenafteno 266 315

AH

Fluoreno 266 315
Fenantreno 249 365
Antraceno 251 420
Fluoranteno 359 452
Pireno 335 390
Benzo (a) antraceno 270 390
Criseno 352 445
benzo (b) fluoranteno 315 425
benzo (k) fluoranteno 290 412
benzo (a) pireno 295 404
dibenzo (a, h) antraceno 205 420
benzo (g, h, i) perileno 266 500

2.7.2. Desarrollo de una interfase off-line SPME con desorcién térmica para

HPLC.

El procedimiento de identificacion de los PAHs en este trabajo son los

mismos especificados en el apartado 2.6.1.
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2.7.3. Desarrollo de un sistema de muestreo SPME On-line.

Para la identificacién de los analitos se utilizo un espectrometro de masas
con trampa de iones Varian Saturno 2.200, el cual fue configurado con una
ionizacién de impacto electronico (EI) a 70 eV en el modo de barrido completo
(full-scan) en un rango entre 40 a 550 m/z, con una velocidad de barrido de 6
scan/s. La temperatura de la linea de transferencia se mantuvo a 280°C. La
identificacion de los compuestos volatiles detectados se ha realizado por
comparacion de espectros de masas con la libreria espectral del Instituto

Nacional de Estdndares y Tecnologia NIST MS 2.0,

2.7.4. Determinacion del sexo fetal mediante HS-SPME / CG / MS.

La deteccién y caracterizacion de los VOC’s se realizd siguiendo el

procedimiento especificado en el apartado 2.6.3.

2.8. Procedimiento SPME.

2.8.1. Acondicionamiento de la fibra.

A lo largo de este trabajo se emplean diferentes tipos de fibras, las cuales

deben ser acondicionadas previamente a su utilizacion. Para este proposito, se

emplea un dispositivo independiente limpiador/acondicionador de fibras
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NURKA 390 configurado con las condiciones recomendadas por el fabricante.
Un blanco de fibra se registré diariamente antes de su utilizacion. En la tabla 2-3
se muestran los tiempos y temperaturas empleados en el acondicionamiento

inicial de las fibras utilizadas.

Tabla 2-3. Condiciones de trabajo y acondicionamiento recomendadas por SUPELCO

para las fibras de SPME.
T. Trabajo | T. Acondicion.| Tiempo
(°C) (°C) (horas)
250 0,5

200-280 ,

Material Espesor Temp.
Absorbente Fase (um) [Maxima (°C)
100 280

PDMS

FEE
30 280 200-280 250 0.5
7 340 220-320 320 1
65 270 200-270 250 0,5
85 320 220-300 280 1
85 320 250-310 300 1
PEG 60 250 200-250 240 0,5
50730 270 230-270 270 1
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2.8.2. Extraccion dindmica HPLC / SPME.

2.8.2.1. Proceso de extraccion dindmica.

Para llevar a cabo la extraccion de los analitos se probaron diferentes
fibras de Supelco CAR/PDMS 85 pm StableFlex, PDMS 100 pm, PDMS 7 um y

PDMS/DVB 65 pm.

La extraccién de los PAHs se realiz6 de un modo dinamico; para
optimizar esta metodologia se prepar6 una muestra adicionando 50 uL de la
solucién diluida de PAHs en 100 mL de agua milli-Q con agitacion en una
plataforma (PSelecta Agimatic 243) a 1.200 rpm durante 10 minutos antes de
iniciar el proceso de SPME; seguidamente los 100 mL de la muestra fueron
transferidos a una jeringa de 100 mL (Hamilton, Bonaduz, Schwiz); enseguida,
la aguja de la jeringa se introdujo en la valvula del inyector Rheodyne 7125 de 6
puertos en posicion el cual se encuentra en posicion “load” para permitir el
paso de la muestra a través de la cAmara de desorcion. Por otra parte, la fibra de
SPME se situ6 en la camara de desorcion de la interfase Supelco y se expuso la
fibra. El proceso de extraccion se realizo por contacto de los analitos con la fibra,
pasando los 100 mL de la muestra por infusién desde la jeringa a un flujo de 1,0

mL/min. Durante todo el proceso de extraccién se aplicé vibracién a la
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interfase a temperatura ambiente (24-26°C). En la figura 2-5 se muestra el

montaje experimental para el proceso de extraccion.

Interfase SPME

a)
b)
Desecho
L. o o Desecho
Bomba

3 —————— Entrada de
4 Muestra

=

4 =

Columna

Posicién LOAD

Interfase SPME

Desecho |
Desecho
Bomba

Columna

Posicion INJECT

Figura 2-5 a) Interfase Supelco modificada para realizar extraccion dinamica. 1. Holder
SPME, 2. Interfase SPME/HPLC Supelco, 3. Mecanismo de vibracion, 4.
Jeringa con la muestra, 5. Bomba de infusion, 6. Inyector de 6 puertos
HPLC. b) Ruta de flujo de la muestra en el inyector durante el proceso de

extraccion dinamica.
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2.8.2.2. Proceso de desorcion.

Para desorber los analitos retenidos en la fibra, es retirada la jeringa que
contenia la muestra y manteniendo la valvula en posicion de “load” se inyectan
en la camara de desorcion 90 pL de Acetonitrilo:Metanol, 50:50, v:v, que es
volumen necesario para llenar completamente la cAmara y desplazar la muestra
restante de la misma. A continuacion, se realiza la desorcion estatica con
vibracion en la cdmara durante 3 min; pasado este tiempo, la valvula se coloca
en la posicion “inject” arrastrando durante 30 seg los analitos extraidos
mediante el paso de fase movil hacia la columna analitica. Durante todo el

proceso de desorcion es aplicada vibracion a la interfase.

/
Fibra CAR/PDMS Se introduce y se expone
Stableflex 85um la fibra en el interiorde la
’ interfase Supelco.

‘ Se pasan 100 mL de la muestra por
la interfase con la bomba de
infusiéna 1,0 mL/ min aplicando
vibracion

7 Desorcion p 4
dindmica 30 seg. Se realiza desorcidn estatica Terminada la extraccion se
En interfase con en interfase durante 3 min. inyectan 90 pL 50:50

fase movil y aplicando vibracion MeOH:ACN v:v en la interfase
vibracién / Y

@
Se retira la fibra de Identificacion de PAHs
la interfase con detectorde
Fluorescencia

Figura 2-6. Esquema del procedimiento de microextraccion y desorcion utilizando la
extraccion dinamica con vibracion en todo el proceso.
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2.8.3. Desarrollo de una interfase off-line SPME con desorcion térmica para

HPLC.

2.8.3.1. Proceso de extraccion.

En el proceso de microextraccion en fase sélida se utiliz6 un soporte
manual de fibra el cual fue fabricado en el laboratorio para ser incorporado a un
rotor para dar movimiento giratorio a la fibra en el sentido contrario a la
agitacion de la muestra, lo que asegura una extraccion mas eficiente de los
analitos en la fibra. En la extraccion se probaron las fibras de Supelco
CAR/PDMS 85 pm StableFlex, PDMS 100 pm, PDMS 7 um y PDMS/DVB 65

pm.

Los PAHSs se extrajeron por inmersion directa de la fibra en 100 mL de la
muestra liquida, la cual se coloc6 en un agitador magnético a 3000 rpm (50Hz)
durante 90 minutos utilizando una barra magnética forrada con vidrio; la fibra
también fue provista de movimiento a 600 rpm (10 Hz) en un rotor en direccion
opuesta al agitador magnético. Todas las extracciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente (24°C-26°C). Una vez terminado el proceso de extraccion
se llevo a cabo la desorcion térmica de los analitos. En la figura 2-7 se muestra

un esquema de los dispositivos utilizados en la extraccion.
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Figura 2-7. Esquema del montaje para realizar el proceso de microextraccion en fase
solida en agua, 1) Placa Agitadora; 2) Soporte Universal; 3) Rotor; 4)
Portafibras para fibra SPME; 5) muestra de PAHSs.

2.8.3.2. Interfase desorcion térmica y recoleccion de analitos en disolventes

organicos.

2.8.3.2.1. Descripcion del sistema.

Esta interfase esencialmente consiste en una camara de desorcion
térmica, que se encuentra situada en un blogue metalico el cual posee un
control de temperatura en un margen entre 30°C-340°C; en el interior de éste se

encuentra un glass liner en el cual se introduce la fibra de SPME para llevar a
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cabo la desorciéon de los analitos que son arrastrados por un flujo de argén

controlado mediante un manémetro. El glass liner se conecta a un microtubo de
vidrio con fondo cénico de 50 x 3 mm utilizando un tubo de acero inoxidable de
1716 " el cual termina en la parte inferior del microtubo de vidrio al que se le ha
adicionado con anterioridad un disolvente, el microtubo se introduce en un
bafio de hielo para ayudar a la retencién de los analitos en el disolvente. Un

esquema de esta interfase se muestra en la figura 2-8.

a)

b)

:I’
o=

Figura 2-8. a) Vista de la interfase; b) Esquema de la interfase: 1) Entrada de gas argon,
2) Man6metro, 3) Termostato, 4) Glass liner, 5) Septum, 6) Holder, 7) Fibra
SPME, 8) Boque metalico, 9) Tubo de acero, 10) Microtubo, 11) Bafio de
hielo.
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2.8.3.2.2. Desorcion térmicay recoleccion de los analitos en el disolvente.

La desorcién térmica de los analitos se realiza introduciendo la fibra en el
interior del glass liner calentado a 270°C durante 30 min con un flujo de argén
de 7 mL/min tras retirar la fibra se inyectaron cuatro alicuotas de 10 pL de
metanol cada 5 minutos en el glass liner a la misma temperatura con el objetivo
de arrastrar cualquier residuo de PAHs condensada en el interior del tubo de
conexion. Los analitos se recogieron en 100 pL de una mezcla 50:50
metanol:acetonitrilo colocada en el interior del microtubo de recoleccion el cual
se encuentra en un bafio de bafio de hielo. Al finalizar el proceso de desorcion el
volumen del disolvente de recoleccion se lleva a 50 pL, de los cuales se inyectan

20 pL en el HPLC.

| - | =

Figura 2-9. Esquema del procedimiento de microextraccion y desorcién utilizado la
nueva interfase.
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2.8.4. Desarrollo de un sistema de muestreo SPME On-line.

2.8.4.1. Descripcion del dispositivo.

Consta de una caja cubica de acero inoxidable de 25 cm x 25 cm x 25 cm
con paredes de malla de 63 micras en acero inoxidable que contiene un soporte
en el interior para la instalacion simultanea de las 4 fibras, cada una de las
cuales va instalada en un portafibras fabricado para su ajuste en dicho soporte,

ver figura 2-2.

2.8.4.2. Proceso de extraccion.

Se utilizaron cuatro tipos de fibras con diferentes polaridades y/o
espesores: 85 pm poliacrilato (PA), 100 pm polidimetilsiloxano (PDMS), 7 pm
polidimetilsiloxano (PDMS) 'y 85 pupm carboxen/polidimetilsiloxano
(CAR/PDMYS) Stableflex. Las cuatro fibras fueron acondicionadas antes de su
uso de acuerdo con las especificaciones del fabricante (tabla 2-3). Una vez
instaladas las fibras en la la caja se introdujo en las aguas del rio objeto del
estudio y se dejaron estar durante diferentes tiempos, 1, 3 y 7 dias. Pasado el
tiempo de extraccion se lava el exterior de las fibras con agua destilada para
eliminar posibles impurezas. Se tomaron datos de profundidad a la que se

colocd la caja, la temperatura y el caudal del agua.
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2.8.4.3. Proceso de desorcion.

El proceso de desorcion de los analitos retenidos en los recubrimientos
poliméricos se llevé a cabo en el inyector del cromatografo de gases en modo
splitless durante 5 min a 270°C. Un blanco de la fibra se realiz6 antes de cada

analisis.

2.8.5. Determinacion del sexo fetal por HS-SPME / CG / MS.

2.8.5.1. Proceso de extraccion.

En este estudio fueron utilizadas tres tipos de fibras diferentes: 7 pm
polidimetilsiloxano (PDMS), 100 pm polidimetilsiloxano (PDMS) y 85 pm
Carboxen/polidimetilsiloxano (Carboxen/PDMS) Stableflex. Todas las fibras
fueron acondicionadas antes de su uso de acuerdo con las especificaciones del
fabricante (tabla 2-3). Para el proceso de extraccion, todas las fibras fueron
expuestas en las mismas condiciones a 2 mL de la muestra en viales de 20 mL
en el modo espacio de cabeza. Los viales fueron sellados con un septum de
teflon (Politetrafluoroetileno-PTFE) y un tap6n de rosca de aluminio. Para la
extraccion de los analitos, la fibra fue expuesta durante 60 minutos al espacio de
cabeza de la muestra de orina a 90°C. La inyeccién se realizé mediante el
muestreador automatico Combi-PAL. Una vez la extraccion fue completa, se
realiz6 la desorcion térmica exponiendo la fibra en el interior del puerto de
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inyeccion del cromatégrafo de gases en modo splitless a 270°C durante 5
minutos. Un blanco de la fibra se realiz6 antes de cada analisis. En la tabla 2-4 se

resumen los parametros del automuestreador combiPal.

Tabla 2-4. Parametros de configuracién del CombiPAL.

90°C

1 min.

500 rpm
250 rpm
1 hora

25 min.

2.9. Procedimiento Extraccion en fase sélida (SPE).

Para la comparacion de la metodologia propuesta con un método de
referencia se realiz6 la extraccion de los PAHs utilizando el método 550.1 de la
EPA (Agencia Proteccion Ambiental) para la determinacion de hidrocarburos
aromaticos polinucleares en el agua mediante extraccion en fase séliday HPLC

con deteccién de fluorescencia [169].

97



PARTE EXPERIMENTAL

La extraccién y purificacion de las muestras se realiza utilizando
cartuchos “Sep-Pack” Vac C18 de 1 g. Dichos cartuchos requieren un
acondicionamiento previo al proceso de extraccibn para activar el

empaquetamiento antes de la preconcentracion de la muestra.

El acondicionamiento consiste en pasar a través del cartucho, tres

disolventes en tres pasos sucesivos:

1. 4 alicuotas de 10 mL de cloruro de metilo.
2. 4 alicuotas de 10 mL de Metanol.

3. 2 alicuotas de 10 mL de agua milli-Q, no dejando secar el cartucho.

Inmediatamente, se pasa 1 L de la muestra de agua a través del cartucho
con una presion entre 8-10 mm Hg, se lava el cartucho con 10 mL de agua milli-

Q y se deja secar durante 10 min en el sistema de vacio.

Los PAHSs son eluidos desde el cartucho con 2 porciones de 5 mL de
cloruro de metilo a un caudal de 0.5 mL/min. Ambas porciones se recogen en
un mismo tubo. Seguidamente, se procede a la evaporacion del disolvente con
el sistema de extraccion a vacio, colocando el tubo de extraccion en un vaso de

agua a temperatura ambiente, para evitar la congelacion del disolvente.
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El residuo seco que queda en el tubo de extraccion se disuelve en 1 mL
de metanol con la ayuda de un bafio de ultrasonidos durante 5 min. Una
porcion de 3 mL de acetonitrilo se afiade al extracto y por ultimo se concentra
hasta un volumen final de 0,5 mL. Las concentraciones de PAHSs en el extracto
se determinan inyectando 20 uL en un cromatégrafo liquido de alta resolucion

(HPLC) equipado un detector de fluorescencia.

Acondicionamiento @ Preconcentracion :
Cartucho :
L "
Cartucho “Sep-Pak 4x10 mL de Cloruro de Pasar 1L de agua

VacCyg -1g .. Metilo Fortificada con mezcla de

4 x 10 mL Metanol. PAHs a 8-10 mm Hg. Lavar
con 10 mL de agua milli-Q.

2 x 10 mL Agua Milli-Q.

Elucion :
Secar

Preconcentracion:
evaporacion del disolvente
en el sistema de vacio.

(4 Residuo seco se
disuelve en 1 mL de
Metanol 5 min.
Ultrasonidos + 3 mL de
acetonitrilo.

2x5 mL de Cloruro de
Metilo a 0,5 mL - min se
recogen en un tubo.

Se concentra
hasta un volumen
final de 0,5 mL

10 min. en vacio (8-
10 mmHg)

Analisis:

Se inyectan 20uL
en HPLC/FLD

Figura 2-11. Esquema del procedimiento de extraccion en fase sélida utilizando el

método EPA 550.1.
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2.10. Muestras.

2.10.1. Extraccion dinamica HPLC / SPME.

En la realizacion de este trabajo se analizaron muestras de agua del
Pantano de San Juan y del rio Guadalix ubicados en la Comunidad de Madrid.
Las muestras fueron recolectadas en botellas de vidrio Pyrex de borosilicato
color ambar y almacenadas a 4°C. La temperatura del agua en el momento de la
toma de la muestra del Pantano de San Juan era de 19°C, la muestra se obtuvo
en el punto GPS. 40° 22" 16.1184"N 4° 19’ 10.4016"W; la muestra tomada del rio
Guadalix tenia una temperatura de 16°C al momento de la toma y fue

recolectada en las coordenadas GPS. 40°47'07.7"N 3°40'59.1"W.
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Figura 2-12. Puntos de toma de muestra a) Pantano de San Juan; b) Rio
Guadalix.

2.10.2. Desarrollo de una interfase off-line SPME con desorcion térmica para

HPLC.

Se tomaron muestras de agua del Pantano Valdemayor tomadas a una
temperatura de 9°C en el punto GPS. 40°34'39.8"N 4°02'35.4"W (figura 2-10). La
muestra tomada del rio Guadalix tenia una temperatura de 8°C al momento de
la toma y fue recolectada en las coordenadas GPS. 40°47'07.7"N 3°40'59.1"W
(figura 2-12 b). El procedimiento de toma y almacenamiento se especifica en el

literal 2.9.1.
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Figura 2-13. Sitio de toma de muestra en el Pantano de Valdemayor.

2.10.3. Desarrollo de un sistema de muestreo on-line.

Se realizd6 muestreo en los rios de la comunidad de Madrid. En el rio
Manzanares a la altura del parque lineal del Rio Manzanares, después de su
paso por Villaverde en las coordenadas GPS 40° 22' 17.67" N 3° 41" 9.96" W. En
el rio Jarama el dispositivo de muestreo fue puesto en el punto kilométrico 9 de
la carretera M-203 entre Vicalvaro y Mejorada del Campo en las coordenadas
40° 23' 43.5336"N 3° 30" 34.3152"W. La temperatura del agua en el momento de
la toma de la muestra era de 10°C, y 12°C para el rio Manzanares y para el rio

Jarama, respectivamente (figura 2-14).
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Figura 2-14. Puntos de muestreo para a) Rio Manzanares; b) Rio Jarama.
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2.10.4. Determinacion del sexo fetal mediante HS-SPME / CG / MS.

La toma de muestras de orina se realizé en frascos de pléastico estériles de
250 mL disponibles en farmacia. Las muestras fueron obtenidas de 35 mujeres
voluntarias en estado de gestacidon entre 1-8 meses, la muestra de orina obtenida
fue la primera de la mafiana. Posteriormente, 2 mL de cada muestra de orina se
transfieren a un vial de 20 mL con una micropipeta y se almacena a -20°C, antes
de realizar cada analisis la muestra se descongela a temperatura ambiente y se
le adicionan 1 pL de hidroxido de sodio, solucién al 30% w/Vv y se mezcla con la

ayuda de un Vortex a 10 Hertz (Uniequip, Espafia) durante 5 segundos.

2.11. Caracteristicas analiticas de los métodos.

2.11.1. Linealidad.

Se construyeron rectas de calibrado utilizando patrones de diferentes
niveles de concentracién, por triplicado, representandose las areas de los picos
integrados de cada compuesto frente a la concentraciéon del mismo. Los
resultados se ajustaron por regresion lineal aplicando el método de los minimos
cuadrados. Las concentraciones de PAHs en las muestras de agua fueron
determinadas por interpolacion en los respectivos graficos de calibracién de los

PAHS.
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2.11.1.1. Extraccién dindmica HPLC / SPME.

Para obtener las rectas de calibrado se tomaron 100 mL de agua Milli-Q
se enriquecieron con 100, 250, 100, 500 y 1000 pL de la mezcla estandar de
PAHSs, obteniendo niveles de concentracion en el margen de 0,20 a 100,00 pg/ L.
Para la construccion de las rectas se empled el método optimizado de la

extraccion dinamica y los procedimientos de HPLC descritos anteriormente.

2.11.1.2. Desarrollo de una interfase off-line SPME con desorciéon térmica

para HPLC.

Para determinar la linealidad el método, se construyeron rectas de
calibrado tomando 100 mL de agua Milli-Q enriquecida con 20, 50, 100, 150 y
200 pL de la mezcla estandar de PAHSs, obteniendo niveles de concentracion en
el margen de 0,40 a 169,2 ug/L. Para la construccién de las rectas se empleé el
método optimizado de la nueva interfase y los procedimientos de HPLC

descritos anteriormente.

2.11.2. Estudios de precision.

Para evaluar la repetitividad se analizaron tres muestras el mismo dia de

forma consecutiva de agua milli-Q fortificadas con 100 pL de la disolucién de
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PAHSs; para evaluar la reproducibilidad se realizaron 3 anélisis de la muestra
por dia durante tres dias distintos. Las precisiones estimadas se dan en

términos de porcentaje de desviacion estdndar relativa (RSD %).

2.11.3. Limites de deteccién y cuantificacion.

El limite de deteccién (LOD) se calculé de acuerdo al criterio de Miller

[206], el cual define el limite de deteccion como la concentracion del analito que

proporciona una sefial igual a la del blanco, yg, mas tres veces la desviacion

estandar del blanco, Sg.

Del mismo modo, el limite de cuantificacion (LOQ) se calculé como la

concentracion del analito que proporciona una sefial igual a la del blanco, Vs,

mas diez veces la desviacion estandar del blanco, Sg [206].

2.11.4. Estudios de Exactitud.

Para calcular el porcentaje de recuperacion del método se realizaron 6

medidas a tres niveles de concentracion correspondientes al primer punto, al

punto medio y al punto superior de la recta de calibracion del método.
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2.11.5. Comparacion del método propuesto con el método de referencia.

Para determinar la validez de nuestro método, los datos obtenidos

fueron contrastados con los conseguidos al aplicar el método de referencia EPA

550.1, para ello se verifico mediante el test F, concluyendo que los dos métodos

no presentan desviaciones estandar significativamente diferentes al nivel de

confianza del 95%, por lo cual es apropiado aplicar la prueba t- Student como

criterio de aceptacion del nuevo método [206] (ecuaciones 2-3, 2-4, 2-5).

2
S,
F = (y/x) 1

2
S(y/x) 2

Donde, S%yi1 > S%(yx)2

Donde s se calcula a partir de

2 — (n1—-1)s%+(n,—1)s?

(n1+nz-2)

y ttiene (n, + n, — 2) grados de libertad.

Ecuacion 2-1

Ecuacioén 2-2

Ecuacion 2-3
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3.1. Extraccion dindmica HPLC / SPME.

3.1.1. Optimizacion de los pardmetros cromatograficos.

Se ha utilizado la columna Envirosep PP (125 x 4.6 mm), la cual mostré
ser adecuada para la separacion de los PAHs analizados. Las variables
cromatograficas estudiadas fueron las siguientes: gradiente de la fase mdvil,
caudal, temperatura de la columna cromatografica y programa de longitudes de

onda de exitacion/emision para la deteccién de los PAHs.

3.1.1.1. Gradiente de la fase moévil.

Las fases moviles mas utilizadas para la separacion cromatogréafica de los
PAHs son el metanol/Agua y Acetonitrilo/Agua segin se observa en la
bibliografia. Se ha seleccionado como fase movil la mezcla de acetonitrilo/agua,
con la se obtuvo una mejor resolucién cromatografica en conjunto con la
columna mancionada anteriormente. Se probaron diferentes gradientes en la

separacion de los PAHs (figrua 2-3).

3.1.1.2. Caudal de la fase movil

Por otra parte se realizaron varios experimentos modificando el flujo de

la fase movil en el intervalo de 0,8 — 1,5 mL- min-. Se elige como 6ptimo un
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flujo de 1 mL/min para el cual la presion de la columna no es demasiado

elevada; (1500psi) y el tiempo de analisis es del orden de los 40 min.

3.1.1.3. Temperatura de la columna cromatografica.

Este parametro es importante para evitar fluctuaciones en el tiempo de
retencion lo que dificulta la deteccién debido a que el detector de fluorescencia
trabaja con longitudes de onda seleccionadas que se ajustan al tiempo de
retencion de cada PAH. Se ha estudiado la influencia de la temperatura de la
columna cromatografia en la separacion de los analitos, termostatizado la
columna en un rango temperaturas comprendidas entre los 20 y 40 °C,
escogiendo como temperatura 6ptima 35°C en la cual se observd una mejor

separacion y resolucion de los analitos.

3.1.1.4. Deteccion de los PAHSs.

La deteccion de los PAHs se llevd a cabo utilizado un detector de

fluorescencia que tiene como caracteristicas importantes su alta sensibilidad y

selectividad con analitos capaces de dar fluorescencia como lo son la mayoria

de los PAHs.
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Para la optimizacién de la deteccion de fluorescencia se ajustaron las
longitudes de onda de ex/em para cada PAH; para este fin, primero se han
determinado las longitudes de excitacién 6ptimas para cada PAH, para lo cual
se realizé una inyeccion de 20 pL de la mezcla estandar de los PAHSs
manteniendo fija a 425 nm la emisidn y variable la excitacién; para obtener las
longitudes de emisién Optimas para cada PAH se aplic6 el mismo
procedimiento pero manteniendo fija la excitacion a 254 nm; a partir de los
espectros bidimensionales obtenidos se obtienen las longitudes de onda ex/em
Optimas para cada PAH, las cuales se muestran en la tabla 2-2. A partir de los
pardmetros cromatograficos y de detecciébn optimizados, se obtuvo el

cromatograma que se muestra en la figura 3-1.

28152

Pyrene
Benzo(z) anthracens
o84 Benzo(k) fluoranthens
27722 Benzo(a)pyrene

0a Anthracene

15672 Fluorene

636 Phenanthrene
24845 Benzo(b) fluoranthene
R —————
T ———— s Dibenzo(ak) anthracene
2 Benzo(gh,i) perylene

12562 Naphthalene

——————=122851 Chrysene

e

P
= 125e7 Fhuoranthene

.
———
Sy

K—
L ——— i EF )

=

e

M

Figura 3-1. Cromatograma de los PAHSs con condiciones cromatogréaficas optimizadas
para el punto medio de la curva de calibracion.
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3.1.2. Proceso de extraccion dinamica.

Como se ha indicado, en los anélisis que involucran SPME-HPLC
convencional el proceso de extraccion se realiza off-line colocando la muestra en
un vaso de precipitados o en un vial segun el volumen de la muestra; se
introduce la fibra en la muestra con agitacion hasta que se alcanza el equilibrio.
En el método propuesto en extraccion dindmica, se alcanza el equilibrio entre la
muestra y el revestimiento de la fibra mediante contacto continuado haciendo
pasar la muestra a través de la cAmara de extraccion de la interfase a un flujo
constante la muestra. Las variables estudiadas fueron, volumen de la muestra,
caudal de la muestra y agitaciéon mediante vibracion de la cAmara de extraccion.
La extraccion se llevé a cabo a temperatura ambiente (24-26 °C). La fibra elegida
para el estudio fue 85 um Stableflex con una pelicula de
carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS) de Supelco, debido a que

proporciond mejores resultados entre las fibras estudiadas.

En la Figura 3-2 se observa que para 100 mL de muestra, la fibra produce
una sefial de saturacion lo que parece indicar que se alcanza el equilibrio con la

disolucion.

Por lo que se refiere al caudal, el flujo de la muestra fue ajustado a 1

mL/min, debido a que para caudales superiores disminuye la sefal,
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probablemente debido a que no se alcance el equilibrio mencionado (véase la

figura 3-3).

100
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70
60
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Areas
Areas

30
20

10

| I |
o 1
5 15 30 50 75 100 125 150 : ; ‘ ! b ! :
15 30 50 75 100 125 150
Volumen de extraccion, mL Valumen de extraccidn, mL

Figura 3-2. Optimizacién del volumen de extraccion. a. PAHs de dos a cuatro anillos aromaticos:

Naftaleno; —®— Acenafteno; —*  Fluoreno; Fenantreno; —*— Antraceno; —=—
Fluoranteno. b. PAHs de cuatro a seis anillos aromaticos: — Pireno; Benzo(a)
antraceno; —®  Criseno; —#— Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k) fluoranteno; —H#—
Benzo(a)pireno, —— Dibenzo(a, h) antraceno; Benzo (g, h, i) Perileno.
a. b.
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Figura 3-3. Perfiles de velocidad de extraccion dindmica. a. PAHs de dos a cuatro anillos aromaticos:
Naftaleno; —®— Acenafteno; —*  Fluoreno; Fenantreno;, —*— Antraceno;

—=—Fluoranteno. b. PAHSs de cuatro a seis anillos aromaticos: — Pireno; Benzo(a)
antraceno; ~—® Criseno; —#*— Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k) fluoranteno; —*—
Benzo(a)pireno; —— Dibenzo(a, h) antraceno; Benzo (g, h, i) Perileno.
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Con respecto a la agitacion, aplicando vibracion a la interfase durante la
extraccion, las respuestas de los analitos fueron mayores debido a que se facilita
el contacto entre los analitos y el recubrimiento de fibra por mejora del
transporte de los analitos desde la muestra a las proximidades de la fibra; esto
produce un aumento de la sensibilidad y la reproducibilidad del método tal

como se muestra en la figura 3-4.

- Con vibracion
~ Sin vibracion

Areas
o 8 & 8

N o o ) ' '
2 S S N o
P S & & °
N4 zéb ‘<\Q 'b(55 é’bb ’bQ& Q\Q 'p&(\ ‘\"'zo &,\\0 &(\0 »ké\o N4 ®
¥ SR SN ¢ ¢ & & Q& & &
. < & F & & & &
@ ¥ e D
° S S L D o
& A\ ¥ & W
& x° © A
A9 S S L 4
< < ‘OQ’Q <
Q\
PAHs

Figura 3-4. Comparacién de areas obtenidas con y sin aplicacion de vibracion a la
camara de desorcion.

3.1.3. Proceso de Desorcion

Se estudiaron los disolventes de extraccion siguientes, ACN, MeOH vy

MeOH:ACN 50:50, v:v. Para conseguir que la desorcion estatica sea mas

eficiente, la mezcla de metanol: acetonitrilo, 50:50, v:v mostré ser la mas

116



O Universidad
12 Complutense
LGSV Madrid

adecuada. El tiempo requerido para la desorcion estatica fue de 3 minutos;
mientras que en modo dindmico, haciendo pasar fase mévil por la camara de la
fibra fue de 30 segundos. En ambos modos de desorcién se aplico vibracién a la

camara de desorcion SPME/HPLC.

3.1.4. Evaluacion del método de SPME / HPLC.

Utilizando las condiciones optimizadas de extraccion dindmica se
prepararon los calibrados para los 14 PAHs estudiados empleando disoluciones
de agua milli-Q enriquecidas a 5 niveles de concentracion de cada uno de los
PAHs con margenes comprendidos entre 0,1 y 500,0 pug-L?%; cada nivel de
concentracion del calibrado se analizé por triplicado; los resultados obtenidos
fueron relacionados por el método de regresion lineal por el método de
minimos cuadrados. Los coeficientes de regresion (r), el coeficiente de
determinacion (r2), las desviaciones estdndar (s), desviaciones estandar relativas
(RSD%), limites de deteccion y de cuantificacion, para el método propuesto y

para el método de referencia EPA 550.1 se muestran en la tabla 3-1.
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La Exactitud fue evaluada mediante estudios de recuperacion, %R,
obteniendo recuperaciones entre el 59 y el 90% (tabla 3-2), los resultados
obtenidos con el método propuesto se contrastaron con los del método de
referencia de la EPA; para lo cual, se comprobd que no existian diferencias
significativas entre los valores de las varianzas experimentales de ambos
métodos, aplicando la prueba de contraste F (Ecuacién 2-1). Seguidamente, se
calculd lat de student (ecuacion 2-2), indicando los resultados que no existen
diferencias significativas a un nivel de probabilidad 95% entre las dos

metodologias [206].

Para evaluar la precision del método se estudié la repetitividad y
reproducibilidad; para ello se analiz6 una disolucion de la mezcla estdndar TCL
PAH No. 49156 en agua mili-Q a un nivel de concentraciones para el naftaleno
125,0 ug/L, acenaftaleno 250,0 ug/L, fluoreno 25,0 ug/L, fenantreno 10,0 pg/L,
antraceno 5,0 pg/L, fluoranteno 12,5 pg/L, pireno 25,0 pg/L, benzo (a)
antraceno 12,5 pg/L, criseno 12,5 pg/L, benzo (b) fluoranteno 5,0 pg/ZL, benzo
(k) fluoranteno 5,0 pg/L, benzo (a) pireno 12,5 pg/L, dibenzo (a, h) antraceno
50,0 ug/L, benzo (g, h, i) perileno 20,0 ug/L. Para la repetitividad se estudiaron
tres muestras consecutivamente el mismo dia, mientras que para estudiar la
reproducibilidad se realizaron tres analisis por dia durante tres dias. Las
desviaciones estandar relativas para el método de extraccion dindmica y

desorcion con vibracion (RDS) fueron iguales o inferiores a 8,1% para n=3.
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Con el fin de validar el método propuesto SPME, se determind la
precision de los resultados obtenidos de las muestras de agua del pantano de
San Juan con la metodologia propuesta que utiliza la extraccion dinamica y los
encontrados por el método EPA 550.1. Al evaluar ambos métodos no se
encontraron diferencias significativas para la prueba t de student en el nivel de
significacion de 0,05 para los PAHs detectados (tabla 3-3); los valores de
Texperimental, Obtenidos fueron inferiores al toitico, 2,23; 1o que cumple con el
criterio de aceptacion, por lo cual se puede afirmar que la metodologia

propuesta, es valida.
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3.1.5. Analisis de muestras

El analisis de las muestras de aguas se llevo a cabo empleando la
metodologia de la EPA 550.1 y con el método que involucra la extraccion
dindmica; en ambos métodos se encontraron ocho PAHs en las muestras del
Pantano de San Juan (naftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, fluoranteno,
benzo (a) antraceno, benzo (k) fluoranteno y benzo (a) pireno) de los cuales el
fenantreno no fue cuantificado por encontrarse fuera del rango lineal del
calibrado; mientras que en las muestras del rio Guadalix, se detectaron ocho
PAHSs por el método de extraccion dinamica y siete por el método EPA 550.1
(naftaleno, fluoreno, fenantreno, acenafteno, criseno, benzo (b) fluoranteno,
benzo (k) fluoranteno y dibenzo (a, h) antraceno); el benzo (k) fluoranteno fue
detectado pero no cuantificado por el método de extraccién dinamica y no fue
encontrado por el método EPA; mientras que el fluoranteno fue detectado por
ambos métodos pero no fue cuantificado por encontrarse fuera del rango lineal.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion se encuentran en la tabla 3-3.
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3.2. Desarrollo de una interfse off-line SPME con desorcién térmica para

HPLC.

3.2.1. Optimizacion de los parametros cromatograficos.

Las variables cromatograficas optimizadas de gradiente de la fase movil,
caudal, temperatura de la columna cromatografica y programa de longitudes de
onda de exitacion/emision para la deteccion de los PAHs. Fueron las mismas
especificadas en la seccion 3.1.1. Las mismas fueron adaptadas para la
optimizacion del método para los PAHSs : Naftaleno, Acenaftaleno, Fluoreno,

Fenantreno y Antraceno.

A partir de los parametros cromatograficos y de deteccion optimizados,

se obtuvo el cromatograma que se muestra en la figura 3-5.

FLD1 A, Ex=272, Em=328, TT (CACROMAT~TLOPTIMOO0 D)
Ly

Antraceno

~

Acenaftaleno
o
&
o
i FIUDDEEHO Fenantreno
= g
I

Naftaleno

x
= =
3

B

Figura 3-5. Cromatograma de los PAHs en condiciones cromatogréficas optimizadas.
Naftaleno 84.6 pg/L; acenaftaleno 72,7 ug/L; fluoreno 40,0 pg/L;
fenantreno 13,1 pg/L y antraceno 2,4 ug/L.
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3.2.2. Proceso de microextraccion en fase sélida.

Las variables que afectan al proceso de extraccion fueron estudiadas por
inmersién de la fibra en una muestra de agua milli-Q enriquecida con una
mezcla de la disolucion de los PAHs. Un resumen de las variables estudiadas se
muestra en la Tabla 3-4. La Figura 3-6 (a), se observa que entre las fibras
ensayadas, la que produce la sefial mas alta de PAHs fue la CAR/PDMS

StableFlex 85 pum; esta fibra fue elegida para los estudios posteriores.

Un volumen de muestra de 50 mL fue suficiente para que se alcanzara el
equilibrio entre el analito en la muestra y la adsorcion del analito en la fibra
como se muestra en la figura 3-6 (b), en la cual se observa un gréfico tipico de
saturacién con volumenes por encima al de 50 mL; el volumen seleccionado fue
de 100 mL, el cual asegura que la extraccion es reproducible. En cuanto al
tiempo necesario para conseguir el equilibrio entre la fibra y la muestra, fue
necesario un tiempo de 90 min., por encima del cual se observan sefiales de
saturacién como se muestra en la figura 3-6 (c). Por otra parte, la transferencia
de masa en la fibra fue favorecida cuando la agitacion de la muestra de PAHSs se
hace en sentido contrario que la rotacién de la fibra, como se observa en la

figura 3-6 (d).
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Figura 3-6. Variables que afectan el proceso de extraccion SPME: a) Eleccion del
recubrimiento de la fibra, b) Volumen de muestra, c) Tiempo, d)
Agitacién de la muestra. PAHs: Naftaleno —+— | Acenafteno —%—,

Fluoreno —&—, Fenantreno —+— Yy Antraceno —#—. d) Tipo de
agitacion.

Tabla 3-4. Optimizacion de las variables de microextraccion en fase sélida.

CAR/PDMS 85-pm

StableFlex,
PDMS/DVB 65-um,
PDMS 100-pm

10, 50, 100, 250, 500
30, 50, 60, 70, 80, 90, 120

4, 26

CAR: Carboxeno; CW: Carbowax; PDMS: PolidimetilSiloxano; DVB
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3.2.3. Desorcion térmica y recoleccion de los analitos en el disolvente

orgéanico.

Los analitos retenidos en la fibra son desorbidos térmicamente utilizando
la nueva interfase y se recogen en un pequefio volumen de disolvente orgéanico
de acuerdo con el procedimiento especificado en la seccién experimental
(2.8.3.2.2). Se estudiaron los efectos de las diferentes variables involucradas en

este proceso de extraccién como se indica en la Tabla 3-5.

Tabla 3-5. Pardmetros optimizados en el proceso de desorcién.

Valor

Variables Estudiadas

seleccionado

Temperatura de desorcion, °C 200, 220, 240, 260, 270 270
A

Tiempo de desorcion, min 15, 20, 25, 30, 35 30
Flujo de Argon, mL min 5,7,9,14,20 7

Volumen del vial colector, pL 500, 1000 500
MeOH, ACN, 50:50
. MeOH:ACN, 50:50 50:50
0 )
Naturaleza del disolvente colector, % MeOH:Water. 50:50 MeOH-ACN

ACN:Water, 50:50
Volumen del disolvente colector, pL 50, 75, 100, 150, 200 50
C

Temperatura del c()Jllsolvente colector 4,24, 40 4

Disolvente de “barrido” (MeOH), 24567 4
x 10pL
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3.2.3.1. Temperatura.

Como muestra la Figura 3-7 (a) la sefial aumenté ligeramente en el rango
de temperaturas estudiado; asi, se eligié una temperatura de 270°C para obtener

la sefial mas alta, préxima a completar la desorcion.

3.2.3.2. Tiempo de desorcion

En cuanto al tiempo de desorcién, la forma de los perfiles parece indicar
gue después de alcanzar un estado estacionario aparecen pequefias pérdidas de
analitos para los tiempos de alta desorcién lo cual puede ser debido a pérdidas

del analito durante todo el proceso, figura 3-7 (b).

3.2.3.3. Caudal de gas de arrastre argon.

El flujo de argon en el arrastre delos analitos, figura 3-7 (c) mostré un

valor oOptimo para 7 mL/min, mostrando pérdidas de analitos bastante

evidentes para valores mayores de flujo; esto es debido a que altos valores de

flujo pueden arrastrar los analitos y llevarlos fuera del microtubo colector.
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Figura 3-7. Variables que afectan el proceso de desorcion: a) Temperatura, b) Tiempo
de desorcién, c) Flujo de argén (gas de arrastre). PAHs: Naftaleno —+— ,
Acenafteno —#— | Fluoreno —&—, Fenantreno —+— Yy Antraceno —#—.

3.2.3.4. Formay dimensiones del tubo colector.

En cuanto a la forma del tubo colector, los tubos pequefios y largos
produjeron sefiales mas altas porque permitian un mejor contacto entre el gas
gue barre los analitos y el disolvente de coleccién. La parte inferior de este tubo
es conica, lo cual permite una maxima transferencia de materia entre el gas de
arrastre y el disolvente colector. Cuando aumenta el volumen de este tubo, las

seflales disminuyeron para los volumenes por encima de 500 pl, figura 3-8 (a).
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3.2.3.5. Naturaleza del disolvente organico colector

La naturaleza del disolvente organico en la colector, figura 3-8 (b)
muestra que la mezcla 6ptima se basa en MeOH: ACN; 1: 1; v: v; la fuerza de
elucién de esta mezcla es, en principio, muy alta para la inyeccién en HPLC,
aungue en la practica, este efecto fue pequefio en los picos cromatograficos

resultantes.

3.2.3.6. Volumen del disolvente colector

El volumen del disolvente organico que se utiliza para recoger los
analitos se optimizé; la figura 3-8 (c) muestra que la retencion de los analitos en
50 pl de disolvente colector fue la més alta. La disminucion de la temperatura
del disolvente también contribuye a retener los analitos debido al aumento de la
constante de distribucion de disolvente/gas, Figura 3-8 (d); por lo que el tubo

de recogida se coloc6 dentro de un bafio de hielo.

Por altimo, se optimizé el volumen de metanol utilizado para arrastrar
las posibles pérdidas por condensacion en el tubo de acero y asegurar que todos
los analitos desorbidos lleguen al disolvente colector; los resultados se

muestran en la Figura 3-8 (e).
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3.2.4. Evaluacion SPME-HPLC Método Off-line

La linealidad del método se estudié empleando muestras de agua milli-Q

con la adicion de 5 niveles de concentracién de las disoluciones estdndar de

cada uno de los PAHs en margenes comprendidos entre 0.4 y 169.2 ug/L; cada

nivel de concentracion del calibrado se analiz6 por triplicado. Los datos de

concentracion de los PAHs y de respuesta del detector de fluorescencia fueron
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relacionadas por el método de regresion lineal por minimos cuadrados. Los
coeficientes de regresion (r), el coeficiente de determinacion (r?), las
desviaciones estandar (s), desviaciones estandar relativas (RSD%) de cada
punto, limites de deteccion y de cuantificacién, para el método propuesto y

para el método EPA 550.1 se muestran en la tabla 3-6.

Como se observa en la tabla 3-6 los limites de deteccion son del mismo
orden para el método de la interfase SPME/HPLC, a niveles de pg/L, con lo
gue indica que el método propuesto es de igual sensiblidad que el de

comparacion para la determinacion de estos contaminantes.

La precision del método fue evaluada por medio de la repetitividad y
reproducibilidad; para ello se analizé una disolucion de la mezcla estandar de
los cinco PAHSs en agua mili-Q a niveles de concentracion de 84.6 ug/L para el
naftaleno; 72,7 ug/L para el acenaftaleno; 40,0 ug/ZL para el fluoreno; 13,1 pg/L
para el fenantreno y 2,4 pg/L el antraceno. Para la determinar de la
repetitividad se estudiaron tres muestras consecutivamente el mismo dia,
mientras que para estudiar la reproducibilidad se realizaron tres analisis por
dia durante tres dias. Los resultados obtenidos para la metodologia que utiliza
SPME se muestran en la tabla 3-7; se emplearon las areas integradas de los picos
cromatogréaficos. Las desviaciones estandar relativas (RDS) fueron iguales o

inferiores a 11 % para n=3.
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Con el fin de validar el método propuesto SPME, se determind la
precision y se compararon los resultados obtenidos en el analisis de las
muestras del pantano de Valdemayor aplicando la metodologia de la nueva
interfase SPME/HPLC con los obtenidos por el método EPA 550.1. Al evaluar
ambos métodos no se encontraron diferencias significativas para la prueba t de
student en el nivel de significacion de 0,05 y 4 grados de libertad para los PAHs

detectados (tabla 3-7); los valores de texperimental, Obtenidos fueron inferiores al

teritico, 2,78, 1o que cumple con el criterio de aceptacion, por lo cual se puede
afirmar que la metodologia propuesta, que se basa en la nueva interfase off-line
gue involucra una desorcién térmica y la recogida de los analitos en un

disolvente colector y su andlisis mediante HPLC es valida.

Para validar la exactitud del método propuesto, se calculé lat de
student (ecuacion 2-2) obteniéndose valores de texperimental Mmenores al teritico de 2,23
para un nivel de probabilidad del 95% y 10 grados de libertad [206]. Los
resultados indican que no existen diferencias significativas a un nivel de

probabilidad 95 % entre las dos metodologias (tabla 3-7).
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3.2.5. Analisis de muestras de agua.

Al analizar las muestras de agua del un pantano y de un rio aplicando las
dos metodologias, el método EPA 550.1 y la nueva interfase, se encontraron
cuatro PAHs en las muestras del Pantano de Valdemayor (acenafteno, fluoreno,
fenantreno y antraceno); mientras que en la muestra del rio Guadalix, se
detectaron tres PAHs (naftaleno, fenantreno y antraceno); los resultados

obtenidos en la cuantificacion se encuentran en la Tabla 3-8.
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3.3. Desarrollo de un sistema de muestreo SPME On-line.

3.3.1. Optimizacion de los parametros Cromatograficos con disolucién

patron

Para la optimizacion de los parametros cromatograficos se utiliza una
mezcla patrén de 54 VOC’s de Supelco. En la separacion de los VOC’'s se
empled una columna Phenomenex ZB-5MS la cual esta disefiada especialmente
para la separacion de compuestos organicos volatiles. La optimizacion se ha
realizado inyectando 1 pL de esta mezcla en el cromatégrafo de gases,
aplicando distintas rampas de temperaturas hasta conseguir las condiciones
Optimas para la separacion de los 54 VOC's de la mezcla patron.
Posteriormente, se ha realizado la SPME en un vial de 20 mL, en el que se
deposité 1 pL de esta mezcla. La desorcion térmica de la fibra se realizé en el
cromatografo de gases aplicando las condiciones 6ptimas de temperatura
detalladas en el apartado 2.8.4.3 de la parte experimental que hace referencia al
método de andlisis y deteccibon GC/MS. En cuanto a la deteccion, se ha
utilizado el detector de MS empleando la libreria de espectros NIST MS 2.0 con
fines de identificacion. En la figura 3-9, se presenta un cromatograma TIC

obtenido tras extraccion y desorcion de la mezcla de 54 VOC's.
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Figura 3-9. TIC obtenido mediante SPME de la mezcla de 54 VOC’s.

3.3.2. Proceso de extraccion

El proceso de muestreo fue optimizado primero en el laboratorio antes
de realizar la extraccion en los rios; a tal fin, se disefi6 un montaje experimental
gue simula las condiciones de caudal del efluente a muestrear; para este estudio

se utiliz6 agua del grifo.

Antes de cada andlisis, se realiz6 un analisis del blanco de cada fibra
utilizada mediante GC/MS aplicando las condiciones éptimas para el analisis
de VOC'’s. El primer paso para optimizar el proceso de extraccion fue el analisis
de un blanco del agua de grifo sumergiendo el dispositivo de SPME con las

cuatro fibras; se mantuvieron las fibras expuestas en el tanque de plastico que
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contenia agua de grifo durante 1 hora y seguidamente se realiz6 la desorcion

de las fibras en el GC/MS.

Una vez obtenido el analisis del blanco del agua de grifo, se procedi6 a la
simulacién de una descarga industrial al rio, para lo cual se diluyeron 20 mL de
la solucién “test de volatiles” en 5 L de agua; dicha disolucién fue transvasada
al tanque que contiene el dispositivo de muestreo SPME mediante una bomba
de agua a un flujo de 300 L/h; una vez bombeada toda el agua que contiene los
analitos, se apaga la bomba, dejando pasar agua de grifo a un flujo aproximado
de 0,1 L/seg durante 1 hora. Pasado este tiempo las fibras fueron extraidas y
analizadas aplicando el método GC/MS optimizado. EI mismo estudio se
realizd para una extraccion durante 24 horas. En la figura 3-10 se muestra el

montaje experimental para la realizacién de la extraccion.

Figura 3-10. Montaje para la simulacion de una descarga industrial en las aguas de un
afluente. 1) Tanque de plastico que contiene 20 mL del estandar testen 5 L
de agua de grifo, 2) bomba para el trasvase de la solucién de los analitos,
3) agua de grifo, 4) tanque plastico de 40 L, 5) Dispositivo de muestreo
SPME, 6) salida de agua.

140



Universidad
) 12 Complutense
WS Madrid

3.3.3. Analisis de muestras de agua de rio.

Una vez optimizado el proceso de extraccion en el laboratorio se
procedio a realizar el muestreo en los rios Manzanares y Jarama; en ambos el
dispositivo de extraccién fue colocado en un punto poco caudaloso con el fin de
proteger las fibras y que las condiciones fueran lo méas parecidas a las del
laboratorio; el caudal en este punto del rio no fue medido debido a que puede
variar dependiendo de las lluvias; el dispositivo de extraccion fue sumergido a
una profundidad de unos 30 cm y a una distancia aproximada a un metro de la
orilla con el objetivo de evitar interferencias con la turbidez del agua en este

punto.

3.3.3.1. Rio Manzanares.

Se realizaron tres muestreos; en el primero se mantuvieron sumergidas
las fibras durante 24 horas, en el segundo 3 dias y en el Ultimo 1 semana. La
extraccion durante una semana no fue viable debido al acumulo de gran
cantidad de lodo en el interior de la caja, debido a una tormenta, causando
dafos a dos de las cuatro fibras presentes en el dispositivo SPME. En la figura
3-11 se muestra un cromatograma de iones totales, TIC, para las fibras

sumergidas durante tres dias; de igual modo en la tablas 3-9, 3-10, 3-11y 3-12 se
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presentan los datos de los VOC’s detectados en cada una de las cuatro fibras

con un muestreo de 3 dias.

a) MCounts] FA2C.SMS TIC
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Figura 3-11. Cromatogramas de iones totales obtenidos en el rio Manzanares para un
muestreo de 3 dias, a) fibra 85 pum CAR/PDMS Stableflex; b) fibra 100 pm
PDMS; c) fibra 7 um PDMS; d) Fibra 85 um PA.
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Tabla 3-9. Resultados obtenidos de la extraccion durante 3 dias con la fibra de 85 um
CAR/PDMS Stableflex en el rio Manzanares.

Fibra 85 um CAR/PDMS Stableflex

1,606 Desmetildoxepin

2,339 2,3 - diamo-2-cianosuccinonitrilo

2,512 1,5-Pentanediamina

3,514 Tricloroetileno

5,112 Spiro [2,4] hepta-4,6 dieno

6,847 Acido benceno acetico, 4-methoxy-alpha-[(trimetilsilil)oxi], metil
ester

8,372 Etilbenceno

11,053 Metoxi-fenil - Oxima

12,08 1-etil-3-metil Benceno,

12,193 3-cloro-1fenil-1-Propanona

12,396 1,2,3-trimetill benceno,

12,683 1-etill-3metil benceno,

13,269 1,2,4 trimetil benceno,

14,775 1 metil-4(1-metiletenil)-,(S) ciclohexano

32,217 Dotriacontano

32,653 Acido Pentadecanoico 14-metil-, metil ester

33,956 Acido hexadecanoico, 15-metil-, metil ester

34,815 Dotriacontano
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Tabla 3-10. Resultados obtenidos de la extraccion durante 3 dias con la fibra de 100
pm PDMS en el rio Manzanares.

Fibra 100 um PDMS

1,513 fluoro- beta, 5-dihidroxi-N-metil Benzenoetanamina

12,052 1-etil-2-metil benceno

12,363 1,2,3-trimetil benceno,

13,248 1,2,3-trimetil benceno,

14,307 1,3,5-trimetil benceno

23,345 7-tetradecaceno

26,317 Nonadecano

26,459 13-Heptadecyi-1-ol

29,228 4-octadecil Morfolina,

30,037 Ciclopenta[g]-2-benzopiran, 1,3,4,6,_6,7,8-hexahidro-4,6,6,7,8,8,-
Hexametil

35,41 Acido n-hexadecanoico

38,831 Acido octadecanoico, 2(2-hydroxyethoxy) etil ester

Tabla 3-11. Resultados obtenidos de la extraccion durante 3 dias con la fibrade 7 um
PDMS en el rio Manzanares.

Fibra 7 um PDMS

1,606 desmetildoxepin

2,339 2,3-diamino-2-cianosuccionitrilo
2,512 1,5, Pentanediamina

3,529 Tricloroetileno

5,099 Spiro [2,4]hepta-4,6-dieno

11,33 metoxi- fenil Oxima

32,217 Dotriacontano

32,653 Acido Pentadecanoico, 14 metil- metil ester
33,939 Acido hexadecanoico, 15 metil metil ester
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Tabla 3-12. Resultados obtenidos de la extraccion durante 3 dias con la fibra de 85 um
PA en el rio Manzanares.

Fibra 85 um PA

4,83 2,2- dimetoxi butano

6,01 Ciclobutilamina

6,34 ,5-metil-3-nitro 2,4-hexanodiol
8,69 Etilbenceno

11,28 Acido oxano-2-carboxilic, 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-, metil ester
12,37 Trimetil benceno

19,22 trans-2-undecen-1-ol

22,06 6-[(Z)-1-Butenil]-1,4 cicloheptadieno
23,66 Ciclo decan-ol

25,81 Dotriacontano

26,47 13-heptadecin-1-ol

26,81 Difenilmetano

35,52 Acido n-hexadecanoico

38,78 Acido octadecanoico

Como se observa en los resultados todas las fibras permitieron detectar
compuestos, destacandose por su mayor eficiencia la de 85 um CAR/PDMS

Stableflex, con la cual se detecté un mayor numero de analitos.

Una vez realizada la identificacion de los analitos, se realizé una
busqueda con respecto a la procedencia de los VOC'’s detectados; se observa la

presencia de compuestos utilizados como aditivos de la gasolina como la 4-
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octadecil morfolina, nonadecano, dotriacontano; se encontraron materias
primas en la fabricacion de jabones y detergentes como el &cido n-
hexadecanoico, acido pentadecanoico y algunos compuestos farmacéuticco
como desmetildoxepin, fenil-metoxi oxima; también se identificaron
compuestos como etilbenceno ampliamente utilizado en la produccién de

poliestireno.

3.3.3.2. Rio Jarama.

Se realizaron muestreos de retencion durante 24 horas y 3 dias. En las
figuras 3-12, 3-13, 3-14, 3-15 se muestran los cromatograma de iones totales
para las fibras sumergidas durante tres dias, de igual modo en las tablas 3-13, 3-
14, 3-15, 3-16 se presentan los datos de los VOC’s detectados en cada una de las
cuatro fibras con un muestreo de 3 dias junto con las identificaciones de
algunos compeustos mediante la comparacion de los espectros de masas de

estos compuestos con los presentes en la libreria NIST.
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para un muestreo de 3 dias con la fibra 85 um PA.

147



RESULTADOS Y DISCUSION

MCounts] FibratzClare01.5MS TIC B
065D :
5
=
2
23
1
o] :
10 D el a0 Bl ]
minutes
Search |Spectrum 1A
BP: 2810 (860518=100%), 13.319 min, Scan: 824, 40:650, lon: 86 us, RIC: 1,798e+6, EBC
100%~ 281.0 7
3 860518
75% 5
50% 218 E
3 243204
25% 5
0% —
Match Cyclotetrasiloxane, octamethyl-{o
BP 2810 (999=100%) 20255 in REPLIB CAS No. 556-67-2, CBH2404Si4, MW 296
100% 281.0 .
z 9 -
75% 5
50% 200 3
3 282
25% 5
0% | l i |
BOAMRT I 0 0 w AIAN: o
R.Match: 919, F.Matc%: 913 Acquired Sange miz

Figura 3-13. Cromatograma ionico total y espectro de masas obtenidos en el rio Jarama
para un muestreo de 3 dias con la fibra 85 um CAR/PDMS Stableflex.
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Figura 3-14. Cromatograma ionico total y espectro de masas obtenidos en el rio Jarama
para un muestreo de 3 dias con la fibra 100 um PDMS.
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Figura 3-15. Cromatograma ionico total y espectro de masas obtenidos en el rio Jarama
para un muestreo de 3 diascon la fibra 7 um PDMS.

En el caso del recubrimiento 85 pm Poliacrilato, se detectdé el compuesto
2,4 diisocianato-1-metilbenceno el cual se utiliza principalmente en la

produccion de poliuretano y es clasificado por la unién europea como “muy
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toxico” [207]. Analizando la fibra 85 pm CAR/PDMS Stableflex, se detecto el
octametilciclotetrasiloxano, para el cual no se encontré en la bibliografia una
aplicacion especifica. Con la fibra 100 pum PDMS se detecto el ciclopenta[g]-2-
benzopyran, 1,3,4,6,7,8-Hexahidro-4,6,6,7,8,8-hexametil utilizado en fragancias
y no es considerado como toxico por la unién europea [208]. Por ultimo, para el
recubrimiento de 7 um PDMS, de detectd 2,4,6 triclorobenzoico, el cual tiene

aplicaciones en la agricultura 'y es considerado mutagénico[209].

3.4. Determinacion del sexo fetal mediante HS-SPME / CG / MS.

3.4.1. Optimizacion de pardmetros en HS-SPME.

Se ha procedido a la optimizaciéon de los parametros experimentales

involucrados en el proceso de SPME, de forma que al final del estudio se eligen

unas condiciones Optimas de trabajo basadas en los resultados obtenidos.

Con el fin de conseguir buena eficiencia, a nivel cualitativo y

cuantitativo, en SPME fueron evaluados los recubrimientos de las fibras, la

temperatura de extraccion, el tiempo de extraccién y la agitacién de la muestra.

Se evaluaron tiempos de extraccién de 30 a 90 minutos, estableciendo

como tiempo 6ptimo 60 minutos. Los efectos de la temperatura en la eficiencia
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de la extraccion fueron examinados a las temperaturas de 30, 60, 90 y 120°C. Las
mejores respuestas se obtuvieron a una temperatura de extraccion de 90°C. Por

lo tanto, se selecciond la temperatura de extraccién 90°C como éptima.

Por lo que se refiere a la velocidad de agitaciéon de la muestra, se
estudiaron velocidades de agitaciéon comprendidas entre 150 y 350 rpm; se
observé a 250 rpm se aumentaban las respuestas de los analitos y esta velocidad
no afectaba al tiempo de equilibrio, razén por la cual esta velocidad fue

escogida como 6ptima.

Se compararon tres revestimientos de fibra de SPME (7 pm PDMS, 100
pm PDMS y 85 pm CAR/PDMS Stableflex) con los parametros de extraccion
optimizados, mostrando una mejor eficiencia en la extraccién de los VOC’s la
fibra de 85 pm CAR/PDMS Stableflex, por lo cual fue elegida para continuar

con los estudios posteriores.

3.4.2. Analisis de muestras de orina.

Se analizaron por triplicado muestras de orina de madres gestantes con
fetos de sexo masculino y femenino (el sexo fetal fue conocido por ecografia al
obtener la muestra o posterior a su obtencion) aplicando los métodos

optimizados anteriormente en el apartado 2.8.5. Es bien sabido que la orina
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presenta variabilidad interindividual e intraindividual [210, 211], lo que puede
influir negativamente en la interpretacion de los resultados e introducir sesgo
adicional. Razon por lo cual comparar los cromatogramas de los analisis de
muestras de orina de las madres con fetos de sexo masculinos y femeninos no
se detectaron compuestos de interés potencial como marcadores; Asi, se
procedio a estudiar el efecto del pH en la muestra con objeto de volatilizar

compuestos con propiedades acido-base que pudieran estar disociados.

En la orina se eliminan muy diversos compuestos y debido, en muchos
casos, a su mayor peso molecular y, en general, su naturaleza hidroéfila tienden
a ser menos volatiles [212, 213]. Por lo tanto, el pH de la muestra puede
aumentar la cantidad de esos compuestos y liberar compuestos volatiles
adicionales resultando en una mayor respuesta total. Por lo tanto, el pH de la
orina es parametro importante a tener en cuenta a la hora de optimizar el
procedimiento de HS-SPME. Para este propoésito, se realizaron pruebas
adicionales modificando el pH agregando acido clorhidrico o hidréxido de
sodio a las muestras de orina; también se estudié la adicion de sal (NaCl). Se
observé que al llevar la muestra de orina a pH basico adumento el numero de
picos cromatograficos detectados y sus areas también fueron aumentadas, por
lo que se realizaron pruebas con el objetivo de optimizar el volumen de
hidroxido de sodio (solucién al 30% w/v); para ello se realizaron pruebas

agregando 100 pL, 50 pL, 10uL, 1 pL y 0,5uL, a un volumen de orina de 2 mL, se
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observé que al adicionar 1 pL se obtenia igual resultado que al agregar 100pL;
mientras que volumenes menores a 1uL no mejoraban la eficiencia de la
extraccion, por lo cual se seleccioné el volumen agregando a 1 pl de hidréxido
de sodio a 2 mL de muestra de orina. Cabe destacar que condiciones bésicas
fuertes puede producir reacciones adicionales ya que algunos compuestos como
proteinas pueden ser sensibles al pH y pueden ser degradados vy

desnaturalizados [214].

Una vez optimizada esta nueva metodologia se realizé un estudio por
comparacion de los cromatogrmas obtenidos del andlisis de orinas de madres
gestantes con fetos masculinos y femeninos encontrando un compuesto de
interés a tiempo de retencion de 33.8 min correspondiente al ion molecular
180.1 m/z el cual solo se encontraba en las orinas de madres con fetos

masculinos compo puede verse en las figuras 3-16 y 3-17.
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Figura 3-16. Analisis de una muestra de orina de una mujer gestante de un feto de sexo
masculino. a) Cromatograma TIC de la muestra de orina; b) Espectros de masas
del compuesto que aparece a 33.856 min con un ion de m/z 180.1.
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Figura 3-17. Analisis de una muestra de orina de una mujer gestante de un feto de sexo
femenino. a) Cromatograma iénico Total TIC de la muestra de orina; b) Espectros de
masas del compuesto que aparece a 33.856 min con un ién de m/z 180.1.

La identificacion se baso en la libreria espectral del Instituto Nacional de

Estdndares y Tecnologia NIST MS 2.0; esta identificacion proporcion6é dos
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posibles identidades al compuesto detectado; la primera se identifico el
compuesto con un 61.53 % de probabilidad como trans 2-(-2-fenil-vinil) piridina
(figura 3-18 a), formula molecular C13H1:N, peso molecular 181,23 g/ mol, CAS
No. 538-49-8. En segundo lugar aparece con 4,14% de probabilidad el 9,10-
dihidro-acridina (figura 3-18 b), C1sHuN, peso molecular 181,23 g/ mol, CAS
No. 92-81-9. No se encontré informacion relevante en la literatura sobre los dos
posibles compuestos por lo cual no se puede relacionar directamente con el
compuesto encontrado en la orina de las mujeres gestantes con feto de sexo
masculino. En la figura 3-19 se muestran las identificaciones del compuesto

detectado como marcado del sexo masculino del feto..

a) b)

Figura 3-18. Estructura molecular de: a) trans 2-(-2-fenil-vinil) piridina; b) 9,10-
dihidro-acridina.
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Figura 3-19. Espectro de masas de: a) trans 2-(-2-fenil-vinil) piridina; b) 9,10-dihidro-
acridina.

La presencia o ausencia del ion 180.1 m/z como marcador puede
determinar si el sexo del feto si es masculino o femenino, respectivamente. Los
resultados del andlisis de 36 muestras de orina de mujeres gestantes se

presentan en la tabla 3-13.
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De las 36 muestras de orina analizadas sélo dos dieron un resultado
erréneo; en un caso dando como resultado un falso positivo para feto de sexo
masculino, cuando en realidad se trataba de un feto de sexo femenino, mientras
gue en el otro, el resultado fue de sexo fetal femenino cuando en realidad se
trataba de un feto con sexo masculino; este ultimo se dio en una mujer con un
mes de gestacion, por lo que se puede decir que el método no es preciso para las
etapas muy iniciales de gestacién. Analizando los resultados obtenidos (tabla 3-
13) podemos decir que la metodologia fue un 94% acertada para la
determinacion del sexo fetal. Todos los resultados obtenidos fueron

corroborados al nacer el bebé.
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Tabla 3-13. Analisis de muestras de orina de mujeres en estado de gestacion.

Mes de Sexo fetal Sexo al momento de
Muestra ., Resultado
Gestacion encontrado nacer

Mujer 1 5
Mujer 2

Mujer 3

Mujer 4

Mujer 5

Mujer 6

Mujer 7

Mujer 8

Mujer 9

Mujer 10
Mujer 11
Mujer 12
Mujer 13
Mujer 14
Mujer 15
Mujer 16
Mujer 17
Mujer 18
Mujer 19
Mujer 20
Mujer 21
Mujer 22
Mujer 23
Mujer 24
Mujer 25
Mujer 26
Mujer 27
Mujer 28
Mujer 29
Mujer 30
Mujer 31
Mujer 32
Mujer 33
Mujer 34
Mujer 35
Mujer 36

+ + 4+ + + 4+ 4+ + + 4+ + + + + + + 4+ +

e e e e e e e e e e 1 e B e e 1 =G G- <
e e e e e e e e e e 1 e 1 =G & e 1 B -G-GO <

S OO0 ~NDNOO N0 O 00 01O O, WOl oo N OB N0 N WOl N0 N oo oo N
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1. Los resultados obtenidos mostraron que la interfase modificada para
realizar la extraccién en modo dindmico, mostro ser una alternativa a la

extraccién convencional que involucra SPME/HPLC.

El método de extraccion dinamica con aplicacion a la interfase de
vibracion durante las etapas de extraccion y desorcion presenté una
mayor precision y exactitud que el método de referencia 550.1 de la
EPA basado en SPE. La validacion de la nueva metodologia con los
compuestos de prueba (PAHSs) y la comparacion de sus resultados con
los obtenidos con el método EPA 550.1 no mostré diferencias

significativas a un nivel de probabilidad del 95%.

2. La nueva interface SPME/HPLC de desorcion térmica con recogida de
los analitos desorbidos en disolvente organico mostré ser una alternativa
a la ya existente y comercializada por Supelco. Se super6 la limitacion
gue presenta la interfase convencional SPME/HPLC, evitando el
contacto de la fibra con la fase mévil a alta presién durante el proceso de

desorcion dinamica.

La validacion de la nueva interfase analizando los compuestos de prueba
(PAHSs) y la comparacion de sus resultados con los obtenidos con el

método EPA 550.1 no mostré diferencias significativas a un nivel de
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probabilidad del 95%. Estos resultados ponen de manifiesto el interés
potencial de esta interfase para determinar compuestos volatiles y

semivolatiles en general.

El dispositivo disefiado para la microextraccion en linea utilizando
cuatro fibras permitié la deteccién e identificacion de hasta 55 VOC’s
simultaneamente en aguas del rio manzanares; detectandose un mayor
numero de compuestos con la fibra de 85 um CAR/PDMS Stableflex, en
el rio Jarama se encontraron entre otros 4 VOC’s en cada recubrimiento

de fibra que presentaban una sefial alta los cuales fueron estudiados.

Se consigui6 mantener en estado de funcionamiento las fibras
sumergidas en aguas del rio durante un tiempo de tres dias cumpliendo
con el objetivo de poder realizar un muestreo en el propio flujo para
identificar posibles vertidos industriales. El objetivo de muestreo en el
flujo del rio durante una semana no se consiguié debido a la

acumulacion de arena en el interior del dispositivo de muestreo.

La cuantificacién de los VOC’s detectados requiere trabajo adicional, en

especial por lo que se refiere a la disponibilidad de VOC’s patron.
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4. La determinacion temprana del sexo del feto utilizando el marcador
potencial detectado en orina de mujeres gestantes es viable y fiable en un
94 % en una muestra de 36 analisis después de la semana 8 de gestacion,
lo que puede suponer una alternativa a la técnica de cffDNA (PCR) la

cual es mas costosa.

La consolidacién de este marcador potencial requiere estudios mas

extensos; en especial, requerira el analisis de un nimero de muestras de

orina mas representativo desde el punto de vista estadistico.
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