Extraccion de compuestos organoclorados usando una Membrana hueca
como barra soélida “solid bar” mediante GC-ECD
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Resumen

La busqueda de nuevas técnicas analiticas que sean de alta sensibilidad y
selectividad, que logren la deteccion de compuestos que se encuentren a nivel de
trazas en las diversas matrices es uno de los retos de quimica, ademas que
respondan a los principios de una quimica verde, donde se minimice el uso de
solventes organicos, y a su vez las técnicas conlleven a una facil preparacion de la
muestra, se reduzcan el nimero de pasos de todo el proceso. Se desarrollé6 una
técnica de microextraccion usando una membrana hueca y confinando dentro del
lumen un pin metélico y una fase absorbente soélida C18 (octadecilo); este
experimento se propone para la extraccion de 10 plaguicidas (a-BHC, 2: Lindano,
3: Aldrin, 4: Heptacloro Epoxido, 5: Dieldrin, 6: Endrin, 7: 4,4-DDD, 8: Endrin
Aldehido, 9: sulfato de Endosulfan, 10: 4,4"-DDT), para evaluar la capacidad de
extraccion, arrojando una buena eficiencia de aislamiento de los analitos, los
resultados obtenidos de la técnica “solid bar” fueron buenos en la recuperacion, todo
fue realizado por triplicado para evaluar la reproducibilidad y repetibilidad; con un
factor de concentracion (FC) en el orden de 20 veces, en cuanto al LOD y al LOQ
ya que se logré la extraccion de los analitos en orden de los ng L™, se presenta un
porcentaje de recuperacion entre 45y 71%.
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Abstract

The research for new analytical techniques that are highly sensitive and selective,
that achieve the detection of compounds that are found at trace level in different
matrices is one of the challenges of chemistry, additionally that they respond to the
principles of a green chemistry, where the use of organic solvents is minimized, and
also obtain techniques that lead to an easy preparation of the sample, reducing the
number of steps of the extraction process. It was developed a technique of
microextraction using a hollow membrane and confining within the lumen a metal pin
and a solid C18 (octadecyl) absorbent phase; this experiment is proposed for the
extraction of 10 pesticides (a-BHC, 2: Lindane, 3: Aldrin, 4: Heptachlor Epoxide, 5:
Dieldrin, 6: Endrin, 7: 4,4'-DDD, 8:Endrin Aldehyde 9: Endosulfan sulfate, 10: 4,4'-
DDT), to evaluate the extraction capacity, yielding a good isolation efficiency of the
analytes, the results obtained from the solid bar technique were good in recovery,
all was performed in triplicate to evaluate reproducibility and repeatability; with a
concentration factor (CF) in the order of 20 times, for LOD and LOQ the extraction
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of the analytes were achieved in the order of ng L-1, a recovery rate between 45 and

71%.
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Introduccién

Actualmente se han desarrollado
técnicas analiticas novedosas en fase
liquida (LPME)(1)(2) para determinar
la presencia de moléculas que
generan algun interés, ya sea de tipo
farmacéutico, industrial, ambiental
entre otros, estas técnicas tienden a
minimizar los pasos en la preparacion
de la muestra, disminuyendo los
errores que suceden en este paso;
para ello se propone desarrollar una
técnica que logre estos propoésitos;
ademas que sea econdmica,
ecoldgica y sencilla que permita la
extraccion de moléculas en diferentes
matrices acuosas, y como principal de
aguellos analitos que se encuentran a
nivel de trazas, llevando a la ideologia
de una quimica verde, para lo cual, se
propone el uso de una membrana
hueca(3)(4) empaca con una fase
sélida (C18) siendo una
miniaturizacion de la extraccion en
fase solida (SPE)(5)(6)(7)(8), la
importancia de utilizar esta técnica es
la determinacion de moléculas
catalogadas como contaminantes
emergentes (9)(10) como son los
compuestos organoclorados (OCs) se
encuentran en el medio ambiente y en
cantidades a nivel de trazas, estos
llegan principalmente en las aguas por
diversos factores, cuando es vertido
directamente al agua para control de
alguna plaga, del lixiviado de los
cultivos, erosion del suelo, por
descarga de las aguas residuales
domésticas, incluso de las mismas
industrias que los sintetizan o hacen
uso de estos para a los que se le han

comprobado que pueden causar dafo
a la salud humana y animal a corto,
mediano o largo plazo(11)(12), para
esta técnica, se tendran en cuentan
las caracteristicas analiticas,
implementada en términos de limites
de deteccion, linealidad, precision,
recuperacion y factor de
enriquecimiento aplicado a matrices
acuosas, ademas de optimizar el
método de microextraccion, mediante
el estudio de las condiciones criticas
de extraccibn como son la seleccién
del disolvente organico, velocidad de
agitacion, tiempo de extraccion,
adicién de cloruro de sodio (NaCl).

Proceso experimental

Reactivos y Estandares

Se utilizaron estandares de 10
compuestos organoclorados (a-BHC,
lindano, aldrin, heptacloro epoéxido,
dieldrin, endrin, 4,4’-DDD, endrin
aldehido, sulfato de endosulfan, 4,4"-
DDT), La muestra fue dopada con una
mezcla de los plaguicidas a 100 ug L
de cada compuesto, las soluciones
patron de trabajo se prepararon por
dilucion de las soluciones madre que
se encontraban en isooctano con agua
ultrapura tipo 1. Las soluciones patrén
y diluciones de trabajo se
almacenaron a 4°C segun standard
methods.

Condiciones cromatograficas en
GC-ECD

Para el analisis se utilizé un equipo de
Thermo Trace 100 Cromatdgrafo de
gases equipado con detector ECD. La
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columna a utilizar fue una Rtx®-5 30
m, 0,32 mm ID, 0,25 um. El programa
de temperatura del horno: temperatura
inicial 150°C, la cual se incrementa a
4°C min! hasta 250°C, la temperatura
del detector fue de 300 °C
reteniéndose durante 10 mim. La
temperatura del inyector a 280°C y se
utilizé en modo de inyeccidn splitless.
El volumen de inyeccién utilizado fue
de 1 pyL. Se us6 como gas portador
Helio (99,999% de pureza) a un flujo
de 1,0 mL min?; el gas auxiliar fue
Nitrégeno (99,999%, 30 mL min?)
suministrados por la empresa de gas
Lynde.

Procedimiento de la “solven bar”

En esta investigacion se utiliz6 una
membrana hueca como proceso de
preparacion de muestra, antes de
hacer la inyeccion en el GC; se utilizd

una membrana de polipropileno
Accurel PP 300/1200 GmbH Polypore
Cia., (Alemania), de un espesor de
pelicula de 300um, tamafo de poro de
0,2 ym x 1,2 ID y con una éarea
superficial especifica de 17.3 m? g.
Se hace un corte de la membrana de
20mm de longitud, donde un extremo
de la membrana fue sellado a presion
mecanica con una pinza, se hace un
llenado del lumen de la membrana con
una parte del adsorbente C18
(octadecil), como se observa en la
figura 1, se introduce un alambre
metélico posteriormente se termina de
llenar con mas fase adsorbente
buscando que el alambre quede en la
mitad de la membrana garantizando
una agitacion uniforme, y de ahi se
hace el sellado del otro extremo de la

membrana.

Figura 1. Proceso de la membrana hueca empacada con C18. 1. Membrana hueca y
alambre metdlico, 2. Material adsorbente (C18), 3. Llenado de membrana con material
adsorbente y alambre metalico, 4. Proceso de extraccion, 5. Lavado del material

adsorbente, 6. Extracto para analisis.



El solvente orgénico (1-octanol) se
impregné en las paredes de la
membrana para aumentar el proceso
de difusion de los analitos hacia la fase
sélida, este sistema fue probado en
una mezcla de 10 plaguicidas (a-BHC,
lindano, aldrin, heptacloro epdéxido,
dieldrin, endrin, 4,4’-DDD, endrin
aldehido, sulfato de endosulfan, 4,4"-
DDT), el dispositivo es sumergido en
la muestra a wunas condiciones
optimizadas de extraccion tales como
la temperatura, el tiempo de agitacion,
velocidad de agitaciéon y la adicion de
sal (%NaCl). Posteriormente, la
membrana preparada se retira de la
muestra acuosa, se corta uno de los
extremos, se deposita en un
microinserto con el fin de extraer los
analitos haciendo un lavado de la fase
solida con aproximadamente 100pL
de 1-octanol, para ser inyectado en el
GC-ECD para el analisis. El volumen
de inyeccion fue de 1uL. La membrana
usada se descartada después de cada
experimento.

Resultados y discusion

Para este dispositivo se aplica un
disefio de experimentos para la
optimizacién de las variables criticas
en el procedimiento de
microextraccion. Se plante6 un disefio
de experimento del tipo N + (N -
1)(13)con cuatro variables de control
cada una con tres niveles; a través de
este disefio se logra implementar un

maximo de 9 experimentos que se
realizardn con un minimo de tres
repeticiones, para determinar las
mejores condiciones para operar el
sistema.

Las condiciones de extraccion fueron
tomadas a partir de las condiciones
Optimas encontradas en la bibliografia
y de ella se fueron variando de
acuerdo a un nivel maximo y minimo
que podia soportar el sistema, aqui se
tom6 en cuenta la velocidad de
agitacion, el tiempo y temperatura de
extraccién, y la concentracion afadida
de NacCl.

Efecto del tiempo de extraccion
Para el sistema que utiliz6 como fase
adsorbente C18 empacada dentro del
lumen de la membrana, aplicando
tiempos de extraccion de 20, 30 y 40
minutos, en la mezcla de plaguicidas,
arrojaron los mejores resultados para
un tiempo de extraccion de 30 min ya
que a partir de ahi se alcanzaba el
punto de saturacién de la fase C18, y
al aumentar el tiempo se puede llegar
a perder el analito ya concentrado
regresando a la matriz por un proceso
de equilibrio entre las fases, ademas
que entre menos tiempo se use para
cualguier sistema de extraccidon
garantiza que el sistema es bueno,
porque minimiza el tiempo tanto del
analista como del nimero de muestras
por analizar (Fig. 2).
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Figura 2. Diferencias en las areas en 3 tiempos de extracciéon para 10 plaguicidas

Efecto de la velocidad de agitacion

Al empacar la C18 en la membrana le
proporcion6é un peso mayor al que el
alambre podia soportar, porque no
resistia velocidades de agitacion muy
altas, por ello se tomaron velocidades
de 300, 500 y 700rpm, donde se
evidencia que la velocidad de
agitacion 6ptima para este sistema fue
de 500 rpm, logrando la extraccion de

la mayor concentracion de los analitos
presentes en la fase acuosa, esto se
debe a que a una velocidad de
agitacion determinada, la membrana
empieza a disminuir la velocidad por el
peso generado, disminuyendo el
contacto de la muestra con la
membrana por lo tanto no hay un paso
total de los analitos hacia el sistema

(Fig. 3).
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Figura 3. Diferencias en las areas en 3 velocidades de agitacion para 10 plaguicidas



Efecto de la temperatura de
extraccion

Se parte de la temperatura Optima
encontrada en la bibliografia para
procesos similares Se miden las
extracciones a 20, 30 y 40°C, a partir
de los 30°C no se logran cambios

significativos en la extraccion para la
mayoria de los compuestos, dejando
esta temperatura como la optima ya
gue un aumento elevado no genero
diferencias  significativas en la
extraccion (Fig. 4).
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Figura 4. Diferencias en las areas en 3 temperaturas de extraccion para 10 plaguicidas

Efecto de la adicion de NaCl

El efecto de la fuerza ibnica es
importante en todo sistema de
extraccibn  porque se  mejora
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considerablemente la concentraciéon
de los analitos, en este punto se partié
del sistema HF-SBME (Fig. 5).
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Figura 5. Diferencias en las areas en 3 concentraciones de NaCl para 10 plaguicidas



Partiendo de concentraciones mas
pequefias desde 1, 5 y el 10% de
NaCl, dando resultados coherentes
porque se presenta una mejor
extraccion de los analitos a una
concentracion del 10% de NaCl, ya
que concentraciones mayores podrian
ocasionar pérdida por el aumento
extra de la fuerza idnica.

Después de obtener las condiciones
Optimas de extraccion del sistema se
hace una comparacion del proceso de
microextracion a 50ng mL?, frente a
una inyeccibn de un estandar
multiplicada por el FC de 20 veces a 1
ug mL* como se puede observar en la
figura 6.
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Figura 6. Cromatogramas superpuestos del sistema de microextraccion HF empacada con
C18 (azul: 1-octanol; negro: solucién estandar inyeccion directa 1 ug mL* usando HF-SBME
empacada; rojo: solucién dopada microextraida y eluida con 1-octanol; compuestos 1: a-
BHC, 2: Lindano, 3: Aldrin, 4: Heptacloro Epéxido, 5: Dieldrin, 6: Endrin, 7: 4,4"-DDD, 8:
Endrin Aldehido, 9: sulfato de Endosulfan, 10: 4,4"-DDT.

Se evidencia que el sistema presenta
un sistema de extraccion bueno por
gue logra preconcentrar los analitos
casi a la misma concentraccion de una
inyeccion directa presentado una
buena recuperacion y buen factor de
enriquecimiento, este proceso se
puede considerar como un proceso
miniaturizado de la SPE.

Caracteristicas analiticas

Los resultados obtenidos de la técnica
“solid bar” fueron muy buenos, todo
fue realizado por triplicado para
evaluar la  reproducibilidad vy
repetibilidad; en cuanto al LOD vy al
LOQ ya que se logro la extraccion de
los analitos en orden de los ng L1, se



presenta un porcentaje de
recuperacion entre 45y 71% (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes de recuperacion de 10 plaguicidas mediante la técnica de

barra soélida. (%R: _ Porcentaje de
Recuperacion). Molécula de %R
Plaguicida
BHC 48,4
Lindano 50,1
Aldrin 44,9
Heptacloro epoxido 54.5
Dieldrin 56,4
Endrin 69,3
4,4- DDD 57,9
Endrin aldehido 54,1

4,4'- DDT

Sulfato de Endosulfan | 71,3

70,5

Conclusiones

Se ha desarrollado un dispositivo
“solid bar” de extraccién miniaturizada
basado en la extraccion “stir bar”. El
proceso se optimizo sobre las
variables criticas de extraccion. El
desempefio de las caracteristicas
analiticas para la técnica desarrollada
responde a las posibilidades en el
campo de la preparacion de muestra,
las tendencias de la quimica verde,
ademas por la baja concentracion de
las moléculas de interés y los buenos
factores de preconcentracion
alcanzados  se presenta  alta
detectabilidad, arrojando bajos limites
de deteccion y de cuantificacion.

La microextraccion en modo “solid

bar’, presenta un factor de
concentracion (FC) de
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