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Determination, by means of S-HS, HS-SPME and HRGC-FID, of volatile aliphatic
and aromatic hydrocarbons in urine samples of footwear factory workers*

José Luis Ortiz Quifiones**

Key words: BTEX's, glue, urine, HS-SPME/GC-FID, S-HS/GC-FID, shoes factory.

Benzene, toluene, ethylbenzene and the three xylenes isomers (BTEX), together
with volatile aliphatic Hydrocarbons are used in many industrial activities.
Examples of these applications are the makings of paintings, enamels, lacquers,
resins, inks, thinners, glues and organic synthesis, among others. The majority of
these compounds, in certain quantities, produces harmful effects on the organism.
Their presence in the human body has been related to diverse and complicated
pathologies (Leukemia, neoplasia, loss of visual keenness, perturbations in the
sensory function and in the memory, colvulsions, cerebral ataxia, and dementia),
being the brain one of the organs more strongly affected. For the case of toluene
exists a direct relation between its quantity in semen and its liquefaction time,
affecting sperm motility.

During footwear manufacture, these compounds arise from the glues and spread
throughout the factory, where the workers are exposed to them directly or
indirectly, during the working day (7 a.m. — 7 p.m.).

In this methodology, the headspace analytical techniques, S-HS AND HS-SPME
were used with capillary gas chromatography and flame ionization detection
(HRGCI/FID), for the extraction and quantification of volatile aliphatic and aromatic
hydrocarbons in air of a footwear factory and in samples of urine from 12 workers
of the factory. The methodology employed followed the methods EPA 5021 st and
ASTM D 6520-00. HS-SPME/HRGC/FID presented minimun detection levels for
the quantification of BTEX's in urine samples lower than S-HS/HRGC/FID. The
compounds determined in the urine samples of were toluene(15-183 pg/L),
ethylbenzene (1-2 pg/L) y m-xylene (1-4 pg/L). Other analytes of interest were
found at concentrations below the detection limits of these analytical procedures.
Compounds quantification was performed by means of HS-SPME/HRGC/FID.

* Undergraduate thesis
** Science Faculty, Chemistry, Director: Dra. Elena E. Stashenko



Determinacién de hidrocarburos alifaticos y aromaticos volatiles en muestras de
orina de trabajadores de una fabrica de calzado de Bucaramanga .

José Luis Ortiz Quifiones**

Palabras claves: BTEX's, pegante, orina, HS-SPME/GC-FID, S-HS/GC-FID,
fabrica de calzado.

Los BTEX's (benceno, tolueno, etilbenceno y los tres isdmeros del xileno) junto
con los hidrocarburos alifaticos volatiles se emplean en muchas actividades
industriales como por ejemplo en la elaboracion de pinturas, esmaltes, lacas,
resinas, tintas, thinners, pegamentos y en sintesis organica, entre otras. La
mayoria de estos compuestos al ingresar al cuerpo humano, en ciertas
cantidades, producen efectos nocivos sobre el organismo conllevando a diversas y
complicadas patologias (leucemia, neoplasia, pérdida de agudeza visual,
perturbaciones en la funcién sensorial y en la memoria, convulsiones, ataxia
cerebral y demencia), siendo el cerebro uno de los 6rganos méas fuertemente
afectado. Para el caso del tolueno, existe una correlacion directa entre la cantidad
de esta sustancia presente en el semen y el tiempo de licuefaccion, repercutiendo
en la motilidad espermatica.

En el proceso de manufactura de calzado, estos compuestos emanan de los
pegamentos y se dispersan en la fabrica, donde los trabajadores se exponen a
ellos directa o indirectamente, durante su jornada laboral.

En esta metodologia se emplearon técnicas de analisis headspace (S-HS y HS-
SPME) y cromatografia gaseosa capilar con detector de ionizaciéon en llama
(HRGCI/FID), para la extraccién y cuantificacién de hidrocarburos alifaticos y
aromaticos volatiles en muestras de aire de una fabrica de calzado y en muestras
de orina de la fabrica, basados en los métodos EPA 5021A y ASTM D 6520-00.
HS-SPME/HRGC/FID presentd limites de deteccibn mas bajos para la
cuantificacion de BTEX's en muestras de orina. Los compuestos determinados en
las muestras de orina fueron el tolueno (15-183 pg/L), etilbenceno (1-2 pg/L) y m-
xileno (1-4 pg/L). Los demas analitos de interés se encontraron por debajo de los
niveles minimos de deteccion y cuantificacion. La cuantificacibn de los
compuestos bajo estudio se realiz6 por HS-SPME/HRGC/FID.

* Trabajo de grado
* Facultad de Ciencias, Quimica, Directora: Dra. Elena E. Stashenko



1. INTRODUCCION

Los BTEX's (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos) e hidrocarburos alifaticos
aparecen acompafiando muchas actividades industriales, entre las cuales se
encuentran la elaboracion de pinturas, esmaltes, lacas, resinas, tintas, thinners,
pegamentos y en sintesis organica, entre otras. Estos compuestos, en cantidades
apreciables (i.e. benceno > 4 ppm; etilbenceno, tolueno y los xilenos > 200 ppm; n-
hexano > 450 ppm; n-heptano > 1000 ppm) [39] dentro del cuerpo humano,
producen efectos nocivos sobre el organismo, tales como leucemia, neoplasia,
pérdida de agudeza visual, perturbaciones en la funcién sensorial y en la memoria,
convulsiones, ataxia cerebral y demencia. En general, el cerebro es uno de los

organos mas fuertemente afectados por los BTEX's [5, 8, 37].

Los hidrocarburos aromaticos, en particular los BTEX’s, han adquirido una gran
relevancia como compuestos contaminantes tanto dentro como fuera de las
viviendas. Dos fuentes relevantes de estos compuestos son el trafico vehicular y el

humo del tabaco [3].

En el proceso de manufactura del calzado, los trabajadores estan expuestos a
estos hidrocarburos, presentes en el aire. Los BTEX's entre otras sustancias, son
emanadas de los pegamentos, se inhalan por los trabajadores y, por tanto, pueden

producir los efectos nocivos, anteriormente mencionados.

Hasta la fecha (febrero del 2006), se han realizado varios trabajos con el objeto de
cuantificar BTEX’s e hidrocarburos alifaticos en muestras de orina y sangre. La
mayoria de estos trabajos no determinan directamente el hidrocarburo sin
metabolizar, excretado por la orina, sino que realizan la medicién de algunos de

sus metabolitos. La justificacion para trabajar con los metabolitos y no



directamente con los hidrocarburos, se debe a que los metabolitos presentan en la

orina una concentracion muy superior a la del compuesto sin metabolizar.

Las determinaciones de analitos en sangre, implican el riesgo de trabajar con una
matriz que, eventualmente, puede estar infectada con el VIH u otros
microorganismos Y virus. Igualmente, la adquisicion de sangre para cuantificar un
determinado compuesto o metabolito es un método invasivo y, por consiguiente,
puede acarrear problemas legales. Lo anterior podria evitarse trabajando con una
matriz como la orina, que, ademas, presenta un menor grado de complejidad, en

cuanto a su composicion quimica, en comparacion con la de la sangre.

Se desconoce por partes de duefios de las fabricas de calzado en Bucaramanga,
que el aire, que rodea el sitio donde se lleva a cabo la manufactura del calzado,
presenta una alta contaminacion, por causa ce algunos compuestos organicos
volatiles, VOC's, que emanan de los pegamentos. Sumado a ésto, la indumentaria
de proteccion que actualmente estdn usando las personas involucradas en la
manufactura del calzado, contra los VOC’s, que emanan los pegamentos, o es
adecuada. A pesar de todo lo anterior, hasta la fecha (diciembre del 2005), en
Colombia aun no se ha estandarizado y validado un método cromatogréfico para
el andlisis de BTEX's e hidrocarburos alifaticos presentes en muestras de orina de

trabajadores.

Por esta razon fue imperiosa la necesidad de implementar y estandarizar una
técnica analitica asequible y confiable para la determinaciéon de BTEX's e
hidrocarburos alifaticos en un fluido biologico de facil consecucion como lo es la

orina.

El método implementado se aplicé a la determinacion cuantitativa de BTEX's y
algunos hidrocarburos alifaticos en muestras de orina de trabajadores de la fabrica

de calzado, expuestos a ellos. Lo anterior se hace con base en la posible



existencia de una relacion entre la concentracion de estos compuestos en la orina
y en el aire del sitio de trabajo. Los siguientes compuestos fueron encontrados en
las muestras de orina: el tolueno (15-183 pg/L), etilbenceno (1-2 pg/L) y m-xileno
(1-4 pg/L); los demas analitos de interés se encontraron por debajo de los niveles
minimos de deteccidn y cuantificacion; la concentracion del tolueno en la orina fue
de 2 a 3 veces mas alta al término de la jornada laboral en comparacién con la del

inicio de la jornada.

Con la realizacién de este proyecto se llevd a cabo, no sélo la investigacion
cientifica, sino wuna labor de tipo social, puesto que se demostrd
experimentalmente, tanto a empresarios como a trabajadores del sector del
calzado, los riesgos ocupacionales a cuales ellos estan expuestos en su lugar de
trabajo. Lo anterior se logr6 con base en los resultados obtenidos para las
concentraciones de los compuestos determinados tanto en el aire, como en la
orina y, teniendo en cuenta los reportes de la literatura en cuanto a la correlacién
“concentracion-perjuicios sobre la salud”, para cada uno de los compuestos

analizados.

Este trabajo esta estructurado en 4 capitulos (Introduccion, Marco Tedrico, Parte
Experimental y Andlisis de Resultados); los primeros dos capitulos estan
redactados con base en una revision de 49 referencias bibliograficas. Los
dispositivos y equipos empleados, esquemas de las rutas de metabolizacion de
algunos hidrocarburos, y algunos de los cromatogramas mas relevantes,
obtenidos durante el desarrollo de la tesis, se presentan en 26 figuras distribuidas
en todo el texto. Los resultados generados durante el desarrollo de la parte
experimental, junto con otros datos necesarios para propoésitos de comparacion,
reportados por otros autores [3, 5, 10, 18, 28, 38], se presentan en 24 tablas y 9

Anexos.



Los resultados de esta investigacion fueron presentados en modalidad de péster,
bajo los titulos “Comparaciéon de S-HS y HS-SPME en la determinacién de
hidrocarburos alifaticos y aromaticos volatiles en muestras de orina de
trabajadores de una fabrica de calzado”, en el Xlll Congreso Colombiano de
Quimica, realizado durante los dias 15 al 17 de octubre de 2004 en la ciudad de
Cartagena, Colombia; “Determinacién de hidrocarburos alifaticos y aromaticos
volatiles en muestras de orina de trabajadores de una fabrica de calzado,
empleando las técnicas S-HS, HS-SPME y HRGC/FID”, en el VII Simposio
Internacional sobre Avances en Tecnologias de Extraccién, ExTech, realizado
durante los dias 13 al 15 de noviembre de 2005 en la ciudad de Campinas, Brasil
y, ademas, se presentaran en el XIV Congreso Colombiano de Quimica, a
realizarse durante los dias 25 al 27 de mayo del 2006 en la ciudad de Armenia,
Colombia. Se planea también publicar los resultados en la Revista Colombiana de

Quimica.



2. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Metabolitos de BTEX's en la orina

Ong y colaboradores (1995) [32] determinaron la concentracion de benceno y
algunos de sus metabolitos en la orina (i.e. acido trans,trans-muconico, ttMA,
catecol, hidroquinona y fenol; Véase Figura 1), de 64 trabajadores expuestos a
una concentracion de benceno en aire entre 0.12 y 68 ppm. Se encontrd, que
entre el benceno sin metabolizar y sus metabolitos, todos eliminados por la orina,
el ttMA presento la mejor correlacion con la concentracion de benceno en el aire.
Al comparar entre tres metabolitos fendélicos del benceno en orina (fenol, catecol e
hidroquinona), para determinar indirectamente la concentracién del benceno en el

aire, se encontro que la hidroquinona presentaba los resultados mas confiables.

Por su parte, Inoue y colaboradores [17] desarrollaron un método, basado en
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), para la cuantificacion de acido
fenilmercapturico (PMA) en orina (Véase Figura 1), el cual estaba relacionado,
linealmente, con la concentracion de benceno en aire. Se establecio, que la
concentracion de PMA en orina, después de 8 horas de exposicion al benceno
(100 ppm), alcanzé 6,4 mg/L [17].

Kongtip y colaboradores [19] realizaron un estudio en trabajadores expuestos a
tolueno y a xilenos, monitoreando acido hipurico y los acidos o-, m-, y p-
metilhiparicos en la orina (Véase Figura 2). Estos metabolitos fueron derivatizados
a sus correspondientes ésteres metilicos y, posteriormente, se analizaron por

cromatografia de gases. Los resultados obtenidos por este método cromatografico



concordaron muy bien con los obtenidos por cromatografia liquida de alta

eficiencia.
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Figura 1. Estructura de cinco metabolitos del benceno.
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Figura 2. Estructura de los &cidos hipurico y m-, p- y o- metilhipdricos.

Kumar y colaboradores [22] realizaron un monitoreo de la orina de trabajadores
expuestos a solventes industriales que contienen tolueno y xilenos. En este



estudio, se encontré un incremento notable en la cantidad del acido hipurico y
acidos o-, m+, y p-metilhipdricos en la orina. Se establecid, que la formacion de
estos metabolitos es afectada por factores como la edad, consumo de alcohol,
habitos de fumar, duracion de la exposicion y condiciones de higiene industrial.
Los niveles de los metabolitos urinarios fueron mas bajos en trabajadores que
ingerian alcohol con frecuencia. Se presentd un incremento en la cantidad del
acido hipurico en la orina en personas que tenian habitos de fumar. Con respecto
a la edad, se encontrd un incremento de estos metabolitos en trabajadores con

edades entre 40 y 45 afios.

2.1.2BTEX’s en laorina

Manini y colaboradores (1999) [28] determinaron BTEX's en orina y sangre, en
personas expuestas a los contaminantes presentes en el aire de una area urbana,
utiizando microextraccion en fase soélida, como técnica de extraccion, y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (SPME/GC-MS)
como método instrumental. Este estudio mostré, que al correr por dos horas
dentro de una é&rea urbana, con un ambiente contaminado, se observa un
incremento apreciable de BTEX's en la orina. La linealidad del método fue

establecida para concentraciones superiores a 50 ppb.

Nam y colaboradores [30] compararon las técnicas HS-SPME y headspace
convencionales para la determinacion de tolueno en orina de personas que con
frecuencia inhalaban los vapores de algunos pegamentos. El limite de deteccion
de tolueno en orina con la técnica HS-SPME fue 10 veces mas bajo que el
alcanzado con las técnicas headspace estatico (S-HS). Las concentraciones del
tolueno determinadas por las dos técnicas presentaron una buena correlacion: El

coeficiente de correlacion entre los dos conjuntos de valores fue de 0.98%.



Yeshvandra y colaboradores [48] realizaron un monitoreo del tolueno en la orina,
en trabajadores que laboran en la industria del calzado. Se determin6 la
concentracion de acido hipurico en la orina y se encontrd un considerable aumento
de éste cuando se incrementaba el periodo de exposicion a un determinado
pegamento. También, se realiz6 el monitoreo en fumadores y personas que
ingieren alcohol; se concluyé que el cigarrillo y el alcohol aumentanban la
excrecion de acido hipurico, contrario a lo reportado por Kumar y colaboradores

[22] para el caso del alcohol.

2.1.3BTEX’s en agua

Floréz y colaboradores [9] determinaron BTEX's en muestras acuosas por
cromatografia de gases con detector de ionizacién en llama (GC-FID), utilizando
tres técnicas de muestreo, a saber. Headspace estatico (S-HS), microextraccion
en fase solida (SPME) y microextraccion en fase soélida en el modo headspace
(HS-SPME), usando una fibra de poli(dimetilsiloxano). En este trabajo, se hizo una
comparacion detallada de las caracteristicas de la eficiencia analitica de S-HS,
SPME y HS-SPME, como técnicas de muestreo, y el posterior andlisis de BTEX’s
por cromatografia de gases con FID. Para las tres técnicas analiticas se encontrd
gue la adicion de sal a las muestras de agua, para aumentar la fuerza idnica,
produjo un aumento en la eficiencia de extraccion para el benceno y, al contrario,
su disminucion para el tolueno, etilbenceno y los tres isémeros del xileno. El
tiempo requerido pora el andlisis fue de 25 min para S-HS, 10 min para SPME y 4
minutos para HS-SPME. El limite de deteccion méas bajo se obtuvo para la técnica
HS-SPME. La agitacién de la muestra acuosa a 900 rpm mejoré ostensiblemente

la eficiencia de extraccion.

Santa y colaboradores [41,42] realizaron una comparacion entre cuatro técnicas

de extraccion, a saber: las extracciones liquido-liquido (LLE) continua y por lotes,



extraccion en fase sélida (SPE), microextraccion en fase solida (SPME) y
headspace estatico (S-HS), con el propésito de determinar las eficiencias de
recuperacion y la reproducibilidad, variando tiempo y técnicas de extraccion, tipo
de solvente y otros parametros para el andlisis y cuantificacion de hidrocarburos
en aguas residuales, utilizando cromatografia de gases de dta resolucion con
detector de ionizacion en llama (HRGC-FID). Las técnicas de microextraccion en
fase solida (SPME) y headspace estatico (S-HS) presentaron resultados similares
en la determinacién de hidrocarburos totales. Los porcentajes de recuperacion
estuvieron entre el 72 y el 96%, utilizando adicién de sal (NaCl) al 20 % (p/v) y pH
11.

Kubinec y colaboradores [21] desarrollaron y validaron un método, libre de
disolvente, para la extraccion de BTEX's en muestras acuosas, mediante la
utilizacion de un dispositivo consistente en un sorbente (Porapak Q) empacado
dentro de un capilar, junto con una trampa de alimina himeda. Los limites de
deteccion y de cuantificacion de BTEX’s analizados, utilizando este dispositivo,
fueron similares a los obtenidos por los métodos de purga y trampa
convencionales. La principal ventaja de utilizar este dispositivo, con Porapak Q, en
comparacion con la técnica de purga y trampa tradicional, radica principalmente en
el costo mas bajo de analisis y en la posibilidad de muestrear directamente en el

sitio contaminado.

Yang y colaboradores [47] realizaron un analisis headspace de aguas
subterrdneas contaminadas con BTEX's, para determinar las ventajas y
limitaciones de wusar una fibra de Carboxen-PDMS. Auque la respuesta
cromatografica era mucho mas alta para la fibora de CarboxenPDMS, en
comparacion con la de PDMS convencional, se observé una notable reduccion de
la cantidad de analito extraido bajo condiciones de mezclas multicomponente,
debido a procesos de desplazamiento. La afinidad de los analitos por la fibra de

Carboxen-PDMS aumentaba en el siguiente orden: xileno > etilbenceno > tolueno



> benceno. En la matriz multicomponente, la cantidad extraida de benceno y
tolueno disminuy6 ligeramente con el tiempo, mientras que para el etilbenceno y

los xilenos se observo un pequefio aumento.

2.1.4 BTEX’'s en aire

Rubiano y colaboradores [40] determinaron los niveles de BTX’s en el aire de una
industria de pinturas de Bogotd, utilizando cartuchos rellenos con carbén activado
para atrapar los compuestos y, disulfuro de carbono, para su extraccion; como
técnica de andlisis se utilizO cromatografia de gases de alta resolucion con
detector de ionizacion en llama (HRGC-FID). Se encontraron concentraciones de
BTX’s en aire que variaron entre no detectable y 55,1 mg/m?, para benceno; entre
18,3 y 253 mg/m°®, para tolueno; y entre 11.8 y 122.2 mg/m°, para xilenos. Se
encontrd, que existe un riesgo ocupacional por benceno en algunos puestos de
trabajo, lo cual es preocupante, si se tiene en cuenta que éste no es utilizado
como materia prima en la fabricacion de pinturas. Se determind, que existe riesgo
ocupacional en la mayoria de los puestos de trabajo de la industria estudiada,
cuando se considera la mezcla de los tres disolventes.

2.2 FUNDAMENTO TEORICO

2.2.1 Cromatografia de gases. La cromatografia de gases es la técnica analitica
preferida para la determinacion de contaminantes volatiles y semivolatiles en
mezclas organicas complejas de matrices acuosas, por su sensibilidad y
disponibilidad de detectores, incluyendo el FID y el detector selectivo de masas,
MSD. El tiempo de retencidén no constituye un parametro totalmente confiable para

el andlisis cualitativo, ya que depende de muchas variables experimentales, tales
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como tipo de columna, flujo de gas de arrastre, cantidad de muestra inyectada,
longitud de la columna cromatografica insertada dentro del liner, entre muchas
otras. Para confirmar la estructura molecular de cualquier compuesto, es
necesario obtener su espectro de masas [31].

2.2.2 Detectores

El detector de ionizacién en llama, FID, es comunmente utilizado en el andlisis de
productos hidrocarbonados. El FID es sensible al flujo méasico, su respuesta es
proporcional al niumero de 4&tomos de carbono ( mas exactamente, grupos -CH,-)
pasados a través de la llama en un tiempo dado. Para analisis cuantitativo, es
importante controlar las condiciones del FID para dar una respuesta lineal a los
hidrocarburos. La respuesta del FID es producida por la reaccién de combustion
en una llama formada por hidrégeno y oxigeno. La cantidad minima de sustancia
detectable por el FID es de aproximadamente 10 - 10 g (dependiendo del

analito), y el rango dindmico lineal del detector se extiende a 107 [15, 44, 46].

La ionizacion en la llama, generada por el hidrégeno y oxigeno, es muy superior a
la que se presenta cuando se realiza Unicamente ionizacidn térmica; la explicacion
de este efecto es que los iones no se forman por ionizacion térmica sino por
emision térmica de pequefias particulas de carbono, que se forman durante el
proceso de combustién. Consecuentemente, el factor dominante en la ionizacién
de material organico no es el potencial de ionizacién sino la funcion de trabajo de
las particulas de carbono que se forman transitoriamente durante la combustién
[44].
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2.2.3 TECNICAS DE PREPARACION DE MUESTRAS

2.2.3.1 Microextraccién en fase sélida en el modo headspace

Microextraccion en fase sélida, SPME, es una técnica de muestreo, relativamente
nueva [33, 34], apta para la extraccion y concentracion de compuestos organicos
de diferente polaridad y volatilidad, tanto en matrices organicas como inorganicas.
Las principales ventajas de la SPME son: (1) No requiere disolvente; (2) Tiene un
bajo costo de operacion y, (3) Usa pequefios volimenes de muestra. Esta Ultima
ventaja hace de este método una herramienta prometedora para aplicaciones

toxicologicas y biomédicas [2, 20].

Principios de SPME. En SPME, una sustancia polimérica (recubrimiento de la
fibra), fijada a un soporte sélido (capilar de silice fundida), se coloca en contacto
con la matriz de la muestra o con su fase vapor (headspace, HS), por un periodo
de tiempo determinado. Si este tiempo es considerable, se establece un equilibrio
de concentraciones entre la matriz de la muestra, el HS y el recubrimiento de la
fibra. Cuando se han alcanzado las condiciones de equilibrio, la exposicion de la
fibra durante un periodo de tiempo mas largo no acumula una mayor cantidad de
analito sobre ésta. La difusion de analitos desde la matriz hasta el recubrimiento
de la fibra se inicia en el instante en el que la fibra se pone en contacto con la
muestra (Véase Figura 3) [33, 34].

Equilibrio multifase. En los recubrimientos en los cuales esta involucrado el
fendmeno de absorcion (por ejemplo, PDMS), el proceso no es competitivo, ni
aparecen marcados efectos de desplazamiento. En los recubrimientos en los
cuales ocurre un fenédmeno de adsorcion, el proceso esté limitado por la superficie

del recubrimiento y se caracteriza por ser un proceso competitivo [33, 34].



Tipicamente, se considera que la SPME termina cuando la concentracion de
analito alcanza el equilibrio de distribucion entre la matriz de la muestra y el
recubrimiento de la fibra. En la practica, esto significa, que, una vez se alcanza el
equilibrio, la cantidad de analito extraido por la fibra es constante dentro de los
limites de error experimental y que es independiente de incrementos adicionales

en el tiempo de exposicion de la fibra [33, 34].
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Figura 3. llustracion esquemaética del dispositivo para realizar HS-SPME [14].
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Tiempo del muestreo. En el caso de sorbentes sdlidos, la extraccion ocurre solo
sobre la superficie del recubrimiento de la fibra y, por consiguiente, los
compuestos con una afinidad mas débil por el recubrimiento lo se observan
cuando se utilizan tiempos de extraccion cortos. Sin embargo, en la extraccion de
analitos utilizando liquidos poliméricos para el recubrimiento de la fibra, ocurre una
particion entre la matriz de la muestra y la fase extractante (polimero sobre la
fibra). En este caso, la cantidad de analito extraido en el equilibrio varia sélo si las
propiedades del recubrimiento de la fibra son modificadas por los compuestos
extraidos [33, 34].

Modo de extraccion. El muestreo por SPME se puede llevar a cabo en tres modos
basicos: (a) Extraccion directa o por inmersién; (b) Extraccion indirecta o en fase
vapor headspace) y, (c) Proteccion con membrana. En la extraccion en modo
directo, la fibra es introducida dentro de la muestra y los analitos se difunden
desde la matriz hasta la fase extractante. La utilizacibn de mecanismos de
agitacion es primordial para agilizar la extraccion [14, 34].

En la extraccién en el modo headspace, los analitos son extraidos de la fase
gaseosa que se encuentra en equilibrio con la muestra. La razon principal para
esta modificacion es proteger la fibra de efectos adversos, causados por
compuestos de alto peso molecular. Este modo de extraccion permite la

modificacion del pH de la muestra, sin afectar el recubrimiento de la fibra.

En general, los tiempos para alcanzar el equilibrio para compuestos volatiles son
mas cortos cuando se utiliza el modo headspace, que cuando se usa el modo
directo, bajo condiciones de agitacién similar. Esto se debe a los siguientes

factores:
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a). Una cantidad sustancial de analito esta presente en el headspace, previo al
inicio del proceso de extraccion;

b). La existencia de una interfase entre la matriz de la muestra y su headspace;

c). Los coeficientes de difusion en la fase gaseosa son cuatro oOrdenes de

magnitud mas altos que en liquidos [33].

Prediccion de las constantes de distribucion. En muchos casos, las constantes de
distribuciébn pueden ser determinadas a partir de datos fisicoquimicos y
parametros cromatograficos. Esta aproximacion elimina la necesidad de realizar
curvas de calibracion. El proceso de particion en SPME, cuando se usa una fibra
de PDMS, es similar al proceso de particion en GC y existe una relacion bien

definida entre la constante de distribucion y el tiempo de retencion.

Efectos de los pardmetros de extraccién. La teoria termodinamica predice cémo
modificar los efectos de ciertas condiciones de extraccion sobre la particion e
indica los pardmetros a controlar para obtener una reproducibilidad alta. Esta
teoria puede aplicarse para optimizar las condiciones de extraccién con un menor
namero de experimentos. Las condiciones de extraccion que afectan la constante
de distribucion (Kts) son la temperatura, la fuerza ionica, el pH y la cantidad de

disolvente organico contenido en el agua.

Una temperatura de extraccion elevada causa un incremento en la velocidad de
extraccion y, simultaneamente, un decrecimiento en la constante de distribucion.
El ajuste del pH de la muestra puede mejorar la sensibilidad del método para
analitos acidos y basicos. El volumen de la muestra debe ser seleccionado con
base en la K¢s estimada [14, 33, 34].

2.2.3.2 Extraccion liquido-liquido. La extraccion liquido-liquido es una técnica

atil en el analisis de matrices acuosas de caracter ambiental. Su principio consiste
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en la distribucién o reparto de un analito entre la matriz y un disolvente de
extraccion, generalmente, organico y de baja polaridad como hexano, cloroformo o
diclorometano. Este reparto esta representado por un equilibrio entre Coy Caqu,
donde Co es la concentracion del analito en la fase organica y Caqu €s la
concentracion del mismo en la fase acuosa. El coeficiente entre estos dos

términos se llama el coeficiente de particion (K), Ecuacion 1)[14]:

K= Co /CAqu (1)

El coeficiente de particion depende del tipo de disolvente organico, de la
temperatura, del pH del medio acuoso y de la cantidad de materia organica, razon
por la cual es necesario establecer los valores mas adecuados de estos
parametros en la aplicacion de dicha técnica, para asi obtener porcentajes de

recuperacion y reproducibilidad altos.

Los principales criterios para la seleccion del disolvente son [14]:

a). Miscibilidad con el agua (para matrices acuosas);

b). Polaridad muy similar a la del analito,

c). Volatilidad alta;

d). Compatibilidad con las siguientes etapas de andlisis;

e). Baja toxicidad.

2.2.3.3 Headspace estatico. El muestreo headspace es un método indirecto para
la determinacién de analitos volatiles de una muestra sdlida o liquida en la cual la

fase vapor es analizada. Si los analitos en la fase vapor han alcanzado el
equilibrio con los presentes en la muestra, entonces la técnica de muestreo es

headspace estatico (S-HS); si la fase vapor se purga con un gas inerte y
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subsecuentemente es absorbida en un disolvente o un material ab(d)sorbente

sélido, la técnica de muestreo es headspace dinamico [3].

Existen varios métodos para S-HS, pero el mas utilizado es el sistema automatico
de inyeccion con loop presurizado. Este sistema emplea una valvula de seis
puertos o conductos, que pueden adaptarse para tres diferentes funciones, a

saber: presurizacion, venteo y muestreo.

Inicialmente, la muestra se mantiene cierto tiempo dentro de un termostato, que es
el horno de incubacién, a una temperatura dada hasta que se alcance el equilibrio
entre la fase vapor y la muestra. Para la etapa de presurizacion, se adapta una
valvula y el vial se eleva, permitiendo asi que el septum del vial sea perforado por

una aguja, y sea posible la entrada del gas auxiliar [14, 18].

Para la etapa de llenado del loop, la valvula se adapta para el venteo y la fase
vapor, contenida en el vial, llena el loop durante el tiempo determinado hasta que
se alcanza el equilibro. El loop se llena por diferencia de presion. Por dltimo, para
la transferencia de la muestra al GC desde el loop, la valvula se adapta para el
muestreo, lo cual le permite al gas de arrastre llevarse la muestra contenida en el
loop, hasta la columna cromatogréfica por medio de una linea de transferencia
[18].

2.2.4 Hidrocarburos alifaticos y BTEX's

2.2.4.1 Hidrocarburos alifaticos

Toxicidad. Los efectos de la exposicion aguda a estos compuestos son:

anestesia, mareos, cefalea, nauseas, vomitos, somnolencia, fatiga, “embriaguez”,

depresion, irritacion del aparato respiratorio y pérdida del conocimiento. Dentro de
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los efectos por una exposicion crénica se encuentran dermatitis, cefalea, pérdida

de la memoria a corto plazo y dificultad en la concentracién [5-7, 37, 39].

Metabolismo y excrecion. Los alcanos son absorbidos por inhalacion y a través de
la piel. Los hidrocarburos no ramificados, como n-hexano y n-heptano, son
metabolizados a alcoholes por las enzimas microsémicas tipo Citocromo P-450 a
alcoholes, cetonas y dicetonas, que son conjugadas con &cido glucuronico y

eliminados por la orina [37].

Monitoreo de la exposicion. Para trabajadores expuestos a una concentracion de
n-hexano en el aire de 69 mg/m® durante 4 horas, se encuentra, en promedio, una
concentracién de n-hexano en la orina de 6 ppb [39]. En la Tabla 1 [39], aparecen
las concentraciones de los principales metabolitos de n-hexano en orina, después
de una exposicién a este hidrocarburo, en concentracién de 182 mg/m® en el

ambiente, durante un dia de trabajo normal.

TABLA 1. Concentracion de metabolitos de n-hexano en la orina de

trabajadores expuestos a este hidrocarburo en el aire (182 mg/m3).

Metabolito Concentracion, mg/L
2,5-Hexanodiona 54
2,5-Dimetilfurano 3,7
g-Valerolactona 33
2-Hexanol 0,2

Prieto y colaboradores [38] reportaron concentraciones de n-hexano, n-heptano y
tolueno de 113, 24 y 80 mg/m?®, respectivamente, en el aire al interior de una
fabrica de calzado de Espafia. El muestreo de aire se hizo utilizando cartuchos
con carbén activado y bombas Sipin de flujo continuo (0.2 L/min), los cartuchos

estaban adheridos a las prendas de los trabajadores de la fabrica y se cambiaban
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cada 50 min durante el periodo de muestreo, para evitar saturacion. Los
disolventes atrapados en el cartucho fueron desorbidos con disulfuro de carbono

y, luego, analizados por GC-FID.

2.2.4.2 Benceno

Efectos hematopoyéticos, leucemdgenos y clastégenos. En la exposicion aguda a
benceno en cantidad grande (> 30 ppm), por ingestion o por inhalacién de sus
vapores, el principal efecto toxico se ejerce sobre el sistema nervioso central
(SNC). Los sintomas de una exposicion leve incluyen mareos, debilidad, euforia,
cefalea, nduseas, vomitos, pérdida de apetito y descoordinacién en la marcha. Si
la exposicidn es mas severa, los sintomas progresan a vision borrosa, temblores,

irregularidades ventriculares, paralisis e inconciencia [6, 7, 26].

Los efectos sistémicos agud os en humanos, por inhalacion o ingestion de benceno
o tolueno son: sensacion de quemado en la boca y en el estdbmago, ataxia,
confusion, torpeza, histeria, estupor, discracia sanguinea severa y coma

intermitente, entre otros [26].

El benceno es un irritante de la piel, los ojos y el tracto respiratorio superior,
produce eritema (por eliminacion de grasa que recubre la piel) y dermatitis o
vesiculacion y edema [6, 26].

Aungue la exposicién aguda a benceno en concentraciones altas puede deprimir
el SNC, lo que da pie a pérdida del conocimiento y muerte; el principal efecto
toxico del benceno es la toxicidad hematopoyética: un efecto singular para el
benceno entre los hidrocarburos aromaticos simples. La exposicion cronica al
benceno en seres humanos, en el lugar de trabajo, conduce a dafio de la médula
0sea, que puede manifestarse como anemia, leucopenia, trombocitopenia, colapso

respiratorio y fibrilacion ventricular [7].
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El grado al cual cada uno de los tipos de células se agota, varia con el individuo y
con la magnitud de la exposicion al benceno. La exposicion continua a este
compuesto puede culminar en pancitopenia, originada por aplasia de la médula
0sea, un resultado a menudo letal. Los sobrevivientes de anemia aplésica suelen
mostrar un estado preleucémico denominado mielodisplacia y progresar a
leucemia mielégena aguda [7]. Los valores maximos permitidos para los BTEX’s
en el aire se reportan en la Tabla 2 [27].

TABLA 2. Umbrales establecidos para los BTEX's en el aire de una industria
o en el aire ambiental [5, 39].

Compuesto Benceno Tolueno Etilbenceno Xilenos
Concentracion, 10 50 100 100
ppm

Concentracion, 32 188 434 434
mg/m?

Metabolismo y excreccion. El benceno se convierte al oxido de benceno,
mediante la enzima oxidasa de funcion mixta microsémica hepatica. Este é6xido,
que se encuentra en equilibrio con su forma oxepina, puede reordenarse de modo
no enzimatico, para formar un fenol; reaccionar con glutation para formar acido
premercaptlrico, que después se convierte al acido fenilmercaptdrico, o
reaccionar con la enzima epoxido hidrolasa, que convierte el O0xido en 1,2-
dihidrodiol y 1,4-dihidrodiol bencenos, (Véase Figura4) [5, 7].

La enzima dihidrodiol deshidrogenasa citosoélica parece ser la que se encarga de
la rearomatizacion del anillo para producir catecol o hidroquinona [5, 7].
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Figura 4. Biotransformacién del benceno [3,39].

Inmediatamente después de la exposicion de una persona al benceno, sélo el 12%
de la dosis es exhalada, sin metabolizar, por los pulmones y alrededor del 0.1% se
excreta por la orina. El benceno remanente es metabolizado en el higado, a
productos de oxidacién altamente toxicos. La cinética de eliminacién del benceno,
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dentro del cuerpo humano, se describe por un modelo abierto de dos

componentes con tiempos de vida media de 1 a 3 horasy 9 a 24 horas [5, 39].

Durante las 48 horas posteriores a la exposicion al benceno, del 51 al 87% de una
dosis de este hidrocarburo es metabolizado y excretado en la orina como fenol,
6% como catecol y 2% como hidroquinona. Otros metabolitos minoritarios del

benceno son 1,2,4-trihidroxibenceno, acidos mucoénico y fenilmercapturico [39].

Monitoreo de la exposicion al benceno. La exposicion ocupacional al benceno se
monitorea algunas veces mediante la determinacion de fenoles, acido mucaonico,
benceno y &cido fenilmercaptarico, en la orina. Otro indice de exposicion al

benceno es la relacién de sulfatos organicos/inorganicos en la orina [39].

2.2.4.3 Tolueno

Toxicidad. El tolueno es un depresor del SNC y a bajas concentraciones produce
fatiga, debilidad y confusién. Por sus efectos sobre el SNC los husmeadores de
pegamentos inhalan vapores del Béxer. A diferencia del benceno, el tolueno no

produce anemia aplasica ni leucemia [5, 7, 23, 39].

El tolueno en concentraciones muy altas, que se presentan en personas que
inhalan los vapores de los pegamentos, origina ataxia cerebelosa, persistente
después de la exposicién, asi como cambios en las funciones integradoras del

SNC vy acidosis tubular renal de tipo distal [7].

Personas expuestas a tolueno en una concentracion de 500 ppm, pueden
presentar dolor de cabeza, néuseas, languidez y empeoramiento en la

coordinacién, sin efectos fisiolégicos detectables. A concentraciones



considerablemente mas altas, el tolueno tiene un efecto narcético que puede

conducir a un estado de coma o la muerte [26, 39] (Véase, Tabla 3).

TABLA 3. Concentraciones de tolueno en tejidos o fluidos biolégicos, en 8

especimenes humanos postmortem (mg/L o mg/kg) [39].

Sangre Cerebro  Pulmén Higado Rifiones Orina
Promedio 22 47 12 43 21 3
(Rango)  (10-48) (10-182) (3-135) (13-73) (11-39) (1-5)

Hasta la fecha (enero de 2005), no se ha reportado sobre las aberraciones

cromosomicas en seres humanos expuestos a tolueno.

La exposicion cronica al tolueno de animales produce pérdida progresiva e

irreversible de la audicion de alta frecuencia [6, 7].

Metabolismo y excrecion. Aproximadamente 80% de una dosis absorbida de
tolueno se oxida a acido benzoico, el cual después se conjuga con acido
glucurdnico o glicina y se excreta por la orina (Véase, Figura5). El conjugado con
glicina (&cido hipurico), excretado por la orina en las siguientes 24 horas después
de terminada la exposicion, da cuenta de aproximadamente el 68% de una dosis
de tolueno inhalado y tiene un tiempo de vida media de excrecion de 2 a 3 horas.
Mas del 20% de la dosis inhalada se elimina sin metabolizar y menos del 0.1% se

excreta en la orina [39].

El tolueno es oxidado, en un menor grado, a o-, m-, y p-cresoles, los cuales son

probablemente excretados en la orina en forma conjugada [39].
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Figura 5. Biotransformacion del tolueno [39].

Monitoreo de la exposicion al tolueno. El tolueno en el aire alveolar alcanza una
concentracion maxima en los primeros 15 a 30 minutos, después de iniciada la
exposicion, y decae rapidamente después de terminada la exposicion. Al comparar
la concentracion de tolueno en sangre con respecto a la determinada en orina, se
encuentra, que el cociente de estas concentraciones esta en un rango de 7 a 15,
respectivamente. Para trabajadores expuestos a una concentracion de tolueno en
el aire de 100 ppm durante 4 horas, se encuentra, en promedio, una concentracion

220 ppb de tolueno en la orina [39].
2.2.4.4 Etilbenceno
Toxicidad. La exposicion a etilbenceno en una concentracion de 1000 ppm en el

aire, causa irritacion de los ojos y la nariz. Concentraciones de 2000 ppm o

superiores pueden causar lacrimacion, mareo y depresion del SNC [26, 39].
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Metabolismo y excrecion. El etilbenceno se metaboliza, dentro del cuerpo humano,
por oxidacion de la cadena alifatica a metilfenilcarbinol. La oxidacion de este
primer metabolito produce acidos mandélico y fenilglioxilico (Véase, Figura 6), los
cuales representan el 64 y el 25%, respectivamente, de una dosis de etilbenceno
inhalada y posteriormente excretada por la orina. S6lo una minima parte de la

dosis se elimina sin metabolizar, a través del aire expirado y en la orina [39].

o)
CH,CHy oH
: \>—OH
——
—_—m
OH

; o i Acido mandélico
Etibenceno M etilfe nilcarbinol

OH
OH

e}

_ o Acido fenilglioxilico
Conjugado glucurénido
del fenilmetilcarbinilo

Figura 6. Biotransformacién del etilbenceno [5, 39].

La excrecion urinaria del acido mandélico alcanza un maximo durante las ultimas 2
horas de una exposicién de 8 horas, y luego decae con un tiempo de vida media
de 4 a 7 horas, después de terminada la exposicion. La concentracién del acido
mandélico, determinada en la orina de trabajadores previamente expuestos a

etilbenceno en una concentracién de 92 ppm en el ambiente, durante ocho horas,

fue de 900 ppm [39].
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2.245 Xilenos

Toxicidad. La exposicion a xilenos en una concentraciones de 200 ppm en el aire,
produce irritacion de la membrana mucosa, nauseas, vOmito, mareo Yy
descoordinacién. La exposicion a xilenos en una concentracion de 10.000 ppm en
el aire conduce a la pérdida de conciencia en trabajadores, debido a la depresion
del SNC, y algunas veces, a la muerte [25, 39].

Metabolismo y excrecion. Los tres isomeros del xileno (o-, m-, p-) se metabolizan
rapidamente dentro del organismo humano, principalmente, por la oxidacién de un
grupo metilo a los correspondientes &cidos o-, m-, y p-toluoicos; alrededor de un
72% de una dosis absorbida se elimina en la orina de las siguientes 18 horas

después de terminada la exposicion, en forma conjugada con glicina (Véase,
Figura 7). Aproximadamente, el 2% de una dosis de xilenos, inhalados o

ingeridos, se excreta en la orina en forma de xilenol, probablemente, en forma
conjugada. Solo el 5% de la dosis se depura sin metabolizar en el aire exhalado y

menos del 0.1% en la orina.

e} OH 0
CHs 2
H,N o
OH Z
N
‘ N = ‘ Glicina ’ H/\”/
e >
0
CHg CH, CHs
Xilenos Acidos toluoicos

Acidos metilhipuaricos

Figura 7. Biotransformacién de los xilenos [39].
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La velocidad de excrecion y la cantidad de los principales metabolitos de los
xilenos se usan como indices de su grado de exposicion. A diferencia del acido

hiparico, el acido metilhipurico no es un compuesto habitual en la orina [5, 7, 39].

De la revision bibliogréafica realizada, se puede concluir que para los BTEX's e
hidrocarburos alifaticos se conocen los valores maximos permitidos en aire [27], la
ruta de absorcion, metabolizacién y eliminacion [5-7,12, 23, 37, 39], los efectos
gue ejercen sobre su metabolismo el alcohol, habitos de fumar y la edad [22, 48], y
los efectos toxicos que producen sobre el organismo humano, dependiendo de su
concentracion en el aire [5-7, 13, 23, 26,37, 39, 49]. Se han hecho varios estudios
para la cuantificacion de estos compuestos en aire, agua, sangre y orina [9, 16,
17, 19, 21, 24, 28-30, 38, 40-42, 45, 47]. La mediciones se han realizado,
principalmente, en el aire de areas urbanas y en el interior de algunas fabricas de
pinturas y calzado, en muestras de orina y sangre de trabajadores expuestos a los
vapores de disolventes, pegamentos o personas con habitos de fumar [22, 30, 38,
40, 48]. La mayoria de las determinaciones en sangre y orina se realizan a los
metabolitos de los compuestos mencionados y, generalmente, en forma individual
[4,17,19, 22, 32, 39, 48].

Para la determinacion de estos compuestos, se han utilizado diferentes técnicas
de extraccion, i.e. absorcion en cartuchos de carbon activado o Porapak Q, purga
y trampa, S-HS, SPME, HS-SPME, SPE y LLE y andlisis por HPLC, GC-FID y GC-
MS. No se encontraron reportes sobre el analisis de BTEX's en forma simultanea
con hidrocarburos alifaticos en muestras de orina, y para el caso de Colombia no
se han reportado determinaciones de hidrocarburos en muestras de orina; esta
situacion origind la necesidad de realizar este proyecto como mecanismo de
control de las condiciones de higiene industrial de los trabajadores de las fabricas

de calzado de nuestro pais, y en particular, en Bucaramanga.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REALIZACION DE LA ENCUESTA A LOS TRABAJADORES QUE
LABORAN EN LA MANUFACTURA DEL CALZADO.

Con base en el andlisis de la literatura sobre los factores que afectan el
metabolismo de los BTEX'’s e hidrocarburos alifaticos en el organismo humano, se
realizd6 una encuesta (Véase Anexo 1) a los 12 trabajadores, que laboran en la
manufactura del calzado, y que suministraron las muestras de orina, acerca de las

condiciones de higiene industrial y su salud.

La fabrica seleccionada para este estudio se especializa en la producciéon de
calzado deportivo y elegante para caballero, con destino, principalmente, hacia
Venezuela y Ecuador. El nimero de trabajadores al interior de la fabrica era 50,
tanto hombres como mujeres. El interior de la fabrica estaba dividido en las
secciones de disefio, montaje, corte, guarnicion y pegado, emplantillado y
terminado. En un dia normal, los trabajadores estaban expuestos a un ambiente
de aproximadamente 30 °C, como consecuencia del alto hacinamiento, el
abundante numero de bombillas para la iluminacion y los mecheros utilizados. Por
otra parte, la posicion corporal para trabajar tenia muchas fallas ergonémicas; los
trabajadores soportaban el ruido del martilleo durante toda su jornada laboral (7:
00 a.m. a 7:00 p.m.).

3.2 ANALISIS DEL PEGANTE “PC-2000" POR HS-SPME/HRGC-MSD.

Para la extraccion y concentracién de los compuestos de la fase vapor del pegante

“PC-2000", una fibra de silice fundida recubierta con PDMS de 100 nm de espesor
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(Supelco, Catdlogo N° 57310-U; Bellefonte, PA, EE.UU.), se expuso al pegante
durante 15 min a 25 °C. Seguidamente, se realizé la desorcion de los compuestos
absorbidos sobre la fibra, en el puerto de inyeccion del cromatografo de gases
acoplado a un espectrémetro de masas (GC-MS), durante 10 min a 250 °C. Se
utilizé una columna capilar DB-1MS, [poli(dimetilsiloxano), 60 m x 0.25 mm (d.i.) x
0.25 mm (f.e.). La temperatura del horno se programo desde 35 °C (3 min) hasta
150 °C (5 min) con una rampa de calentamiento de 5 °C/min. Se emplearon los
siguientes parametros operacionales: el inyector se operé a 250 °C con un split1:
30, la presién de helio a la entrada de la columna fue de 200 kPa, con una
velocidad de flujo de 1 mL/min (70 °C). Las temperaturas de la cadmara de
ionizacion y de la linea de transferencia fueron 230 y 285 °C, respectivamente. La
energia de los electrones bombardeantes fue de 69.9 eV. EIl analizador mésico

cuadrupolar se opero en el modo full scan (barrido completo).

Para la identificacion inequivoca se utiliz6 el sistema de datos Enhanced
ChemsStation G1701 DA (Version D.00.01.27), equipado con bibliotecas de
espectros de masas, NBS75K y Wiley 138 de 75000 y 138000 espectros de
masas, respectivamente.

3.3 SISTEMA DE DETECCION CROMATOGRAFICO GC-FID.

El analisis de los extractos de orina se realizé utilizando un cromatografo de gases
HP5890 Series Il (HewlettPackard, Palo Alto, CA, EE.UU), equipado con inyector
split/splitless; en modo de inyeccion manual (SPME) e inyeccion automética (S-
HS), detector de ionizacion en llama y sistema de datos HP ChemStation Rev. A.
05. 01. La columna capilar empleada fue HP-FFAP [Poli(etilenglicol) ligado y
entrecruzado, modificado] de 50 m x 0.32 mm (d.i.) y 0.52 nm de espesor de la
fase estacionaria (f.e.), Modelo N° HP19091J-431. El gas de arrastre utilizado fue
helio (99.995%, Aga Fano S. A., Bucaramanga, Colombia) con presion de entrada

de 200 kPa y una velocidad volumétrica de 1.6 mL/min. Los flujos de aire,
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hidrogeno y nitrogeno (gas make-up) en el detector fueron 360, 31 y 21 mL/min,
respectivamente. Se utilizé una relacion de split de 10 :1.

Para seleccionar la programacion de temperatura del sistema HRGC/ FID, se
realizaron varias ramplas de calentamiento en el horno del cromatégrafo de gases,
con la cual se obtuvo una separacién cromatografica eficiente de los BTEX's e
hidrocarburos alifaticos de interés, descritos en la Tabla 4. Para estas pruebas se
prepard una solucion metandlica de 10 ppm de cada uno de los hidrocarburos de

interés y el patron interno (clorobenceno).

En la Tabla 5, se presentan las temperaturas empleadas para el analisis
cromatogréfico (GC-FID) de las muestras de orina, obtenidas por las técnicas HS -
SPME Yy S-HS.

TABLA 4. BTEX's e hidrocarburos alifaticos de interés utilizados para la

seleccién de laprogramacion de temperatura del horno del cromatografo.

COMPUESTO ESPECIFICACIONES
n-Hexano = 98.5%; Merck KGaA; Darmstadt, Alemania.
n-Heptano 99.5%; J. T. Baker; Phillipsburg, NJ, EE.UU.
Ciclohexeno 99.5%; Aldrich Chemical Company, Inc. Milwaukee,
EE.UU.
n-Hexadecano 99.5%; Merck KGaA; Darmstadt, Alemania.
Benceno 99.9%; J. T. Baker; Phillipsburg, NJ, EE.UU.
Etilbenceno 99.5%; Merck KGaA; Darmstadt, Alemania.
Tolueno = 99.9%; Merck KGaA; Darmstadt, Alemania.
m-Xileno > 99%; Merck KGaA; Darmstadt, Alemania.
p-Xileno > 99%; Merck Schuchardt OHG; Hohenbrunn, Alemania.
0-Xileno > 99%; Merck Schuchardt OHG; Hohenbrunn, Alemania.

Clorobenceno (Istd) =99.9%; Merck KGaA; Darmstadt, Alemania.




TABLA 5. Temperaturas empleadas para el analisis cromatografico de los
patrones y extractos de orina, obtenidas por las técnicas HS-SPME y S-HS.

PARAMETROS
Temperatura del inyector 250 °C (Split1:10)
Temperatura del FID 270°C
Programacion de temperatura 35 °C (5 min)@
de la columna 4 °C/min hasta 100 °C (5 min)@

10 °C/min hata 250 °C (8.7 min)

3.4 DETERMINACION DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LOS TIEMPOS DE
RETENCION ABSOLUTOS Y RELATIVOS, AREAS ABSOLUTAS Y
RELATIVAS.

A partir de reactivos grado analitico (Véase, Tabla 4) se preparé una solucién
“stock” (Véase Tabla 6) en metanol (99.9%; J. T. Baker; Phillipsburg, NJ, EE.UU)
y, luego, se realizaron diluciones para enriquecer las muestras de orina, cuya
concentracion estuviera en el rango de concentraciones de 5 a 521 ppb. Las

concentraciones de los hidrocarburos en las muestras de orina, utilizadas en la
técnica HS-SPME/HRGC/FID, se presentan en la Tabla 7; las condiciones

experimentales aparecen en el Numeral 3.5. Las concentraciones de los
hidrocarburos en las muestras de orina, utilizadas en la técnica SHS/HRGC/FID,
se presentan en la Tabla 8; las condiciones experimentales aparecen en el
Numeral 3.6. A cada uno de los viales, que contenian muestras de orina, se les
adiciond clorobenceno, como estandar interno (Istd), cuya concentracion final fue
33 pg/L.
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TABLA 6. Solucién stock de hidrocarburos disueltos en metanol.

Hidrocarburo Concentracion, mg/L Hidrocarburo Concentracion, mgiL

n-Hexano 990 Tolueno 1039
n-Heptano 1026 m-Xileno 1042
Ciclohexeno 1215 o-Xileno 968
Benceno 967 p-Xileno 1033
Etilbenceno 1039

TABLA 7. Concentraciones de los hidrocarburos en las muestras de orina,
utilizadas en la técnica HS-SPME/HRGC/FID.

Hidrocarburo Concentraciones de los hidrocarburos en las muestras de orina,

Ho/L
n-Hexano 5 10 25 50 74 99 297
n-Heptano 5 10 26 51 77 103 307
Ciclohexeno 6 12 30 61 91 121 364
Benceno 5 10 24 48 72 97 290
Etilbenceno 5 10 26 52 78 104 312
Tolueno 5 10 26 52 78 104 312
m-Xileno 5 10 26 52 78 104 312
0-Xileno 5 10 24 48 73 97 290
p-Xileno 5 9 24 47 71 98 284

Teniendo en cuenta la concentraciéon de los hidrocarburos en las muestras de

orina, se determinaron los tiempos de retencion, tg, tiempos de retencion relativos,
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trr, areas absolutas, A* y areas relativas, A*/Aista Y, Se evaluaron los siguientes
parametros estadisticos: promedio, desviacién estandar (s) y coeficientes de

variacion (%), para cada uno de los analitos de la Tabla 4.

3.5 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE EXTRACCION HS-SPME.

3.5.1 Descripcion de las condiciones experimentales de latécnica

La estandarizacion de los parametros de extraccién se llevdé a cabo utilizando
reactivos grado analitico (Aldrich, Merck y J.T. Baker) de cada uno de los BTEX's

e hidrocarburos alifaticos de interés.

TABLA 8. Concentraciones de los hidrocarburos en las muestras de orina,
utilizadas en la técnica S-HS/HRGC/FID.

Hidrocarburo  Concentraciones de los hidrocarburos en las muestras de orina,

Ho/L
n-Hexano 7 10 16 33 50 330 495
n-Heptano 7 10 17 34 51 257 513
Ciclohexeno 9 12 20 40 61 202 405
Benceno 7 10 16 32 48 322 483
Etilbenceno 7 10 17 35 52 260 512
Tolueno 7 10 17 36 52 260 520
m-Xileno 7 10 17 35 52 261 521
o-Xileno 7 10 16 32 48 242 484
p-Xileno 7 10 17 35 52 260 512



El n-tetradecano se agreg0 para estudiar el comportamiento de los compuestos de
alto peso molecular presentes en la orina y que, eventualmente, pudieran pasar a
la fase vapor. Los pardmetros de extraccidn se seleccionaron con base en la
naturaleza quimica de los analitos (polaridad, punto de ebullicion, peso molecular,
entre otras) y teniendo en cuenta las condiciones experimentales utilizadas en
trabajos anteriores [8-10, 22, 35, 36, 41-43].

En un vial color &mbar de 4 mL para SPME (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
EE.UU.) se vertieron 2 mL de orina con una pipeta volumétrica de 2 + 0.01 mL
(Brand; Wertheim, Alemania), luego, se adicionaron 0, 200, 400 6 600 mg de NaCl
(> 99.8%; Carlo Erba Reagenti; Rodano, Italia), dependiendo del % de sal
requerido; posteriormente, se adicionaron 20 ni de la solucién stock, con una
jeringa tipo Hamilton de 10 £+ 0.1 nlL (Supelco, Catalogo N° 20734, Bellefonte, PA,
EE.UU.). Inmediatamente se introdujo el magneto de agitacion (Brand, ref.
137108; Wertheim, Alemania) y se colocé la tapa del vial junto con un septum de
silicona blanca (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.). En la Tabla 9, se
presentan las especificaciones de algunos de los materiales empleados en los
Numerales 3.5 y 3.6.

En un vaso de precipitados de 50 mL (Schott Duran, Mainz, Alemania), lleno con
agua destilada, el vial sellado se sumergio parcialmente, utilizando unas pinzas de
tres ramas con nuez de sujecion (Brand, Wertheim, Alemania). El vaso de
precipitado estaba sobre una manta de calentamiento y agitacién (Schott, modelo
MR 1065; Mainz, Alemania).

A la fase vapor de la muestra de orina en el vial, se expuso una fibra de silice
fundida recubierta con PDMS de 100 nm de espesor (Supelco, catalogo N° 57310-
U; Bellefonte, PA, EE.UU.), durante 15 min a 22 °C, para la extraccion de los

hidrocarburos. Seguidamente, se realizo la desorcién de los compuestos



TABLA 9. Especificaciones del material de laboratorio descrito en el

Numeral 3.5

Material de ESPECIFICACIONES

laboratorio:

Septa Septa de silicona blanca recubiertas con teflon blanco para
viales de 15 mm x 45 mm; Ref. 5183-4464; Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.
Septa moldeadas de PTFE gris/ butilo negro, 20 mm, Ref.
9301-0976; Agilent Technologies, Palo Alto,CA, EE.UU.

Viales Viales de rosca, color ambar, para SPME de 4 mL, 15 x 45

mm. Ref. 5183-4450; Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
EE.UU.

Viales de fondo plano para espacio de cabeza, 20 mL, 23 x
75 mm. Ref. 5182-0837; Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, EE.UU.

Dispositivo para
SPME

Dispositivo para muestreo manual por SPME; Supelco,
Catélogo N° 57330-U; Bellefonte, PA, EE:UU.

Gases especiales

para GC

He, Ny, aire, Hp, pureza: 99.995%; AGA Fano S.A.,

Bucaramanga, Colombia.

Pinzas de tres
ramas con nuez de
sujecion

Balones aforados

Pinzas de tres ramas con nuez de sujecion, con dos brazos
de sujeciébn de ajuste independiente para posicionado
exacto del vial; Brand, Wertheim, Alemania.

2,5y 10 mL; Kimax; New Hyde Park, N. J., EE:UU.

Balanza analitica

Modelo AG285, exactitud + 0.01/0.1, Mettler Toledo,

Schwerzenbach, Suiza.

Encapsulador

Encapsulador manual de 20 mm, Ref. 9301-0720; Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.




absorbidos sobre la fibra, en el puerto de inyeccion del cromatégrafo de gases,
durante 10 min a 250 °C.

Todas las muestras de orina utilizadas para el estudio de los diferentes
parametros (agitacion, temperatura, tiempo de exposicion, pH y adicion de sal)
fueron suministrados por el autor, cada dos dias se renovaba la orina y se le
realizaba su respectivo blanco. No se le adicionaba ningun tipo de preservante.
Todos los andlisis de las muestras de orina enriquecidas se realizaron por

triplicado.

3.5.2 Estudio del efecto de agitacién sobre la eficiencia de la extraccion

Para la determinacion del efecto que tenia la agitacion sobre la eficiencia de
extraccion de los compuestos ya mencionados en las muestras de orina
enriguecidas, se probaron 2 formas, a saber: sin agitacion y con agitacion a 500
rpm, utilizando un magneto de forma cilindrica Brand, ref. 137108; Wertheim,
Alemania), completamente encapsulado en poli(tetrafluoroetileno), PTFE, de 10

mm de largo y 3 mm de diametro exterior.

Para todo los experimentos se utilizé la manta de agitacion-calentamiento descrita
en el Numeral 3.5.1 y el mismo magneto. El magneto se lavd con abundante agua
y jabon, proceso asistido por radiacion ultrasonica; luego, se introdujo dentro de un
microtubo coénico Brand, ref. 780500; Wertheim, Alemania) junto con 1 mL de
metanol y se agitd vigorosamente durante 5 min; posteriormente, se secl y se

sometio a calentamiento a 50 °C en una estufa durante 10 min.

3.5.3 Estudio del efecto del tiempo de exposicién de la fibra sobre la

eficiencia de la extraccion
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Para la determinacién del tiempo de exposicion de la fibra sobre la eficiencia de
extraccion se utilizaron tiempos de 2, 5, 10, 15y 30 min a 22 °C £+ 1 y con

agitacion a 500 rpm.

3.5.4 Estudio del efecto del pH y salting—out sobre la eficiencia de la

extraccién

Se determind el efecto del pH y de la adicion de sal (salting—out) sobre la
eficiencia de extraccion de los componentes volatiles de las muestras de orina,
enriquecidas con BTEX's e hidrocarburos alifaticos, de acuerdo con la
metodologia que se resume a continuacién: para estudiar el efecto de cambio de
pH sobre la eficiencia de la extraccion de los analitos, descritos en la Tabla 4, se
utilizaron soluciones de acido sulfurico, H,SOy4, (99.7%. J. T. Baker; Phillipsburg,
N.J., EE.UU.), 0.5 M, e hidroxido de sodio, NaOH, & 99%. Carlo Erba Reagenti;
Rodano, Italia), 0.5 M, para obtener muestras de orina a pH 2 y 12,
respectivamente. Para evaluar el efecto salting—out, se adicioné NaCl (> 99.8%;
Carlo Erba Reagenti; Rodano, Italia) a las muestras de orina enriquecidas hasta
lograr concentraciones de 10, 20y 30 % p/v.

3.5.5 Estudio del efecto de la temperatura del vial sobre la eficiencia de

extraccioén

Para determinar el efecto de la temperatura de calentamiento del vial sobre la
extraccion de los analitos en muestras de orina enriquecidas, se llevaron a cabo
pruebas a 22, 40 y 60 °C, con un tiempo fijo de exposicion de la fibra de 15 min.
Para este procedimiento, se utilizé el mismo sistema de agitacion y calentamiento,
descrito en el Numeral 3.5.2. Todo los analisis de las muestras de orina

enriquecidas se realizaron por triplicado.
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3.6 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE EXTRACCION S-HS.

3.6.1 Descripcién de las condiciones experimentales de la técnica

Se empled un automuestreador S-HS (Véase Figura 8), Headspace sampler HP
7694E (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EE.UU.), equipado con un carrusel
portamuestras y un loop de 1 mL. Las temperaturas empleadas para el termostato,
loopy linea de transferencia fueron 40, 60 y 80 °C, respectivamente.

La presurizacion del vial fue 18.5 psi; el nivel de la agitaciéon fue bajo. Los tiempos
utilizados en el automuestreador S-HS para el andlisis cromatografico de las
muestras de orina aparecen en la Tabla 10.

Todos los experimentos realizados por esta técnica se efectuaron de la siguiente
forma: En un vial para SHS de 20 mL Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
EE.UU.) se vertieron 3 6 6 mL de orina con una pipeta volumétrica de 1 + 0.01 mL
6 2 £ 0.01 mL (Brand; Wertheim, Alemania); luego, se adicionaron 0, 200, 400 6
600 mg de NaCl (99.8%; Carlo Erba Reagenti; Rodano, Italia), dependiendo del
porcentaje (p/v) de sal requerido; posteriormente, se adicionaron 120 niL de la
solucion stock, con la jeringa tipo Hamilton de 10.0 £ 0.1 nL e, inmediatamente, se
colocaron una tapa de aluminio con abertura circular en el centro junto con un
septum de butilo negro recubierto con teflén (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
EE.UU.).

Las tapas de aluminio (Industria Metalmecanica Charo Ltda, Bogota, Colombia) se
sellaron con un encapsulador manual ajustable (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, EE.UU.). Las fases vapor extraidas se analizaron por HRGC/FID, bajo las
condiciones operacionales descritas en el Numeral 3.3.



Linea de
transferencia

‘ t

F:__r:_._
i

Loop l
presurizado -
b I |

Panel de
control

Figura 8. Automuestreador Headspace sampler HP 7694E, unido al

cromatografo en linea.

Para obtener la sensibilidad y la reproducibilidad méas altas posible, se realizaron
ensayos de cada uno de los siguientes parametros operacionales: tiempo y
temperatura de termostatacion del vial, volumen de orina, efecto del pH y salting—

out.

TABLA 10. Tiempos utilizados en el automuestreador S-HS para el analisis

cromatografico de las muestras de orina.
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Tiempos Valores, min  Tiempos Valores, min

Agitacion 10 Termostatacion del vial 10
Presurizacion del vial 0.03 LLenado del loop 0.1
Inyeccion 0.5 Ciclo GC 50
Equilibrio del loop 0.1

3.6.2 Estudio de los efectos del tiempo y de la temperatura de termostacion

del vial sobre la eficiencia de extraccion.

Se ensayaron diferentes temperaturas, i.e. 40, 50 y 60 °C, para la termostatacion
del vial junto con los pardmetros de agitacion, presurizacion del vial y tiempos de

eventos, que aparecen en el Numeral 3.6.1.

Las temperaturas del loop y de la linea de transferencia fueron 20 y 40 °C, por
encima de la temperatura de termostatacion del vial, respectivamente; no se
utilizaron temperaturas de termostatacion del vial mas bajas puesto que el
automuestreador esta disefiado para trabajar a temperatura mayor de 40°C. La
temperatura de termostatacién del vial no se excedi6 60 °C, para evitar una

sobrepresurizacion del vial, a causa de la ebullicion del metanol.

3.6.3 Estudio del volumen de orina, efecto del pH y salting—out sobre la

eficiencia de extraccion.



Se probaron volumenes de orina dentro del vial de 3 y 6 mL. Para el estudio de los
efectos salting-out y de pH, se procedié de igual forma que se describe en el
Numeral 3.5.4.

3.7 OBTENCION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE LOS BTEX's E
HIDROCARBUROS ALIFATICOS Y DETERMINACION DE LOS NIVELES
MINIMOS DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION DEL METODO.

El nivel minimo de deteccién (MDL) y el nivel minimo de cuantificacion (MQL) de
las técnicas HS-SPME/HRGC/FID y S-HS/HRGC/FID se determinaron de la
siguiente forma: para HS-SPME/HRGC/FID se vertio 2 mL de orina en el vial de 4
mL, se adicionaron 200 mg de NaCl y 10 L de solucién metandlica, cada vez mas
diluida, con los hidrocarburos descritos en la Tabla 4, luego, a la fase vapor de la
muestra de orina en el vial, se expuso una fibra de silice fundida recubierta con
PDMS de 100 mm de espesor Supelco, Catalogo N° 57310-U; Bellefonte, PA,
EE.UU.), durante 15 min a 22 °C, para la extraccion de los hidrocarburos.
Seguidamente, se realizo la desorcion de los compuestos absorbidos sobre la fibra
en el puerto de inyeccion del cromatografo de gases, durante 10 min a 250 °C.
Para S-HS/HRGC/FID se verti6 6 mL de orina en el vial para S-HS de 20 mL, se
adicionaron 600 mg de NaCl y 10 niL de solucion metandlica cada vez mas diluida,
con los hidrocarburos descritos en la Tabla 4; se sell6 herméticamente y se coloco
en el carrusel del automuestreador S-HS, para calentamiento a 40 °C durante 10

min. Finalmente, se realizo el analisis HRGC/FID a la fase vapor de la muestra.

Se tom6 como limite de deteccién del método para cada compuesto, y cada una
de las dos técnicas, aquella concentracibn minima del analito en la muestra de
orina, que genere una sefial discernible en el cromatograma para sefal : ruido
(S/N) igual a 5; el nivel minimo de cuantificacion del método se fij6 como dos

veces el respectivo nivel minimo de deteccion.
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Para la cuantificacion de los hidrocarburos se realizaron curvas de calibracion con
la técnica HS-SPME/HRGC/FID, utilizando las muestras de orina enriquecidas,
gue se describen en la Tabla 7, y se obtuvieron la ecuaciones con intercepto

forzado al origen, similares a la presentada en laEcuacion 2.

A =m*C, (2)
Donde
A : Area del pico del analito patron;
Ci X Concentracion del analito patron en la muestra de orina;
m : Pendiente de la curva de calibraciéon

La linealidad de Ila técnica HS-SPME/HRGC/FID, en el intervalo de
concentraciones, que aparece en la Tabla 7, se establecio con base en los

coeficientes de correlacion de las curvas de calibracion.

3.8 TOMA DE MUESTRAS DE ORINA DE TRABAJADOES DE UNA FABRICA
DE CALZADO Y APLICACION DE UNA TECNICA DE EXTRACCION Y
ANALISIS PARA LA CUANTIFICACION DE BTEX's E HIDROCARBUROS
ALIFATICOS.

Solo se utilizé6 una de las dos técnicas de preparacion de muestras propuestas,
dependiendo de un analisis previo en cuanto a la reproducibilidad y, pricipalmente,
la eficiencia de extraccion, establecidas en experimentos previos con patrones.

Usando las mejores condiciones para la extraccion y la técnica selecionada, se
evaluo la presencia de hidrocarburos en muestras de orina de 12 trabajadores de
una fabrica del calzado de Bucaramanga. Los trabajadores, que suministraron sus
muestras de orina para el andlisis, eran todos de sexo masculino, no fumadores,
personas que no presentaran enfermedades de consideracion y que no hubieran

ingerido bebidas alcohdlicas durante los diez dias antes de la toma de muestra.
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La toma de la muestra se realiz6 un viernes al inicio (7:00 — 8:00 a.m.) y al término
de la jornada laboral (6:30 - 7:30 p.m.). Por comodidad de los trabajadores, las
muestras de orina se tomaron en vasos desechables de 300 mL, generalmente
usados para el espendio de gaseosas, su contenido inmediatamente se tranfirio a
viales S-HS de 20 mL, que se sellaron herméticamente, se envolvieron en papel
aluminio para proteger las muestras de la luz, y se mantuvieron en un congelador
de una nevera (Centrales, Medellin, Colombia) a £ 2 °C. A los viales y vasos se le
realizé el blanco respectivo previo al muestreo. El andlisis de muestras se realizd

durante los cuatro dias posteriores al muestreo.

3.9 MEDICION DE LA CONCENTRACION DE BTEX's E HIDROCARBUROS
ALIFATICOS EN EL AIRE, AL INTERIOR DE LA FABRICA DE CALZADO.

Para la determinacion de los niveles minimos de deteccién de los BTEX's e
hidrocarburos alifaticos, se utilizé un bolsa para muestreo de gases, de teflon, de 3
L, Tedlar (Apex Instruments, Holly Springs, NC, EE.UU.) la cual se llené con aire
sintético cero (20.5% de O, 2.0 ppm de humedad; Aga Fano, Bucaramanga,
Colombia), usando un sistema de muestreo (Véase Figura 9) M18 VacBag
Sampler System, SK-M180 (Apex Instruments, Holly Springs, NC, EE.UU.),
recomendado por la EPA, para el estudio de VOC's en aire (EPA, Métedo 18), el
cual estd conectado a una bomba para muestreo de gases TBP-102 (Apex
Instruments, Holly Springs, NC, EE.UU.), que, a su vez, esta equipado con

rotametro, flujbmetro y cronémetro, debidamente calibrados.



Flujémetro

Rotametro

Cronémetro

Sistema_de muestreo M18
VacBag Sampler System

En la bolsa, llena de aire, se inyectaron alicuotas de 10 nlL de soluciones
metandlicas de la mezcla de hidrocarburos descritos en la Tabla 4 (Véase Figura
10), cada vez mas diluidas para obtener concentraciones en aire inferiores a 50
ppbv de cada uno de los compuetos; posteriormente, se expuso dentro de la bolsa
una fibra de silice fundida recubierta con PDMS de 100 nm de espesor (Supelco,
Catalogo N° 57310-U; Bellefonte, PA, EE.UU.), durante 15 min a 22 °C, para la
extraccion de los hidrocarburos (Véase Figura 11). Seguidamente, se realizé la

desorcion de los compuestos absorbidos sobre la fibra en el puerto de inyeccion



Figura 11. Exposicién de la fibra de PDMS (100 nm) al contenido de la bolsa
Tedlar.



del cromatografo de gases, descrito en el Numeral 3.3, durante 10 min a 250 °C.
Con las concentraciones de los hidrocarburos dentro de la bolsa de aire, con las
cuales se obtuvieron relaciones sefial/ruido (S/N) en el cromatograma de
aproximadamente 5, se establecieron los niveles minimos de deteccion de cada

compuesto.

Para la cuantificacion de los hidrocarburos en el aire, al interior de la fabrica, se
realizaron curvas de calibraciéon con la técnica HS-SPME/HRGC/FID, utilizando
una bolsa Tedlar llena de aire, a la cual se le adicion6 una alicuota de una
solucién metandlica con la mezcla de hidrocarburos, descritos en la Tabla 4; para
obtener un rango de concentraciones de 1 a 50 ppbv en el aire contenido en la

bolsa.

El muestreo se hizo dos veces (muestreos Ay B), en forma similar, en los sectores
del a fabrica donde se estaban usando pegamentos y limpiadores (Véase Figura
12). La unica diferencia entre los dos muestreos fue la trayectoria realizada con la
sonda. Para las dos muestreos el extremo de la sonda se colocaba en el aire, que
estuviera a una distancia mayor de 50 cm de los recipientes que contenian los
pegamentos (A) y en la zona de respiracion de los trabajadores (espacio
circundante al olfato) (B). El flujo de aire durante el muestreo se mantuvo a 500

mL/min.



Figura 12. Muestreos de aire al interior de la fabrica de calzado en: El aire
alejado de los recipientes de pegamento (A) y Zona de respiracion de los

trabajadores (B).
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4 ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 REALIZACION DE LA ENCUESTA A LOS TRABAJADORES QUE
LABORAN EN LA MANUFACTURA DEL CALZADO.

Los resultados de la encuesta realizada a los 12 trabajadores (Véase Anexo 1),
que suministraron las muestras de orina, mostraron, que la mayoria de ellos
padecen con frecuencia dolores de cabeza, estrés, debilidad, depresion y dolor de
0jos en las horas de la tarde; ninguno utiliza mascara de respiracion; el salario
depende directamente del numero de zapatos terminados; el nivel de
alfabetizacion es muy bajo y algunos de ellos antes eran los llamados “habitantes
de la calle “. El pricipal pegamento utilizado fue el “PC-2000”. Durante la jornada
laboral, los trabajadores tienen dos descansos de 20 min cada uno, uno en la

mafiana y otro en la tarde.

4.2 ANALISIS DEL PEGANTE “PC-2000" POR HS-SPME/GC-MS.

En el Anexo 2.1 aparecen los compuestos identificados en la fase vapor del
pegante “PC-2000", su cantidad relativa (%), y los espectros de masas de las
sustancias mayoritarias (total, ca. 88%). Los componentes mas abundantes
fueron tolueno (53.6 %), 2-metil-pentano (9.6 %), n-hexano + acetato de etilo (8.2
%), 3-metil-pentano (6.2 %) y 2-metil-hexano + 2,3-dimetil-pentano (6.2 %). La
cantidad relativa del n-heptano fue del 1 %. El etilbenceno y los tres isomeros del
xileno se encontraron en el headspace a nivel de trazas; mientras que, el benceno
y el ciclohexeno no fueron detectados en la fase vapor de la muestra bajo estudio.
La corriente ionica total reconstruida (cromatograma) de la fase vapor del pegante
“PC-2000", obterida por HS-SPME/GC-MS, se presenta en el Anexo 2.2.



4.3 SISTEMA DE DETECCION CROMATOGRAFICO GC-FID.

Utilizando los parametros operacionales e instrumentales descritos en el Numeral
3.3 de la Parte Experimental, para HRGC-FID, se obtuvo el perfil cromatografico
tipico de los BTEX's e hidrocarburos alifaticos usados en la estandarizacion de las
condiciones de extraccion, por las técnicas S-HS y HS-SPME, que aparece en la
Figura 13. Aunque el clorobenceno eluye después de los analitos estudiados,
debido a su estructura muy similar a la de los BTEX's, se consideré adecuado su

uso como estandar interno (Istd).

4.4 DETERMINACION DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LOS TIEMPOS DE
RETENCION ABSOLUTOS Y RELATIVOS, AREAS ABSOLUTAS Y
RELATIVAS.

Los coeficientes de variacion (CV) para las areas absolutas y relativas de los picos
cromatograficos no superaron el 10 %, lo cual es aceptado de acuerdo con lo
estipulado por las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP), de igual forma, se
estimaron estos valores para los tr y l0s trg, l0S cuales no superaron el 2 %. En
las Tablas 11-14 se presentan los resultados obtenidos para el tolueno; para otros
hidrocarburos, los respectivos valores aparecen en los Anexos 3- 6. Se
calcularon las areas para cada uno de los compuestos en forma individual, y no
como hidrocarburos totales, puesto que desde el punto de vista toxicolégico cada

uno de estos compuestos presenta un comportamiento diferente.
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Figura 13. Perfil cromatografico tipico de los BTEX's e hidrocarburos alifaticos usados en la
estandarizacion de las condiciones de extracciéon, por las técnicas S-HS y HS-SPME. 1- n-hexano; 2-

Benceno; 3- Ciclohexeno; 4- Metanol; 5- n-Heptano; 6- Tolueno; 7- Etilbenceno; 8- p-Xileno; 9- m-Xileno; 10-
o-Xileno; 11- Clorobenceno (Istd).
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TABLA 11. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos para el tolueno,
aislado por S-HS ( Istd = clorobenceno).

Concentracion, g min g, Min for S CV, %

ppb (n =3) (n =3) (n =3) ts T trr ts tica trr
10 19,3 27.8 0,692 0.15569 0.00037 0,00137 0,8 0.001 0,2
17 19,15 27.7 0,692 0.06300 0.48908 0,00031 0,3 1.8 0,05
36 19,1 27.6 0,691 0.11059 0.10621 0,00138 0,6 04 0,2
52 19,1 27.6 0,691 0.11865 0.11752 0,00135 0,6 0.4 0,2
260 19,1 27.6 0,692 0.10886 0.10941 0,00120 0,6 0.4 0,2
520 19,2 27.7 0,692 0.36071 0.42062 0,00257 20 15 0,4

TABLA 12. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencién absolutos y relativos para el tolueno,
aislado por HS-SPME ( Istd = clorobenceno).

Concentracion,  ty min  t.g, Min fox S CV, %
ppb (n =3) (n =3) n=3) g o trr ty Uisia trr
10 19.06 2738 0,6889 004 000037 0,00049 0.2 0.001 0,05
26 19.07 21.7 0,6890 009 048908 0,00044 05 1.8 0,1
52 19.09 276 0,6890 001 010621  0,00069 0.06 0.4 0,04
78 19.08 276 0,6686 005 011752 0,00016 02 0.4 0,04
104 19.08 276 0,6891 009 010941  0,00058 05 0.4 0,09

312 18.98 27.7 0,6887 0.08 0.42062  0,00041 04 15 0,09
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TABLA 13. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatogréaficas paratolueno, aislado por S-HS (Istd =
clorobenceno).

Concentracion, Areas s CV. %
ppb — — E— — — E— — — E—
Ai(n=3) Agg (=3 Ai/AIstd A, A st Ai/AIstd A A st Ai/AIstd
10 320 3840 0,084 22 97 0,0057 7.0 25 7.0
17 1060 3910 0,27 61 57 0,0157 6.0 15 6.0
36 2530 3890 0,65 49 58 0,0217 2.0 15 3.0
52 4140 3840 1,078 72 95 0,0084 2.0 25 1.0
260 22500 3760 5,99 204 68 0,0591 1.0 1.8 1.0
520 37100 3830 9,7 668 73 0,3427 20 1.9 4.0

TABLA 14. Estudio de lareproducibilidad de areas cromatogréaficas paratolueno, aislado por HS-SPME ( Istd
= clorobenceno).

Concentracion, Areas s CV. %
ppb — — S— — — S— — — S—
A (n=3) Ag (N=3) Ai/AIstd A, A s Ai/AIstd A A s Ai/AIstd
10 530 3907 0.136 16 57 0.003 3.0 15 2.0
26 2650 3892 0.678 15 58 0.009 1.0 1.5 1.0
52 5763 3842 1.48 147 95 0.060 3.0 2.5 4.0
78 7811 3757 2.03 221 68 0.013 3.0 1.8 1.0
104 9625 3832 2.56 235 73 0.042 2.0 1.9 2.0

312 32798 3532 8.6 820 100 0.374 3.0 2.8 4.0
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4.5 ESTANDARIZACION DE LAS TECNICAS DE EXTRACCION HS-SPME Y
S-HS.

Siguiendo el procedimiento descrito en los Numerales 3.5 y 3.7 de la Parte
Experimental, se obtuvieron las condiciones de analisis bajo las cuales se
presentaba la eficiencia de extraccion mas alta, para las técnicas HS-SPME y S-
HS. En las Tablas 15 y 16 se presentan los resultados para el tolueno y los
isbmeros m-, o-y p- xilenos, obtenidos para las técnicas S-HS y HS-SPME,
respectivamente, en las Figuras 14-25 se presentan en forma gréfica los valores
de las Tablas 15y 16; para el resto de hidrocarburos los resultados se reportan en
los Anexos 7y 8.

En la Tabla 17 aparecen las condiciones experimentales bajo las cuales se
obtuvieron, en promedio, las mejores eficiencias de extraccion para las técnicas S-
HS y HS-SPME.

Se encontré que la “mejor” temperatura de extraccion fue la mas baja de las 3
estudiadas; la explicacion a lo anterior yace en que los BTEX's e hidrocarburos
alifaticos estudiados presentan un alto coeficiente de particion fase-gas/fase-
acuosa [48] ( para el tolueno, por ejemplo, el coeficiente de particion orina/ aire, K,
es de 3.3 £ 0.9 [11]), que les permite pasar a la fase vapor, facilmente, para luego
ser absorbidos por la fibra, sin embargo, con el aumento de la temperatura, el
coeficiente de particion fase-vapor/fibra también aumenta, y, por lo tanto, ocurre

mas facilmente la desorcidon de los analotos de la fibra.

Ademas, cuando se expone la fibra por un determinado tiempo, los compuestos
volatiles se desplazan por los menos volatiles de mayor K. Algunos compuestos
menos volétiles presentes en la orina pueden pasar con el tiempo a la fase vapor y
competir con los analitos de interés. Lo anterior se demuestra con el incremento

del area cromatografica para el n-tetradecano (Véase Anexos 8.3.6 y 8.3.8); a
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medida que se aumenta la temperatura o el tiempo de exposicion de la fibra un

mayor numero de moléculas de n-tetradecano pasa a la fase vapor y, luego, a la

fibra.

TABLA 15. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del tolueno y o-
xileno, bajo diferentes condiciones.

Compuesto Tolueno o-Xileno
Parametro Area s CV, % Area s CV, %
Volumen de 3 1250E+06  8,214E+04 7 1070E+06  9,163E+04 9
orina, mL
6  2,140E+06  4,182E+04 2 1,680E+06  4,208E+04 3
10  3,270E+06  8,300E+04 3 2,770E+06  3,359E+04 1
Tiempo de 2,400E+06 1,765E+05 7
termostatacion 20  2,800E+06  1,490E+05 5
del vial, min 30 2.870E+06 3,638E+04 1 2,400E+06 8,200E+04 3
40 3.270E406  8.300E+04 3 2,770E+06  3,359E+04 1
Temperaturade 50  2500E+06  1,485E+05 6 2,200E+06  1,163E+05 5
termostatacion
del vial, °C 60 2,110E+06  6,951E+04 3 1660E+06  4,088E+04 2
2 2,850E+06  9,615E+04 3 25208406 9018E+04 4
7 3.270E+06  8,300E+04 3 2,770E+06  3,359E+04 1
pH de la orina
12 2800E406  1696E+05 6 1,600E+06 1,179E+05 7
0  3,270E+06  8,300E+04 3 2770E+06  3,:350E+04 !
Adicion de sal
(% de NaCI) 20 3,460E+06 6,422E+04 2 2,870E+06 6,654E+04 2
30 3200E+06  1.207E+05 4 2,600E+06 1,032E+05 4
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TABLA 16. Estudio de la eficiencia de extraccién por HS-SPME (PDMS 100
nm) del tolueno y (m- + p-) xilenos, modificando las condiciones de
extraccion.

Compuesto Tolueno (m- + p-) Xilenos

Parametro Area [ CV, % Area S CV, %
2 8,900E+05 3,559E+04 4 4,200E+06  1,262E+05 3

pH de la orina 7 9,800E+05  4,977E+04 5 5,000E+06  1,455E+05 3
12 g§,900E+05 2,663E+04 3 4,400E+06  2,144E+05 5
22 9,800E+05 4,977E+04 5 5,000E+06  1,455E+05 3

Temperatura

del vial (°C) 40  9,900E+05  4,721E+04 5 5,100E+06  2,040E+05 4
60  9,400E+05 1,889E+04 2 4,300E+06  1,303E+05 3

0 9,800E+05 4,977E+04 5 5,000E+06  1,455E+05 3

Adicién de sal

(NaCl, % P/V) 10  9,900E+05 2 864E+04 3 4500E+06  2,473E+05 5
20  1,200E+06 4,369E+04 4 4,700E+06  1,976E+05 4
30  1,070E+06 5,800E+04 5 3,500E+06  2,269E+05 6
2 9,500E+05 1,950E+04 2 4,320E+06  8,655E+04 2

Tiempo de 5  8900E+05  1,842E+04 2 4,300E+06  1,120E+05 3

exposicion de

la fibra, min 10  9,900E+05  3,699E+04 4 4,900E+06  2,869E+05 6
15 9,800E+05 4,977E+04 5 5,000E+06  1,455E+05 3
30  9,200E+05  4,895E+04 5 4,900E+06  2,110E+05 4
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Figura 14. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del tolueno y o-
xileno, bajo diferentes tiempos de termostatacion del vial.
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Figura 15. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del tolueno y o-
xileno, bajo diferentes temperaturas de termostatacion del vial.
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Figura 16. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del tolueno y o-
xileno, a diferentes pH.
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Figura 17. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del tolueno y o-
xileno, con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.
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Figura 18. Estudio de la eficiencia de extraccion del tolueno, aislado por HS-

SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes pH.
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Figura 19. Estudio de la eficiencia de extraccion del tolueno, aislado por HS-
SPME (PDMS, 100 nm), bajo diferentes temperaturas del vial.
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Figura 20. Estudio de la eficiencia de extraccién del tolueno, aislado por HS-
SPME (PDMS, 100 mm), con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.
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Figura 21. Estudio de la eficiencia de extraccion del tolueno, aislado por HS-
SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes tiempos de exposicion de la fibra.
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Figura 22. Estudio de la eficiencia de extraccion de (p- + m-) xilenos, aislados
por HS-SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes pH.
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Figura 23. Estudio de la eficiencia de extraccion de (p- + m-) xilenos, aislados
por HS-SPME (PDMS, 100 mm), bajo diferentes temperaturas del vial.
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Figura 24. Estudio de la eficiencia de extraccion de (- + m-) xilenos,
aislados por HS-SPME (PDMS, 100 mm), con diferentes % (p/v) de sal (NaCl)
anadida.
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Figura 25. Estudio de la eficiencia de extraccion de (p- + m-) xilenos,
aislados por HS-SPME (PDMS, 100 mm), a diferentes tiempos de exposicion

de lafibra.
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TABLA 17. Condiciones de extraccién de los hidrocarburos alifaticos y
BTEX's por las técnicas S-HS y HS-SPME.

S-HS HS-SPME
Parametros Estudiados Seleccionados| Parametros Estudiados Seleccionados
Tiempo de 10, 20, 30 10 Tiempo de 2,5, 10, 15, 15
termostatacion exposicion de 30
del vial (min) la fibra (min)
Temperatura 40, 50, 60 40 Temperatura 22,40, 60 22
del vial ,°C del vial ,°C
pHdelaorina 2,7, 12 7 pH de la orina 2,7,12 7
Adicion de sal 0,10, 20, 10 Adicién de sal 0,10, 20, 30 10
(NaCl, p/v %) 30 (NaCl, p/v %)
Volumen 3,6 6 Volumen 2 2
de muestra de muestra
(mL) (mL)

También se encontrd, que la adicion de NaCl (p/v 10%) incrementd la eficiencia de
extraccion de los hidrocarburos. La explicacion a lo anterior, sin ser demostrada en
forma experimental, puede estar en que con el aumento de fuerza iénica de la
orina, el radio de la esfera de solvatacion de los analitos disminuye y, por
consiguiente, se facilita la migracion de éstos de la fase condensada a la fase

vapor.

4.6 OBTENCION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE LOS BTEX's E
HIDROCARBUROS ALIFATICOS Y DETERMINACION DE LOS NIVELES
MINIMOS DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION DEL METODO.

En la Tabla 18 se presentan los niveles minimos de deteccién del método para los

hidrocarburos, aislados en muestras de orina por S-HS y HS-SPME y analizados
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por HRGC-FID, utilizando las mejores condiciones de extraccion. Los niveles
minimos se establecieron para una concentracion de analito cuya relacidén
sefal/ruido en el respectivo cromatograma obtenido fuera igual a 5. Se encontr6
gue, en general, para los BTEX's la técnica HS-SPME/HRGC/FID presenté limites
de deteccion mas bajos, debido al proceso de extraccidbn y concentracion
simultdneas, en comparacion con la técnica S-HS/HRGC/FID, donde no ocurre el

enriguecimiento de extracto con analitos.

TABLA 18. Niveles minimos de deteccion del método (ug/L), de los
hidrocarburos presentes en muestras de orina obtenidos por S-HS/GC/FID y
HS-SPME/GCI/FID.

Compuesto ¢ iq HS-SPME  Compuesto ~ S-HS  HS-SPME
n-Hexano 4.9 3.9 Etilbenceno 4.2 0.52
n-Heptano 10.3 10.3 p-Xileno 4.1 13

Ciclohexeno 8.5 3.0 m-Xileno 4.2 0.52

Benceno 6.8 24 0-Xileno 6.8 14
Tolueno 4.2 2.6

Usando la técnica HS-SPME/HRGC/FID se lograron obtener los limites de
deteccion para BTEX's mas bajos, en comparacion con los de hidrocarburos
alifaticos. Lo anterior se debe a que los BTEX's presentan un potencial de
ionizacion menor que los hidrocarburos alifaticos, y, por consiguiente, las
particulas de estos compuestos que se forman en el FID tienen una menor funcion
de trabajo y, por tanto, generan una sefial mayor para la misma cantidad de

moléculas.
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Con el fin de comparar los niveles de deteccion obtenidos, en la Tabla 19 se
presentan los niveles minimos de deteccion obtenidos por otros investigadores,
quienes usaron métodos headspace dinamico y cromatdgrafos equipados con
inyectores para purga y trampa [3] e inyectores de trampa de enfriamiento-
desorcién térmica [18]; tambien se uséO la técnica HS-SPME pero con detector
selectivo de masas (MSD) [10, 28].

TABLA 19. Limites de deteccién en la determinacion de BTEX's en orina,
obtenidos por los investigadores [3, 10, 18, 28], utilizando sistemas
analiticos similares.

Limite de deteccion (ng/L, ppt)

Analito
10 mL de orina, 20 mL de orina, 2 mL de orina, 2 mL de orina,
(HS-dindmico)- (HS-dindmico)- HS-SPME/GC- HS-SPME/GC-
GC/FID [3] GC/FID [18] MS [10] MS [28]
Benceno 25 15 5 25
Tolueno 15 8 5 34
Etilbenceno 35 11 10 12
(m-+p-) 26 50 10 23
Xilenos
o-Xileno 30 20 10 15

Si se tiene en cuenta el volumen de orina empleado y el aumento del costo por
muestra con los equipos utilizados por otros investigadores [3, 10, 18, 28], se
puede afirmar, que los niveles minimos de deteccién que se obtuvieron en el
presente estudio son aceptables para los propdsitos con los cuales se implementé

el método.
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Teniendo en cuenta, que de técnica HS-SPME/HRGC/FID presentd niveles
minimos de deteccidn mas bajos para la mayoria de compuestos y que, algunos
analitos presentes en las muestras de orina reales no son detectados por la
técnica S-HS, se decidio realizar curva de calibracion soélo para la técnica HS-
SPME/HRGC/FID, usando la Ecuacion 2 (Véase Tabla 20).

TABLA 20. Curva de calibracion (ecuacién) para los hidrocarburos bajo
estudio, empleada para su cuantificacién por latécnica HS-SPME/HRGC/FID.

Hidrocarburos m (n = 3) R?

n-Hexano 39 0.9974
n-Heptano 29 0.9997
Ciclohexeno 65 0.9983
Benceno 112 0.9994
Etilbenceno 227 0.9997
Tolueno 104 0.9992
m-Xileno 235 0.9997
o-Xileno 216 0.9980
p-Xileno 225 0.9994

La linealidad de la técnica analitica seleccionada se establecio con base en el
coeficiente de correlacién (R?) de la curva de calibracién para cada uno de los

compuestos.
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4.7 APLICACION DE HS-SPME/HRGC/FID PARA LA CUANTIFICACION DE
BTEX's E HIDROCARBUROS ALIFATICOS EN MUESTRAS DE ORINA DE
TRABAJADOES QUE LABORAN EN LA MANUFACTURA DEL CALZADO.

Un perfil cromatografico tipico de los compuestos presentes en la fase vapor de
una muestra de orina de un trabajador de una fabrica de calzado, aislados por HS -
SPME y analizados por HRGC-FID, aparece en la Figura 26. Los cromatogramas

obtenidos de los blancos del solvente (metanol) y HS-SPME/HRGC/FID de la
muestra blanco, se presentan en el Anexo 9.

En la Tabla 21 se registran las concentraciones de tolueno, etilbenceno y m-xileno
(ug/L) en muestras de orina de trabajadores de una fabrica de calzado. La
cuantificacion se realizé por la técnica HS-SPME/HRGC/FID. Se observa, que el
tolueno es el hidrocarburo presente en mayor cantidad en las muestras de orina y
gue su concentracion se incrementa de 2 a 3 veces al término de la jornada
laboral. Lo anterior sugiere también la necesidad de un estudio epidemiologico
mas profundo en los trabajadores sobre patrones de esterilidad, puesto que de
acuerdo con lo publicado por Xiao y colaboradores [49], existe una relacion directa
entre la cantidad de esta sustancia presente en el semen y el tiempo de su

licuefaccion, que afecta la motilidad espermatica.

En el caso de n-hexano, sélo en las muestras de orina de los voluntarios 3, 5y 10
aparece este compuesto al término de la jornada laboral, en concentracion entre
los niveles minimos de deteccion y de cuantificacion. El benceno, o-xileno, n-
heptano y ciclohexeno no se encontraron por encima de sus niveles minimos de

deteccion.
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Figura 26. Perfil cromatogréfico tipico de los compuestos presentes en la fase vapor de una muestra de
orina de un trabajador de la fabrica de calzado bajo estudio, aislados por HS-SPME y analizados por HRGC-
FID, utilizando una columna capilar HP-FFAP [Poli(etilenglicol) ligado y entrecruzado, modificado] de 50 m x

0.32 mm (d.i.) x 0.52mm (f.e.).
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TABLA 21. Concentracion (ug/L) de tolueno, etilbenceno y m-xileno en muestras de orina de trabajadores de

una fabrica de calzado, aislados y cuantificados por HS-SPME/HRGC/FID.

Compuesto Tolueno, ug/L Etilbenceno, ug/L m-Xileno, pg/L
(Promedio £ s) (Promedio % s) (Promedio £ s)

Voluntario 8: 00 a.m. 6:30 p.m. 8: 00 a.m. 6:30 p.m. 8: 00 a.m. 6:30 p.m.
1 15.6 == 0.8 41.0+0.5 <05 <1.0 <05 2.05 +0.09
2 19.6 = 0.7 68 +4 20x+0.1 1.42=40.02 <05 2540.2
3 15.1 + 0.4 717 1.28 = 0.02 <10 1.17 =0.09 15=+0.1
4 171 35.7 0.7 1.5+ 0.1 1.09 +0.03 <10 1.66 = 0.07
5 11.0 = 0.8 56 + 6 <05 1.10 #0.08 <10 1.8 +0.1
6 17x+1 170 =17 <0.5 <1.0 <1.0 <1.0
7 34x2 183 =1 1.3 0.1 <1.0 <1.0 <1.0
8 25+ 1 615 1.06 == 0.06 <1.0 27=+0.2 1.65 +0.09
9 21+ 1 65 +4 <1.0 <10 <05 1.29 +0.01
10 14.4 = 0.3 40+ 4 <10 <10 <05 1.8 +0.2
11 20.7 = 0.5 80 =7 <1.0 1.3+0.1 <10 3.4=+0.3
12 27+ 1 93.0 0.2 <1.0 1.3+=0.1 1.2+0.1 2140.2
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Estos resultados no se pueden comparar con los indices de exposicion biologica
(BEI's) establecidos por la American Conference of Governmental Industrial

Hygienists [1], puesto que para los compuestos utilizados en el presente estudio,
los BEI's reportados en la literatura, corresponden a sus metabolitos (Véase Tabla

22). Para el n-heptano y ciclohexeno no se han reportado BEI.

TABLA 22. BEI's para algunos hidrocarburos en muestras de orina [1].

Hidrocarburo  Metabolitos utilizado como BEI Concentracion en la orina
n-Hexano 2,5-Hexanodiona 0.4 mg/L
Benceno Acido S-fenilmercapturico 25 g/g creatinina
Benceno Acido trans, trans-muconico 500 g/g creatinina
Etilbenceno Acido mandélico 1.5 g/g creatinina
Xilenos Acido metilhipurico 1.5 g/g creatinina

4.8 MEDICION DE LA CONCENTRACION DE BTEX's E HIDROCARBUROS
ALIFATICOS EN EL AIRE, AL INTERIOR DE LA FABRICA DE CALZADO.

Siguiendo la metodologia descrita en el Numeral 3.9 se realiz6 una curva de
calibracion para la cuantificacion y la determinacion de los niveles minimos de
deteccion de los analitos hidrocarbonados en aire. Los resultados se presentan en
el Anexo 10. Las concentraciones de los compuestos estudiados se registran en
la Tabla 23. Se observd una notable diferencia entre los muestreos A y B, aunque
se realizaron en forma similar, principalmente, para el tolueno, lo cual es aceptable
si se tiene en cuenta que los desplazamientos con la sonda al interior de la fabrica
no fueron idénticos. Los compuestos bajo estudio presentes en mayor
concentracion fueron n-hexano y tolueno, lo cual coincide con los compuestos
mayoritarios encontrados en la fase vapor del pegante “PC-2000" (53.8 % para
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tolueno y 8.2 % para n-hexano + acetato de etilo). El benceno, ciclohexeno y n-

heptano no se encontraron por encima de los niveles minimos de deteccion.

TABLA 23. Concentracion de BTEX's y n-hexano en el aire al interior de la

fabrica de calzado.

Muestreo A Muestreo B

Compuestos  Concentracion, S CV,% Concentracion, s CV, %

ppmv (n = 2) ppmv (n = 2)
n-Hexano 33 2,157 7 29,1 0,467 2
Tolueno 23 1,332 6 134 0,322 2
Etilbenceno 0,665 0,005 0,8 0,77 0,013 2
(p- +m-)
Xilenos 0,623 0,008 1 0,920 0,005 0,5
o-Xileno 0,477 0,004 08 0,534 0,006 1

En la Tabla 24 se presentan comparaciones de los resultados de los muestreos en
aire realizados en el presente estudio con los reportados por Prieto y
colaboradores [38] y con los valores maximos permitidos [27]; en la segunda

columna aparecen los niveles minimos de deteccién de los BTEX's, n-hexano, n-
heptano y ciclohexeno en aire determinados en el presente estudio. La

metodologia utilizada por Prieto y colaboradores aparece en el Numeral 2.2.4.1.

En el estudio por Prieto y colaboradores [38] no se reportd la composicion de los

pegamentos utilizados al interior de la fabrica de calzado; sin embargo, al

comparar los resultados presentados en la Tabla 24 se encuentra una
concordacia entre las concentraciones de tolueno y n-hexano en el aire al interior

de la fabrica de calzado de Espafa y la de Bucaramanga.
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TABLA 24. Niveles minimos de deteccion de BTEX's, n-hexano, n-heptano 'y
ciclohexeno en aire y sus concentraciones, determinadas en el aire al
interior de lafabrica de calzado.

NMD  Muestreo A Muestreo B.  Ref. [38] Valor maximo

Compuesto (mg/m%  (mg/m?) (mg/m?) (mg/m®  permitido [27]
(mg/m?)

n-Hexano 2 117 102 113 176
Benceno 1 <1 <1 * 32
n-Heptano 2 <2 <2 24 1640
Ciclohexeno 3 <3 <3 * 1015
Tolueno 2 88 51 80 188
Etilbenceno 2 3 3 * 434
Xilenos 1 7 10 * 434

* No reportado
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5. CONCLUSIONES

Los siguientes son componentes mayoritarios determinados por HS-
SPME/HRGC-MSD, en la fase vapor del pegante “PC-2000” (el mas
utilizado en la fabrica) : tolueno (53.6 %), 2-metil-pentano (9.6 %), n-hexano
+ acetato de etilo (8.2 %), 3-metil-pentano (6.2 %) y 2-metil-hexano + 2,3-
dimetil-pentano (6.2 %). La cantidad relativa del n-heptano fue del 1 %, el
etilbenceno y los xilenos se encontraron en la fase vapor del pegante a
nivel de trazas, el benceno y el ciclohexeno no fueron detectados bajo las

condiciones experimentales empleadas.

El analisis por S-HS/HRGC-FID de n-hexano, n-heptano, ciclohexeno y los
BTEX's en muestras de orina, mostro alta reproducibilidad de los tiempos
de retencion, tg (CV = 0.05 — 2 %), trr (CV = 0.05 - 1 %) y de las areas, A;
(CV=1-8%), Al Asta (CV = 0.3 - 9 %), valores que se encuentran dentro
de los parametros recomendados por las Buenas Préacticas de Laboratorio
para las técnicas cromatograficas. Para la técnica HS-SPME/HRGC-FID se
obtuvieron valores de CV (%) similares, a saber: tg (0.03 — 1), trr (0.02 —
0.7), Ai(0.1 - 7) y A/ Asq (0.2 - 9).

Se implementaron las técnicas de extraccion SHS y HS-SPME para la
determinacion de n-hexano, n-heptano, ciclohexeno y los BTEX's en
muestras de orina. Las condiciones establecidas para S-HS con las cuales,
en promedio, se obtuvieron las eficiencias de extraccion mas altas, fueron:
10 min de termostatacion del vial a 40 °C; adicidon de sal al 10 % (p/v); pH
de la orina : 7. Para HS-SPME se utilizdé un tiempo de exposicion de la fibra
de 15 min a 22 °C, con la adicion de sal al 10 % (p/v) y manteniendo el pH
de la orinaiigual a 7.
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Las 2 técnicas empleadas en este estudio, i.e. SHS y HS-SPME/HRGC -
FID, fueron apropiadas analiticamente para la determinacion de
hidrocarburos alifaticos y aromaticos en muestras de orina, sin embargo,
HS-SPME/HRGC-FID present6 limites de deteccion en un rango de
concentraciones mas bajo para el ciclohexeno y los BTEX's (0.5 - 3.0 pg/L)
en comparacion con la técnica S-HS/HRGC-FID (4.1 - 8.5 ug/L).

Se establecid la linealidad del método HS-SPME/HRGC-FID para la
determinacion de n-hexano, n-heptano, ciclohexeno y los BTEX's en
muestras de orina en el intervalo de concentraciones ca. 5 - 300 ug/L; los

coeficientes de correlacion (R?) fueron mayores de 0.997.

La concentracion de tolueno en las muestras de orina de los 12
trabajadores de la fabrica de calzado varié al inicio y al término de la
jornada laboral en el rango de 11 a 34 pg/L y de 36 a 183 gL,
respectivamente. La concentracion mas alta de etilbenceno en orina fue 2
pg/L, para los xilenos 3.4 pg/L; los demas analitos de interés no se

encontraron por encima de los niveles minimos de deteccion.

Se implementd y aplicO una metodologia, consistente en un sistema de
muestreo de aire M18 VacBag Sampler System y su posterior analisis por
HS-SPME/HRGC-FID, para la determinacion de BTEX's, n-hexano, n-
heptano y ciclohexeno en el aire al interior de una fabrica de calzado de
Bucaramanga. El n-hexano (102 - 117 mg/m®) y el tolueno (51 - 88 mg/m°)

fueron los compuestos presentes en mayor concentracion.

Los resultados de esta investigacion pueden servir para informar a los
trabajadores de la fabrica de calzado sobre el riesgo de la exposicion
permanente a sustancias como el n-hexano y tolueno, y para tomar las

medidas necesarias para la manipulacién segura de los pegamentos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la aplicacion de la metodologia implementada para analizar
muestras de orina de trabajadores de otras fabricas de calzado de
Bucaramanga, con el propésito de obtener resultados estadisticamente
representativos y que puedan r incluidos en las bases de datos de

entidades gubernamentales, e.g, del Instituto del Seguro Social.

Se recomienda la aplicacion de la metodologia implementada en muestras
de orina de trabajadores que a diario manipulan pinturas base solvente y de
los trabajadores de la empresas que fabrican resinas y polimeros, ubicadas,

principalmente, en Medellin, Antioquia.
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ANEXO 1

ENCUESTA REALIZADA A LOS 12 TRABAJADORES QUE
SUMINISTRARON LAS MUESTRAS DE ORINA.

81



Anexo 1.1. Encuestarealizada alos 12 trabajadores quesuministraron las
muestras de orina

Informacion Personal

Nombre(s): Apellidos:
Edad: Masa corporal :
¢Ingiere bebidas alcohdlicas? Si_ No__ Frecuencia:

Enfermedades que padece (opcional):

Dolor de cabeza: Si_ No Mareo: Si_ No
Debilidad: Si_ No Depresion: Si__ No __
Otras:

Informacién laboral

Labor(es) que desempefia dentro de la fabrica: Disefio Cortado
Pegado _ Soladura Guarnicion __ Terminado____  Otros

Tiempo que ha laborado en la manufactura de calzado: 1 afio 2 afios___

3afios  3-5afios _ 5-8afios  8-15afilos _ masde 15 afios .

Horas de trabajo/dia: Horas de trabajo semana:

Pegantes y limpiadores que utiliza con mas frecuencia: “PC-2000"

“Maxon”__ “Caucho Sol” __ “Kisaffix” “Varsol” __ “Caucho Luna”
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Anexo 1.2. Resultados de laencuestarealizada a los 12 trabajadores que suministraron las muestras de orina.

Voluntario 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Edad, afios 31 23 21 18 26 19 26 20 24 25 22 20
Masa corporal, kg 70 69 62 55 N.D. 54 60 49 N.D. N.D. 57 N.D.
NuUmero de veces

al mes que ingiere 1 1 2 1 2 1 1 4 1 2 2 1
bebidasalcohdlicas

Dolor de cabeza No No Si Si Si Si No Si No Si No Si
Mareo No No No No No No No No No No No No
Debilidad No No Si No Si No Si No Si No Si No
Depresion No No No No Si No Si Si No No No Si
Estrés Si No Si No Si Si Si Si No Si No Si
Dolor de ojos No Si Si No No Si No Si No Si Si Si
]Ic_;bt;?cradaentro de la Peg. Sol. Peg. Peg. Peg. Sol. Ter. Sol. Sol. Peg. Peg. Peg.
Tiempo que ha

laborado, afios 3 7 2 3 4 3 2 3 1 3 2 2
Horas de

trabajoldia 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Horas de trabajo

por semana 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
:?nqu?an;iroutniza 4 PC- ‘PC-  PC-  'PU  'PC- 'PU  'PC-  'PC-  “PC- “PU  “PC- “PC-
con mas frecuencia 2000 2000 2000 Réapido 2000” Répido 2000 2000 2000 Rapido 2000" 2000
Utilizacion de

mascara de No No No No No No No No No No No No
respiracion

N.D. = No disponible
a. (Peg. = pegado, Sol. = soladura, Ter. = terminado)
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Anexo 1.3. Resultados de la encuestarealizada a los 12 trabajadores que
suministraron las muestras de orina, expresados como promedios 0 porcentajes.

1. Edad, promedio =23 afios.

2. Masa corporal, promedio = 60 kg.

3. Ingestidon de bebidas alcohdlicas/mes = 1 Vez (58 %); 2 veces (34 %); 3 veces
(8 %).

4. Enfermedades que padece:

Si, % No, %

Dolor de 58 42
cabeza

Mareo 0 100
Debilidad 42 58
Depresion 33 67
Estrés 67 33
Dolor de ojos 58 42

5. Labor dentro de la fabrica: Pegado (58 %); Soladura (34 %); Terminado (8 %).

6. Tiempo que ha laborado en la manufactura de calzado: 1 afio (8 %); 2 afios (34
%); 3 afos (42 %); 4 afos (8 %); 7 afios (8 %).
7. Horas de trabajo/dia, promedio = 10.

8. Horas de trabajo por semana, promedio = 50.

9. Pegante o limpiador utilizado con mas frecuencia: “PC-2000” (75 %); “PU
Réapido” (25 %).

10 Utilizacion de mascara de respiracion: No (100 %): ninguno utiliza la mascara.
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ANEXO 2

COMPUESTOS PRESENTES EN EL HEADSPACE DEL PEGANTE “PC-2000",
ANALIZADOS POR HS-SPME/GC-MS.
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Anexo 2.1. Composicién quimica de la fase vapor del pegante “PC-2000"
analizada por HS-SPME/GC-MS.

NO' tr, Min Compuestos Ca_ntidad
Pico ’ relativa**, %

1 5.34 2-Metil-butano 0.7
2 5.59 n-Pentano 0.9
3 6.05 2,2-Dimetil-butano 1.4
4 6.58 2-Metil-pentano 9.6
5 6.82 3-Metil-pentano 6.2
6 7.11 n-Hexano + Acetato de etilo 8.2
7 7.61 Metil-ciclopentano + 2,2-Dimetil-pentano +

2,4-Dimetil pentano 4.5
8 8.19 3,3-Dimetil-pentano + Ciclohexano 1.2
9 8.47 2-Metil-hexano + 2,3-Dimetil-pentano 6.2
10 8.67 3-Metil-hexano 4.5
11 8.91 1,3-Dimetil-ciclopentano + 3-Etil-pentano*

+1,2-Dimetil-ciclopentano 1.2
12 9.26 n-Heptano 1.0
13 9.84 Metil-ciclohexano 0.2
14 10.90 Tolueno 53.6
15 11.20 | 2-Metil-heptano 0.08
16 11.43 3-Metil-heptano 0.06
17 11.53 1,3-Dimetil-ciclohexano 0.07
18 12.26 n-Octano 0.05
19 13.30 Etil-ciclohexano tr
20 13.89 Etilbenceno tr
21 14.18 | (m-+ p-) Xilenos tr
22 14.95 o-Xileno 0.07
23 27.45 m-ter-Butil fenol 0.2

* Identificado tentativamente
** Areas GC relativas renormalizadas
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Anexo 2.2. Corriente idnica total reconstruida (cromatograma) de la fase vapor del pegante “PC-2000",
obtenida por HS-SPME/GC-MS, utilizando una fibra de PDMS (100 pm) y una columna capilar DB-1MS,
[poli(dimetilsiloxano)], 60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 nm (f.e.).
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Anexo 2.3. Espectros de masas (El, 69.9 eV) del 2metil-pentano y del 3

metil-pentano.
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ANEXO 3

ESTUDIO DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LOS TIEMPOS DE RETENCION
ABSOLUTOS Y RELATIVOS DE LOS BTEX'S E HIDROCARBUROS ALIFATICOS
VOLATILES, AISLADOS POR S-HS ( ISTD = CLOROBENCENO).
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Anexo 3.1. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del n-hexano,
aislado por S-HS (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  tz min i, Min far s CV, %
ppb (n = 3) (n = 3) (n = 3) IT'R fistd fRR fR 1?istd IT'RR
10 7,5 27.8 0,269 0,05 000037  0,00121 07  0.001 0,4
16 75 27.7 0,2694 002 048908  0,00025 0.2 1.8 0,09
33 7.4 276 0,269 01 010621  0,00290 10 04 1.0
50 7.4 276 0,269 01 011752  0,00261 10 04 1.0
330 75 276 0,270 01 010941  0,00264 10 04 1.0
495 7,5 27.7 0,269 02 042062  0,00328 2.0 15 1.0

Anexo 3.2. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del benceno,
aislado por S-HS (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  ty . min iy, min far S CV, %

ppb O A A R
7 8,4 0.3 0,302 0,004 0.00128 0,00077 0,05 04 0,3
10 8,4 27.8 0,300 0,06 0.00037 0,00128 0,8 0.001 0,4
16 8,3 27.7 0,300 0,02 0.48908 0,00027 0,3 1.8 0,1
32 8,3 27.6 0,299 0,1 0.10621 0,00307 1.0 0.4 1.0
48 8,3 27.6 0,300 0,1 0.11752 0,00277 1.0 0.4 0,9
322 8,3 27.6 0,300 0,1 0.10941 0,00265 1.0 04 0,9
483 8,3 27.7 0,300 0,2 0.42062 0,00322 2.0 15 1.0
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Anexo 3.3. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del ciclohexeno,
aislado por S-HS (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  t, min  ti, min far S CV, %

ppb (n=3) (n = 3) (n=3) ts toy t e ty ty tre
9 10,45 27,74 0.3767 0,01 0,06 0.00059 005 02 0.2
12 10,45 27,8 0,376 0,09 0,2 0,00136 09 06 04
20 10,39 27,69 0,3753 0,03 0,08 0,00030 03 03 01
40 10,4 27,7 0,374 0,1 0,1 0,00276 10 04 07
61 10,4 27,6 0,375 0,1 0,1 0,00256 10 04 07
202 10,4 27,6 0,375 0,1 0,1 0,00257 10 04 07
405 10,4 27,7 0,375 0,2 0,4 0,00381 20 20 1.0

Anexo 3.4. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del n-heptano,
aislado por S-HS (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  ty . min iy, min far S CV, %
ppb O = A T
10 15,1 27,8 0,543 0,1 0,2 0,00170 0,9 0,6 0,3
17 15,03 27,69 0,5428 0,05 0,08 0,00034 0,3 0,3 0,06
34 15,0 27,7 0,542 0,1 0,1 0,00207 0,8 0,4 0,38
51 15,0 27,6 0,542 0,1 0,1 0,00206 0,8 0,4 0,38
257 15,0 27,6 0,543 0,3 0,1 0,00192 2.0 04 0,35

513 14,8 27,7 0,543 0,3 0,4 0,00361 2.0 2.0 0,66
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Anexo 3.5. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del etilbenceno,
aislado por S-HS (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  tz min  t,4, min trr S CV, %

ppb (n - 3) (n = 3) (n - 3) t_R fistd t_RR t_R 1Tistd t_RR
7 23,04 27,74 0,8305 0,06 0,06 0,00063 0,3 0,2 0,08
10 23,04 27,8 0,831 0,09 0,2 0,00113 0,4 0,6 0,1
17 22,98 27,69 0,8298 0,08 0,08 0,00051 0,3 0,3 0,06
35 22,9 27,7 0,830 01 01 0,00144 0,6 0,4 0,2
52 22,9 27,6 0,830 01 01 0,00125 0,6 0,4 0,2
260 23,0 27,6 0,8302 0.1 0.1 0,00094 0,5 0,4 0,1
512 23,07 27,787 0,829 0,04 0,001 0,00274 0,2 0,005 0,3

Anexo 3.6. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos para el p-xileno,
aislado por S-HS (Istd = clorobenceno).

Concentracion, tg, min tgg Min tre S CV,%

ppb (n =3) (n =3) (n=3) te t_istd tre te t_istd trr
7 26,25 27,74 0.9463 0,08 0,06 0.00093 0,3 0,2 0.1
10 26,4 27,8 0,947 0,2 0,2 0,00185 0,8 0,6 0,2
16 26,2 27,69 0,9458 0,1 0,08 0,00086 04 0,3 0,09
35 26,1 27,7 0,945 0,1 0,1 0,00136 0,5 0,4 0,1
52 26,1 27,6 0,945 0,2 0,1 0,00146 0,6 0,4 0,2
260 26,1 27,6 0,946 0,1 0,1 0,00134 0,5 0,4 0,1

512 26,2 27,7 0,946 0,5 0,4 0,00420 2.0 2.0 0,4
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Anexo 3.7. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del m-xileno,

aislado por S-HS (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  tn . min  tig, far CV, %

ppb (n=3) (=3 (n=3) g T ten tr t frr
10 23,9 27,8 0,859 0,2 0,2 0,00190 0,8 0,6 0,2
17 23,75 27,69 0,8579 0,08 0,08 0,00057 0,3 0,3 0,1
35 23,7 27,7 0,857 0,1 0,1 0,00135 0,5 0,4 0,2
52 23,7 27,6 0,858 0,1 0,1 0,00128 0,6 0,4 0,1
261 23,8 27,6 0,858 0,5 0,1 0,00102 2 0,4 0,1
521 23,5 27,7 0,859 0,4 0,4 0,00340 2 2 0,4

Anexo 3.8. Estudio de lareproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del o-xileno,

aislado por S-HS (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  t, min  t.yg. tes CV, %
ppb (n=3) (n=3) (n=3) te tio tre te tiera tre
7 23,49 27,74 0,8467 0,07 0,06 0,00082 0,3 0,2 0,1
10 23,6 27,8 0,848 0,2 0,2 0,00184 0,8 0,6 0,2
32 23,43 27,69 0,8462 0,08 0,08 0,00055 0,3 0,3 0,06
48 23,4 27,7 0,846 0,1 0,1 0,00139 0,5 04 0,2
242 23,4 27,6 0,8464 0,1 0,1 0,00096 0,5 04 0,1
484 23,4 27,7 0,847 0,4 0,4 0,00323 2.0 2.0 0,4
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ANEXO 4

ESTUDIO DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LOS TIEMPOS DE RETENCION
ABSOLUTOS Y RELATIVOS DE LOS BTEX'S E HIDROCARBUROS ALIFATICOS
VOLATILES, AISLADOS POR HS-SPME ( ISTD = CLOROBENCENO).
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Anexo 4.1. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencidén absolutos y relativos del n-hexano,
aislado por HS-SPME (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  t, min g, Min frm S CV, %

ppb (n=3) (n = 3) (n=3) te ti tre te ticig trr
10 7,09 27,69 0,2557 0,07 0,09 0,00071 1.0 0,3 0,2
25 7,10 27,706 0,256 0,02 0,004 0,00179 0,3 0,01 0,7
50 7,02 27,760 0,2562 0,03 0,007 0,00082 0,4 0,03 0,3
74 7,17 27,7 0,2235 0,05 0,1 0,00056 0,7 0,3 0,3
99 7,09 27,71 0,256 0,02 0,04 0,00150 0,3 0,2 0,6
297 7,09 27,7 0,256 0,06 0,10 0,00135 0,8 0,3 0,5

Anexo 4.2. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencidén absolutosy relativos del benceno,
aislado por HS-SPME (Istd = clorobenceno).

Concentracion, tr,min  tgg, MiN tre S CV, %
ppb (=3 (=3 (-3 L fe e G b
5 7,94 27,67 0,286 0,04 0,04 0,0052 0,5 0,2 0.3
10 7,95 27,69 0,2871 0,08 0,09 0,00065 10 0,3 0,2
24 7,95 27,706 0,287 0,02 0,004 0,00192 0,2 0,01 0,7
48 7,94 27,760 0,2868 0,05 0,007 0,00061 0,7 0,03 0,2
72 7,02 27,7 0,2517 0,04 0,1 0,00091 0,6 0,3 0,2
97 7,17 27,71 0,287 0,07 0,04 0,00158 0,9 0,2 0,6

290 7,97 27,7 0,287 0,08 0,10 0,00117 1.0 0,3 0,4
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Anexo 4.3. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del ciclohexeno,
aislado por HS-SPME (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  tz min  t,y, min tre S CV, %

ppb (n = 3) (n = 3) (n - 3) t_R fistd t_RR t_R 1Tistd t_RR
12 10,07 27,69 0,3641 0,03 0,09 0,00044 0,3 0,3 0,08
30 10,1 27,706 0,364 0,10 0,004 0,00229 1.0 0,01 0,6
61 10,09 27,760 0,3640 0,02 0,007 0,00062 0,2 0,03 0,2
91 9,99 27,7 0,3256 0,02 0,1 0,00089 0,2 0,3 0,2
121 10,18 27,71 0,365 0,09 0,04 0,00179 0,8 0,2 0,5
364 10,07 27,7 0,364 0,07 0,10 0,00135 0,7 03 0,4

Anexo 4.4. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del n-heptano,
aislado por HS-SPME (Istd = clorobenceno).

Concentracion  trx . min L, MiN trr . S . . V%
ppb (n=3) (n=23) (n=3) te tista ter te tista ter
26 14,9 27,71 0,5365 0,10 0,09 0,00039 0,7 0,01 0,06
51 14,87 27,760 0,537 0,02 0,004 0,00171 0,1 0,03 0,3
77 14,76 27,7 0,5368 0,06 0,007 0,00057 0,4 0,3 0,1
103 14,95 27,71 0,537 0,07 0,1 0,00104 0,5 0,2 0,1

307 14,9 27,71 0,537 0,1 0,04 0,00130 0,8 0,3 0,2
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Anexo 4.5. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del etilbenceno,
aislado por HS-SPME (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  t; min  t,,g, Min trr S CV, %

ppb (n - 3) (n = 3) (n - 3) t_R 1Tistd lTRFZ t_R fistd t_RR
5 22,94 27,67 0,8289 0,05 0,04 0,00049 0,2 0,2 0,06
10 22,95 27,69 0,8290 0,08 0,09 0,00044 0,3 0,3 0,05
26 22,972 27,706 0,8288 0,008 0,004 0,00069 0,03 0,01 0,08
52 22,98 27,760 0,8291 0,05 0,007 0,00016 0,2 0,03 0,02
78 22,96 27,7 0,8181 0,08 0,1 0,00058 0,4 0,3 0,02
104 22,99 27,71 0,8286 0,09 0,04 0,00041 0,4 0,2 0,05
312 22,99 27,71 0,8290 0,06 0,10 0,00026 0,3 0,3 0,03

Anexo 4.6. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del p-xileno,
aislado por HS-SPME (Istd = clorobenceno).

Concentracion,  t; min  t,,g, Min ter S CV, %

ppb (n=3) (=3 (n=3) g taa  tre e taw  tee

5 23,40 27,67 0,8452 0,05 0,04 0,00027 0,2 0,2 0,03
9 23,40 27,69 0,8455 0,09 0,09 0,00039 0,4 0,3 0,05
24 23,431 27,706 0,8453 0,008 0,004 0,00068 0,03 0,01 0,08
47 23,43 27,760 0,8457 0,07 0,007 0,00018 0,3 0,03 0,02
71 23,46 27,7 0,8343 0,04 0,10 0,00017 0,2 0,3 0,02
98 23,45 27,71 0,8452 0,05 0,04 0,00028 0,2 0,2 0,03

284 23,44 27,7 0,8454 0,01 0,10 0,00055 0,1 0,3 0,07
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Anexo 4.7. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencion absolutos y relativos del m-xileno,
aislado por HS-SPME ( Istd = clorobenceno).

Concentracion, TR Min L, min trr = —— = = L
ppb ’ (n=3) (n=3) (n=3) tr Uista trr tr Ui trr
5 23,72 27,67 0,8572 0,01 0,04 0,00054 0,2 0,2 0,06
10 23,7 27,69 0,8573 0,1 0,09 0,00041 0,4 0,3 0,04
26 23,756 27,706 0,8571 0,008 0,004 0,00060 0,03 0,01 0,07
52 23,74 27,760 0,8574 0,06 0,007 0,00016 0,2 0,03 0,02
78 23,67 27,7 0,8453 0,08 0,1 0,00014 0,3 0,3 0,02
104 23,76 27,71 0,8570 0,06 0,04 0,00025 0,3 0,2 0,03
312 23,77 21,7 0,8572 0,01 0,10 0,00040 0,1 0,3 0,05

Anexo 4.8. Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencién absolutos y relativos del o-xileno,
aislado por HS-SPME ( Istd = clorobenceno).

Concentracién, R, min  Tiag, min te = = = = Sk =

ppb - (n=3) (n=3) (n=3) tr Uista trr tr Uistg trr
5 26,2 27,67 0,9452 0,1 0,04 0,00039 0,4 0,2 0,03
10 26,196 27,69 0,9453 0,009 0,09 0,00036 0,04 03 0,03
24 26,16 27,706 0,9453 0,05 0,004 0,00065 0,2 0,01 0,07
48 26,19 27,760 0,9455 0,06 0,007 0,00020 0,2 0,03 0,02
73 26,2 21,7 0,9263 0,1 0,1 0,00014 0,4 0,3 0,02
97 26,24 27,71 0,9452 0,03 0,04 0,00026 0,1 0,2 0,03
290 26,22 27,7 0,9452 0,04 0,10 0,00059 0,1 0,3 0,06
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ANEXO 5

ESTUDIO DE LA REPRODUCIBILIDAD DE AREAS CROMATOGRAFICAS DE LOS BTEX's E
HIDROCARBUROS ALIFATICOS VOLATILES, AISLADOS POR S-HS.
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Anexo 5.1. Estudio de la reproducibilidad de areas

clorobenceno).

cromatograficas del n-hexano, aislado por S-HS (Istd =

Concentracion, Areas s CV. %
ppb — — S — — E— — — R
Ai(n=3) Ay (n=3) Ai/AIstd A Alsa Ai/AIstd A Al Ai/AIstd
10 236 3840 0,061 4 97 0,0025 2.0 3.0 4.0
16 430 3910 0,111 14 57 0,0051 3.0 1.0 5.0
33 990 3890 0,255 21 58 0,0090 2.0 1.0 4.0
50 1480 3840 0,39 44 95 0,0130 3.0 2.0 3.0
330 5920 3760 1,58 95 68 0,0362 2.0 2.0 2.0
495 8520 3830 2,23 97 73 0,0626 1.0 2.0 3.0

Anexo 5.2. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatogréaficas del benceno, aislado por S-HS (Istd =

clorobenceno).

Concentracion, Areas s CV. %
ppb — — —— — — — — — ——
A (n=3) Ag (n=3) Ai/AIstd A, A Ai/AIstd A A st Ai/AIstd
10 260 3840 0,068 16 97 0,0060 6.0 3.0 9.0
16 760 3910 0,19 29 57 0,0101 4.0 1.0 50
32 2310 3890 0,59 22 58 0,0137 1.0 1.0 20
48 3390 3840 0,88 22 95 0,0173 1.0 20 20
322 12700 3760 3,38 133 68 0,0355 1.0 20 1.0
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Anexo 5.3. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatogréaficas del ciclohexeno, aislado por S-HS (Istd
=clorobenceno).

Concentracion, Areas s CV. %
ppb — — R — — — — — —
Ai(n=3) Ay (n=3) Ai/AIstd A Alstg Ai/AIstd A Alsa Ai/AIstd
20 869 3907 0.222 16 57 0.0053 2.0 1.0 2.0
40 2387 3892 0.61 14 58 0.0092 1.0 1.0 2.0
61 3580 3842 0.93 24 95 0.0288 1.0 2.0 3.0
202 7952 3757 2.12 130 68 0.0734 2.0 2.0 3.0
405 13416 3832 3.50 157 73 0.1047 1.0 2.0 3.0

Anexo 5.4. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatogréaficas del n-heptano, aislado por S-HS (Istd =
clorobenceno).

Concentracion, Areas s CV, %
ppb — — — — — — — — —
Ai(n=3) Ag (n=3) Ai/AIstd A A s Ai/AIstd A A s Ai/AIstd
34 1520 3890 0.389 51 57 0.0097 3.0 1.0 3.0
51 2610 3840 0.67 92 58 0.0225 40 2.0 3.0
257 13370 3760 3.56 459 638 0.0120 3.0 2.0 3.0
513 20370 3830 5.32 863 73 0.0201 4.0 2.0 3.0
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Anexo 5.5. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatograficas del etilbenceno, aislado por S-HS (Istd =
clorobenceno).

Concentracion, Areas S CV. %
ppb — — S— — — S— — — S—
A (n=3) Ay (N=3) Ai/AIstd A, A s Ai/AIstd A A s Ai/AIstd
10 450 3840 0,117 30 97 0,0068 7.0 3.0 6.0
17 810 3910 0,207 19 57 0,0033 2.0 1.0 2.0
35 2470 3890 0,635 45 58 0,0047 2.0 1.0 1.0
52 4430 3840 1,15 83 95 0,0500 2.0 2.0 4.0
260 25000 3760 6,7 157 68 0,1616 1.0 2.0 2.0

Anexo 5.6. Estudio de lareproducibilidad de areas cromatogréaficas del p-xileno, aislado por S-HS (Istd =
clorobenceno).

Concentracion, Areas S CV. %
ppb — — — — — E— — — E—
A (n=3) Ay (n=3) Ai/AIstd A A s Ai/AIstd A A s Ai/AIstd
10 360 3840 0.094 14 97 0.0039 40 3.0 4.0
17 820 3910 0.211 13 57 0.0015 2.0 1.0 1.0
35 1790 3890 0.46 59 58 0.0180 3.0 1.0 4.0
52 3600 3840 0.94 109 95 0.0219 3.0 2.0 2.0
260 20800 3760 5.55 605 68 0.0620 3.0 2.0 1.0

512 37900 3830 9.887 953 73 0.4210 30 2.0 4.0
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Anexo 5.7. Estudio de lareproducibilidad de areas cromatogréaficas del m-xileno, aislado por S-HS (Istd =
clorobenceno).

Concentracion, Areas S CV. %
ppb — — E— — — E— — — — —
Ai(n=3) Ay (n=3) Ai/AIstd A A g Ai/AIstd A A g Ai/AIstd
10 340 3840 0,088 25 97 0,0055 8.0 20 6.0
17 1140 3910 0,29 62 57 0,0159 5.0 20 5.0
35 1760 3890 0,45 62 58 0,0174 3.0 20 4.0
52 3600 3840 0,94 108 95 0,0179 3.0 20 2.0
261 20800 3760 5.55 321 68 0.0190 2.0 20 0.3
521 40000 3830 54 1752 73 0.1773 4.0 20 3.0

Anexo 5.8. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatograficas del o-xileno, aislado por S-HS (Istd =
clorobenceno).

Concentracion, Areas s CV, %
ppb — — —_ — — —_ — — —_
Ai (n = 3) Alstd (n = 3) Ai/AIstd Ai Alstd Ai/AIstd Ai Alstd Ai/AIstd
10 340 3840 0.089 20 97 0.0076 6.0 3.0 8.0
16 940 3910 0.24 45 57 0.0135 5.0 1.0 6.0
32 1420 3890 0.36 57 58 0.0194 40 1.0 50
48 2730 3840 0.711 88 95 0.0062 3.0 2.0 1.0
242 15100 3760 4.0 362 68 0.0385 20 2.0 1.0

484 29400 3830 3.9 528 73 0.1684 20 2.0 4.0
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ANEXO 6

ESTUDIO DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LAS AREAS CROMATOGRAFICAS DE LOSBTEX's E
HIDROCARBUROS ALIFATICOS VOLATILES, AISLADOS POR HS-SPME.
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Anexo 6.1. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatogréaficas del n-hexano, aislado por HS-SPME
(Istd = clorobenceno).

Concentracion, Areas S CV. %
ppb — — — — — — — —
Ai(n=3) Ay =3 Ai/AIstd A A s Ai/AIstd A A s Ai/AIstd
10 500 3910 0,129 20 57 0,006 4 2 5
25 1300 3890 0,34 79 58 0,023 6 2 7
50 2200 3840 0,57 139 95 0,049 6 2 9
74 3500 3760 0,94 173 68 0,063 5 2 7
99 4400 3830 1,16 165 73 0,065 4 2 6
297 11300 3532 3,21 280 100 0,043 2 3 1

Anexo 6.2. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatogréaficas del benceno, aislado por HS-SPME
(Istd = clorobenceno).

Concentracién, Areas s CV, %
ppb — — E— — — E— — — E—
Ai(n=3) Agy (n=3) Ai/AIstd A A st Ai/AIstd A A s Ai/AIstd

5 550 3840 0,143 25 97 0,006 5 3 4

10 1130 3910 0,29 55 57 0,015 5 2 5

24 2910 3890 0,75 39 58 0,021 1 2 3

48 5800 3840 1,52 205 95 0,080 4 2 5

72 8200 3760 2,17 211 68 0,034 3 2 2

97 11800 3830 3,1 362 73 0,152 3 2 5
290 32000 3500 9,1 1533 100 0,217 5 2 2
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Anexo 6.3. Estudio de lareproducibilidad de areas cromatogréficas del ciclohexeno, aislado por HS-SPME
(Istd = clorobenceno).

Concentracion, Areas S CV. %
ppb — — E— — — E— — — E—
Ai(n=3) Agg (n=3) Ai/AIstd A A g Ai/AIstd A A g Ai/AIstd

12 820 3910 0,21 48 57 0,011 6 2 5
30 2140 3890 0,55 65 58 0,025 3 2 5
61 4250 3840 1,11 207 95 0,071 5 2 6
91 5900 3760 1,56 317 68 0,059 5 2 4
121 8300 3830 2,2 281 73 0,114 3 2 5
364 23400 3500 6,6 635 100 0,114 3 3 2

Anexo 6.4. Estudio de lareproducibilidad de areas cromatogréficas del n-heptano, aislado por HS-SPME
(Istd = clorobenceno).

Concentracion, Areas S CV, %
ppb — — — — — — — — —
A (n=3) Ay (nN=3) Ai/AIstd A A s Ai/AIstd A A s Ai/AIstd
26 790 3890 0,20 44 58 0,014 6 2 7
51 1600 3840 0,42 103 95 0,036 6 2 9
77 2100 3760 0,57 121 68 0,023 6 2 4
103 3040 3830 0,79 83 73 0,036 3 2 5
307 8780 3500 2,49 10 100 0,097 0,1 3 4
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Anexo 6.5. Estudio de lareproducibilidad de areas cromatogréaficas del etilbenceno, aislado por HS-SPME
(Istd = clorobenceno).

Concentracion, Areas s CV. %
ppb — — E— — — E— — — E—
Ar(n=3) Ay (n=3) Ai/AIstd A A Ai/AIstd A A g Ai/AIstd
5 1050 3840 0,274 36 97 0,002 3 3 1
9 2180 3910 0,56 76 57 0,011 3 2 2
24 5400 3890 1,38 116 58 0,050 2 2 4
47 11900 3840 3,1 325 95 0,105 3 2 3
71 15900 3760 4,2 721 68 0,117 5 2 3
98 22800 3830 5,95 400 73 0,014 2 2 0,2
284 64000 3500 18,0 1037 100 0,727 2 2 4

Anexo 6.6. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatogréaficas del p-xileno, aislado por HS-SPME
(Istd = clorobenceno).

Concentracion, Areas CV. %
ppb — — E— — — E— — — E—
A (n=3) Ay (=3 A/A A Aga  A/Ak A Aga  A/Ak
5 1370 3840 0,357 10 97 0,007 1 3 2
10 2500 3910 0,65 133 57 0,025 5 2 4
26 5700 3890 1,47 120 58 0,045 2 2 3
52 13200 3840 34 984 95 0,189 7 2 6
78 15800 3760 4,2 670 68 0,110 4 2 3
104 24700 3830 6,4 594 73 0,254 2 2 4
312 70000 3500 19,9 1450 100 0,164 2 3 1
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Anexo 6.7. Estudio de lareproducibilidad de areas cromatogréaficas del m-xileno, aislado por HS-SPME
(Istd = clorobenceno).

Concentracion, Areas S CV. %
ppb — — E— — — E— — — —
A (n=3) Ay (N=3) Ai/AIstd A A st Ai/AIstd A A s Ai/AIstd
5 1140 3840 0,066 49 97 0,004 4 3 6
10 2450 3910 0,29 69 57 0,014 3 2 5
24 5700 3890 0,63 180 58 0,010 3 2 2
48 12600 3840 1,50 645 95 0,042 5 2 3
73 16300 3760 3,3 571 68 0,195 4 2 6
97 23000 3830 4,3 581 73 0,210 3 2 5
290 68000 3500 6,5 1083 100 0,215 2 3 3

Anexo 6.8. Estudio de la reproducibilidad de areas cromatogréaficas del o-xileno, aislado por HS-SPME
(Istd = clorobenceno).

Concentracion, Areas s CV. %
ppb — — —_ — — —_ _ — —_
A (n=3) Ay (0=3) A /A, A Alsi A /A A Asa AJAq
5 1380 3840 0,36 88 97 0,014 6 3 4
10 2370 3910 0,606 70 57 0,009 3 2
26 6700 3890 1,73 155 58 0,066 2 4
52 13000 3840 3,3 1405 95 0,382 11 2 11
78 18900 3760 5,04 283 68 0,033 2
104 24200 3830 6,3 371 73 0,214 2
312 66000 3500 18,6 1295 100 0,345 3
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ANEXO 7

ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DE EXTRACCION POR S-HSDE LOSBTEX'S E
HIDROCARBUROS ALIFATICOS VOLATILES.
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Anexo 7.1. Estudio de la eficiencia de extraccién por SHS del n-hexanoy
benceno, bajo diferentes condiciones.

Compuesto n-Hexano Benceno
Parametro Area S CV, % Area S CV, %
3 7,600E+05  6,790E+04 9 9,400E+05  6,406E+04 7
Volumen de ’
orina (mL) 6 1,450E+06  5,361E+04 4 1,600E+06  5,918E+03 0,4
. 10 3,740E+04 2 2,300E+06  6,182E+04 3
Tiempo de 1,620E+06
termostatacion 20  1,641E+06  8,867E+03 1 2,000E+06  1,697E+05 8
del vial (min)
30  1,600E+06 3,053E+04 2 2,080E+06  6,697E+04 3
Temperatura de 40  1,620E+06  3,740E+04 2 2,340E+06  6,182E+04 3
termostatacion 50  1,220E+06  8,474E+04 7 1,800E+06  1,384E+05 8
del vial (°C)
60  1,300E+06  5,637E+04 4 1,640E+06  1,511E+04 1
2 1,490E+06  3,857E+04 3 1,960E+06  4,911E+04 3
pH de la orina 7 1,620E+06  3,740E+04 2 2,340E+06  6,182E+04 3
12 1,620E+06  4,001E+04 2 2,000E+06  1,387E+05 7
0 1,620E+06  3,740E+04 2 2,340E+06  6,182E+04 3
Adicion de sal 10  2,370E+06  6,486E+04 3 2,600E+06  1,482E+05 6
(NaCl, % p/v)
20  2,160E+06  7,070E+04 3 2,570E+06  9,611E+04 4
30  1,790E+06  7,815E+04 4 2,520E+06  3,309E+04 1
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Adiciéon de sal, % (p/v) =0
@ n-Hexano pH=7
B Benceno Temperatura = 40°C

3.E+06 1

3.E+06 A

2.E+06 A

2.E+06 A

1.E+06 1

Area GC (cuentas)

5.E+05 A

oE+tOH4—m"7¢7 - r—+—-+—+ """

10 20 30

Tiempo (min)

Anexo 7.2 Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del n-hexano y
benceno, con diferentes tiempos de termostatacion del vial.

Tiempo de termostatacion
3.E406 - delvial = 10 min
Adicion de sal, % (p/v) =0
pH=7

m n-Hexano

3 E+06 1 m Benceno

2.E+06 A
2.E+06 A

1.E+06 -

Area GC (cuentas)

5.E+05 A

0.E+00 -
40 50 60

Temperatura (°C)

Anexo 7.3 Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del n-hexanoy
benceno, bajo diferentes temperaturas de termostatacion del vial.
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Tiempo de termostatacion

3.E+06 1 = n-Hexano del vial = 10 min
® Benceno Adicion de sal, % (p/v) =0

__ 3.E+06 Temperatura = 40°C
<
c 2.E+06 T
[}
3
o 2E+06 1
o
§ 1E+06 -
<L

5.E+05 -

0.E+00 -

2 7 12
pH

Anexo 7.4 Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del n-hexano y
benceno, a diferentes pH.

Tiempo de termostatacion

3 E+06 - n-Hexano del vial = 10 min

g Benceno pH=7
Temperatura = 40°C

3.E+06 T

2.E+06 ~

2.E+06 -

1.E+06 -

Area GC (cuentas)

5.E+05 A

0.E+00 -
0 10 20 30

Adicion de NaCl, % p/v

Anexo 7.5 Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del n-hexano y
benceno, con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.
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Anexo 7.6 Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del ciclohexeno y
n-heptano, bajo diferentes condiciones.

Compuesto Ciclohexeno n-Heptano
Parametro Area S CV, % Area S CV, %
Volumen de
, 1,220E+ 45E+04 1,260E+ 720E+04 7
orina (mL) 3 220E+06  3,945E+0 3 ,260E+06  8,720E+0
6 2,280E+06  3,910E+04 2 2,340E+06  3,645E+04 2
: 3,200E+06  1,827E+05 6 2,800E+06  1,397E+04 5
Tiempo de 10
termostatacion 20  2,800E+06  1,917E+05 7 2,770E+06  3,386E+03 1
del vial (min)
30  2,700E+06  1,805E+05 7 2,700E+06  2,263E+04 8
40  3,200E+06  1,827E+05 6 2,800E+06  1,397E+04 5
Temperatura de
termostatacion 50  2,240E+06  9,807E+04 4 2,300E+06  1,283E+04 6
del vial (°C)
60  2,140E+06  1,940E+04 1 2,000E+06  2,502E+04 13
2 2,730E+06  7,846E+04 3 2,600E+06  1,201E+04 5
7 3,200E+06  1,827E+05 6 2,800E+06  1,397E+04 5
pH de la orina
12 2,900E+06  1,181E+05 4 2,140E+06  9,051E+04 4
0 3,200E+06  1,827E+05 6 2,800E+06  1,397E+05 5
Adicion de sal 10  3,800E+06  3,097E+05 8 4,000E+06  1,881E+05 5
(NaCl, % p/v)
20 3,360E+06  3,274E+04 1 3,550E+06  7,480E+04 2
30  3,300E+06  1,054E+05 3 2,870E+06  9,370E+04 3

116



Adicién de sal, % (p/v) =0
pH=7
4.E+06 Ciclohexeno Temperatura = 40°C

n-Heptano
4.E+06 T

3.E+06
3.E+06
2.E+06 T
2.E+06 A
1.E+06 A
5.E+05
0.E+00 -

Area GC (cuentas)

10 20 30

Tiempo (min)

Anexo 7.7. Estudio de la eficiencia de extraccién por S-HS del ciclohexeno y
n-heptano, bajo diferentes tiempos de termostatacién del vial.

Tiempo de termostatacion

g del vial = 10 min

W i « .

4.E+06 Ciclohexeno  Agicion de sal, % (p/v) = 0
n-Heptano

4.E+06 pH=7
3.E+06
3.E+06
2.E+06 A
2.E+06 A
1.E+06 A
5.E+05 A
0.E+00 -

Area GC (cuentas)

40 50 60

Temperatura (°C)

Anexo 7.8. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del ciclohexenoy
n-heptano, bajo diferentes temperaturas de termostatacion del vial.
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Tiempo de termostatacion
del vial = 10 min

@ Ciclohexeno Adicion de sal, % (p/v) =0

4.E+0607 B | Heptano Temperatura = 40°C
4.E+06

3.E+06
3.E+06 A
2.E+06 A
2.E+06
1.E+06
5.E+05 A
0.E+00 -

Area GC (cuentas)

2 7 12
pH

Anexo 7.9. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del ciclohexeno y
n-heptano, a diferentes pH.

Tiempo de termostatacion
delvial = 10 min
O Ciclohexeno pH=7

5.E+06 7
B h-Heptano Temperatura = 40°C

Area GC (cuentas)

0 10 20 30
Adicion de sal, % p/v

Anexo 7.10. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS del ciclohexeno
y n-heptano, con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.
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Anexo 7.11. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS de los (m- + p-)

xilenos, bajo diferentes condiciones.

Compuesto (m- + p-) Xilenos
Parametro Area S CV, %
Volumen de 3 2,610E+06 9.3970.E+04 3
orina (mL) 6
4,300E+06 6.5785.E+04 1
Tiempo de 10 7,300E+06 1.8454.E+05 2
termostatacion 20
) . 6,000E+06 3.3695.E+05 4
del vial (min)
30 6,050E+06 1.3010.E+05 2
40
Temperatura de 7,300E+06 1.8454.E+05 2
termostatacion 50
) 5,500E+06 2.3145.E+05 3
del vial (°C)
60 4,100E+06 7.4485 E+04 1
2
6,500E+06 1.9827.E+05 2
.
) 7,300E+06 1.8454.E+05 2
pH de la orina
12
5,300E+06 2.1286.E+05 3
0 7,300E+06 1.8454.E+05 2
Adicion de sal 10
7,340E+06 1.3164.E+05 1
(NaCl, % p/v)
20 7,050E+06 1.0849.E+05 1
30 5,800E+06 2.2586.E+05 3
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Adicion de sal, % (p/v) =0
pH=7

(m- + p-) Xilenos Temperatura = 40°C
8.E+06 -

7.E+06 T
6.E+06 T
5.E+06
4.E+06 -
3.E+06 -
2.E+06 -
1.E+06 A
0.E+00 -

Area GC (cuentas)

10 20 30

Tiempo, min

Anexo 7.12. Estudio de la eficiencia de extraccién por S-HS de los (m- + p-)
xilenos, bajo diferentes tiempos de termostatacion del vial.

Tiempo de termostatacion
_ del vial = 10 min
(m- + p-) Xilenos Adicion de sal, % (p/v) = 0
8.E+06 T pH=7

7.E+06 -
6.E+06 -
5.E+06 -
4.E+06 A
3.E+06 A
2.E+06 T
1.E+06 T
0.E+00 -

Area GC (cuentas)

40 50 60
Temperatura, °C

Anexo 7.13. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS de los (m- + p-)
xilenos, bajo diferentes temperaturas de termostatacion del vial.
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Tiempo de termostatacion
del vial = 10 min

(m- + p-) Xilenos Adicion de sal, % (p/v) =0

8.E+06 -
Temperatura = 40°C

7.E+06 A
6.E+06
5.E+06 -
4. E+06 -
3.E+06 A
2.E+06 -
1.E+06 -
0.E+00 -

Area GC (cuentas)

2 7 12
pH

Anexo 7.14. Estudio de la eficiencia de extraccion por S-HS de los (m- + p-)
xilenos, a diferentes pH.

_ Tiempo de termostatacion
@ (m- + p-) Xilenos del vial = 10 min

pH=7
Temperatura = 40°C

8.E+06 A
7.E+06 -
6.E+06 A
5.E+06 A
4.E+06 -

3.E+06 A

Area GC (cuentas)

2.E+06 A

1.E+06 -

0.E+00
0 10 20 30

Adicion de sal, % p/v

Anexo 7.15. Estudio de la eficiencia de extraccidon por S-HS de los (m- + p-)
xilenos, con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.
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ANEXO 8

ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DE EXTRACCION DE LOS BTEX's E
HIDROCARBUROS ALIFATICOS VOLATILES, AISLADOS POR HS-SPME

MODIFICANDO LAS CONDICIONES DE EXTRACCION.

122



Anexo 8.1 Estudio de la eficiencia de extraccion del n-hexano y benceno,
aislado por HS-SPME (PDMS, 100 nm), modificando las condiciones de

extraccion.

Compuesto n-Hexano Benceno

Parametro Area [ CV,% Area [ CV, %
2 4,720E+03  9,500E+01 2 2,840E+05 8,505E+03 3

pH de la 7 6,300E+03  5,230E+02 8 3,180E+05 6,212E+03 2,0

orina
12 4,900E+03  3,030E+02 6 2,700E+05 1,098E+04 4
22 6,300E+03 5,230E+02 8 3,180E+05 6,212E+03 2,0

Temperatura

del vial (°C) 40 5,500E+03  3,650E+02 7 3,270E+05 6,542E+03 2
60 4,300E+03  2,850E+02 7 2,820E+05 8,472E+03 3
0 6,300E+03  5,230E+02 8 3,180E+05 6,212E+03 2,0

Adicion  de 10 8,410E+03  3,490E+02 4,1 3,660E+05 8,741E+03 2

sal (NaCl, %

p/v) 20 5,200E+03  4,000E+02 8 3,800E+05 1,644E+04 4
30 5,100E+03  2,600E+02 5 4,020E+05 4,028E+03 1
2 4,500E+03 2,840E+01 6 2,900E+05 1,288E+04 4
5 5,000E+03 2,760E+02 6 2,790E+05 6,353E+03 2

Tiempo de

exposicion 10 5,700E+03  2,710E+02 5 3,280E+05 7,642E+03 23

de la fibra,

min 15 6,300E+03 5,230E+02 8 3,180E+05 6,212E+03 2,0
30 3,510E+03  9,900E+01 3 2.760E+05 8,481E+03 3
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8.0E+03 -

7.0E+03 1

Area GC (cuentas)

1.0E+03 A

0.0E+00 -

6.0E+03 A

5.0E+03

4.0E+03

3.0E+03 A

2.0E+03 A1

Tiempo de exposicion de la
fibra = 15 min

Adicion de sal, % (p/v) =0
Temperatura del vial = 22 °C

2 7 12
pH

Anexo 8.1.1. Estudio de la eficiencia de extraccion del n-hexano, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes pH.

8.0E+03

7.0E+03 1

6.0E+03

5.0E+03 4

4.0E+03 A

3.0E+03

Area GC (cuentas)

2.0E+03

1.0E+03 4

0.0E+00

Tiempo de exposicion de la fibra
=15 min

pH=7

Adicién de sal, % (p/v) =0

22 40 60

Temperatura, °C

Anexo 8.1.2. Estudio de la eficiencia de extraccién del n-hexano, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes temperaturas del vial.
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Tiempo de exposicion de la
1.0E+04 - fibora =15 min
9.0E+03 1 pH=7

8.0E+03 A Al — o
7 0E+03 4 Temperatura del vial = 22 °C

6.0E+03 A
5.0E+03 A
4.0E+03
3.0E+03
2.0E+03 A1
1.0E+03 A1
0.0E+00 T T T
0 10 20 30

Adicion de sal, % p/v

Area GC (cuentas)

Anexo 8.1.3. Estudio de la eficiencia de extraccion del n-hexano, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.

pH=7
Adicién de sal, % (p/v) =0
8.0E403 - Temperatura del vial = 22 °C
7.0E+03
)
g 6.0E+03
c
D 5.0E+03 -
=}
(&)
~ 4.0E+03 1
O
O 3.0E+03 1
©
O 2.0E+03
L
1.0E+03 A
0.0E+00 , |
2 5 10 15 30

Tiempo de exposicién de la fibra, min

Anexo 8.1.4. Estudio de la eficiencia de extraccion del n-hexano, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes tiempos de exposicion de la fibra.
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Tiempo de exposicion de la
fibra =15 min

Adicién de sal, % (p/v) =0
Temperatura del vial = 22 °C

3.5E+05 7

3.0E+05 A

2.5E+05 1

2.0E+05 A

1.5E+05 A

1.0E+05 4

Area GC (cuentas)

5.0E+04

0.0E+00 -
2 7 12
pH

Anexo 8.1.5. Estudio de la eficiencia de extraccion del benceno, aislado por
HS-SPME (PDMS 100 mm), a diferentes pH.

Tiempo de exposicién de la
fibra = 15 min
4.0E+05 1 pH=7
3 EE+05 Adicién de sal, % (p/v) =0
3.0E+05
2.5E+05
2.0E+05
1.5E+05
1.0E+05
5.0E+04
0.0E+00 -

Area GC (cuentas)

22 40 60
Temperatura, °C

Anexo 8.1.6. Estudio de la eficiencia de extraccidén del benceno aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes temperaturas del vial.
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Tiempo de exposicion de la
fibra =15 min

pH=7

Temperatura del vial =22 °C

4.5E+05 1
4.0E+05 A

3.5E+05 1
3.0E+05 4
2.5E+05 1
2.0E+05
1.5E+05 A
1.0E+05
5.0E+04 1
0.0E+00 - T T T 1
0 10 20 30

Adicion de sal, % p/v

Area GC (cuentas)

Anexo 8.1.7. Estudio de la eficiencia de extraccion del benceno, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.

pH=7
Adicién de sal, % (p/v) =0
4.0E+05 1 :
Temperatura del vial = 22 °C
3.5E+05
7 3.0E+05 A
8
S 2.5E+05
=]
< 2.0E+05
3
« 1.5E+05
o
< 1.0E+05 A
5.0E+04
0.0E+00 T T T T
2 5 10 15 30

Tiempo de exposicion de lafibra, min

Anexo 8.1.8. Estudio de la eficiencia de extraccion para benceno, aislado

por HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes tiempos de exposicion de la
fibra.
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Anexo 8.2. Estudio de la eficiencia de extraccion del ciclohexeno y n-
heptano, aislados por HS-SPME (PDMS 100 nm), al modificar las
condiciones.

Compuesto Ciclohexeno n-Heptano
Parametro Area s CV, % Area s CV, %
2 1,760E+05 5,156 E+03 3 1,570E+03  4,700E+01 3
pH de la 7 1,800E+05  1,2118E+04 7 1,790E+03  6,800E+01 4
orina 12
1,720E+05 3,312 E+03 2 1,520E+03  3,000E+01 2
22
Temperatura 1,800E+05 1,2118E+04 7 1,790E+03  6,800E+02 4
del vial (°C) 40 1,860E+05 3,614 E+03 2 1,750E+03  8,700E+01 5
60 1,640E+05 6,317 E+03 4 1,450E+03  4,300E+01 3
0 1,800E+05  1,2118E+04 7 1,790E+03  6,800E+01 4
Adicién de
10 2,190E+05  2,730E+03 1 2,800E+03  1,030E+01 4
sal (NaCl, %
p/v) 20 2,230E+05  3,186E+03 1 1,940E+03  9,000E+01 5
30 1,960E+05 6,700 E+03 3 1,420E+03  6,200E+01 4
2 1,700E+05 1,2461E+04 7 1,470E+03  4,100E+01 3
Tiempo de 5 1,740E+05 2,826 E+03 2 1,550E+03  3,700E+01 2
exposicion
10 1,920E+05 9,339 E+03 5 1,820E+03  9,200E+01 5
de la fibra,
min 15 1,800E+05 1,2118E+04 7 1,790E+03  6,800E+01 4
30 1,460E+05 5,640 E+03 4 1,250E+03  4,800E+01 4
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Tiempo de exposicidon de
la fibra = 15 min
2.5E+05 Adicion de sal, % (p/v) =0

Temperatura del vial = 22

m 2.0E+05 1
8
c
8 156405 -
L
@)
O 1.0E+05 A
9}
o
<L 5.0E+04

0.0E+00 -

2 7 12
pH

Anexo 8.2.1. Estudio de la eficiencia de extraccion del ciclohexeno, aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes pH.

Tiempo de exposicion de la

2.5E+05 7 fibra =15 min
pH=7
— 2.0E+05 Adicion de sal, % (p/v) =0
8
]
S 1.5E+05 A
o
@)
O 1.0E+05 A
(1]
o
<L 5.0E+04 -
0.0E+00 A

22 40 60
Temperatura, °C

Anexo 8.2.2. Estudio de la eficiencia de extraccion del ciclohexeno aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes temperaturas del vial.
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Tiempo de exposicion de la

fibra = 15 min

pH=7

Temperatura del vial = 22 °C
2.5E+05 -

2.0E+05 -

1.5E+05 1

1.0E+05 1

5.0E+04

0.0E+00 - . . 1
0 10 20 30

Adicién de sal, % p/v

Area GC (cuentas)

Anexo 8.2.3. Estudio de la eficiencias de extraccién del ciclohexeno, aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.

pH=7
Adicion de sal, % (p/v) =0
2.5E+05 7 Temperatura delvial = 22 °C
:@ 2.0E+05 A
c
$ 1.5E+05
)
3 1.0E+05 -
[19]
g
¢ 5.0E+04
0.0E+00 . T T . .
2 5 10 15 30

Tiempo de exposicion de la fibra, min

Anexo 8.2.4. Estudio de la eficiencia de extraccion del ciclohexeno, aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes tiempos de exposicion de la

fibra.
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Tiempo de exposicion de la
fibra = 15 min
Adicién de sal, % (p/v) =0

Temperatura del vial = 22
2.0E+03

1.8E+03 A
1.6E+03 A
1.4E+03
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8.0E+02 1
6.0E+02 1
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2.0E+02 1
0.0E+00 -

Area GC (cuentas)

2 7 12
pH

Anexo 8.2.5. Estudio de la eficiencia de extraccion del n-heptano, aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes pH.

Tiempo de exposicién de
la fibra = 15 min

pH=7

Adicion de sal, % (p/v) =0

2.0E+03
1.8E+03 T
1.6E+03
1.4E+03 A
1.2E+03 A
1.0E+03 1
8.0E+02 -
6.0E+02 -

Area GC (cuentas)

4.0E+02 A
2.0E+02 4

0.0E+00 -
22 40 60

Temperatura, °C

Anexo 8.2.6. Estudio de la eficiencia de extraccion del n-heptano, aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 mm), con diferentes temperaturas del vial.
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Tiempo de exposicion de la

fibra = 15 min
pH=7
3.5E+03 7 Temperatura del vial = 22 °C
% 3.0E+03
8
C 2.5E+03
()
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O 1.5E+03 -
(O]
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Anexo 8.2.7. Estudio de la eficiencia de extracciéon del n-heptano, aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 mm), con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.

2.5E+03 - pH =7
' Adicion de sal, % (p/v) =0
Temperatura del vial = 22 °C
2.0E+03 -

Area GC (cuentas)

1.5E+03 1

1.0E+03 1

5.0E+02 -

0.0E+00 T T T . .
2 5 10 15 30

Tiempo de exposicidn de lafibra, min

Anexo 8.2.8. Estudio de la eficiencia de extraccién del n-heptano, aislado

por HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes tiempos de exposicion de la
fibra.
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Anexo 8.3. Estudio de la eficiencia de extraccién por HS-SPME del o -xileno y

n- hexadecano modificando las condiciones de extraccion.

Compuesto o-Xileno n-Hexadecano
Parametro Area S CV, % Area S Ccv,
%
2 2,180E+06  5,186E+04 2 6,130E+04 1,607E+03 3
pH de la 7 2,650E+06  5,557E+04 2 1,600E+05 1,054E+04 7
orina 12
2,290E+06  6,554E+04 3 6,050E+04 1,589E+03 3
22 2,650E+06  5,557E+04 2 1,600E+05 1,054E+04 7
Temperatura 40
del vial (°C) 2,590E+06  4,968E+04 2 1,940E+05  4,814E+03 2
60 2,200E+06  1,024E+05 5 2,140E+05 8,361E+03 4
0 2,650E+06  5,557E+04 2 1,600E+05 1,054E+04 7
Adicion de 10
2,400E+06  1,202E+05 5 1,130E+05 1,756E+03 2
sal (NaCl, % 20
piv) 2,5600E+06  1,278E+05 5 1,020E+05 4,956E+03 5
30 1,950E+06  6,933E+04 4 1,240E+05 4,353E+03 4
2 2,190E+06  4,779E+04 2 2,200E+04 1,633E+03 7
Tiempo de 5 2,185E+06  2,959E+04 1 6,090E+04 2,392E+03 4
exposiciéon 1
0 2,480E+07  1,530E+05 1 1,130E+05 3,563E+03 3
de la fibra,
min 15 2,650E+06  5,557E+04 2 1,600E+05 1,054E+04 7
30 2,600E+06  1,452E+05 6 3,253E+05 2,310E+03 07
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Tiempo de exposicion de la
fibra = 15 min
Adicién de sal, % (p/v) =0

3.0E+06 7 Temperatura del vial = 22 °C
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0.0E+00
2 7 12
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Anexo 8.3.1. Estudio de la eficiencia de extraccion del o-xileno, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes pH.

Tiempo de exposicion de la
fibra =15 min

3.0E+06 1 pH=7

Adicién de sal, % (p/v) =0
2.5E+06 A
2.0E+06 A

1.5E+06 A

1.0E+06 A

Area GC (cuentas)

5.0E+05 -

0.0E+00 -
22 40 60

Temperatura, °C

Anexo 8.3.2. Estudio de la eficiencia de extraccion del o-xileno, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), bajo diferentes temperaturas del vial.
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Tiempo de exposicion de la
fibora =15 min

pH=7

Temperatura del vial = 22 °C

2.5E+06 1
2.0E+06 -
1.5E+06
1.0E+06 1
5.0E+05 1
0.0E+00 - . .
0 10 20 30

Adicion de sal, % p/v

3.0E+06 7

Area GC (cuentas)

Anexo 8.3.3. Estudio de la eficiencia de extraccion del o-xileno, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.

pH=7
Adicién de sal, % (p/v) =0

Temperatura del vial = 22 °C
3.0E+06 7

2.5E+06 A
2.0E+06 1
1.5E+06 -
1.0E+06 -
5.0E+05 4
0.0E+00 T T T T
2 5 10 15 30

Tiempo de exposicion de la fibra, min

Area GC (cuentas)

Anexo 8.3.4. Estudio de la eficiencia de extraccion del o-xileno, aislado por
HS-SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes tiempos de exposicién de la fibra.
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2 7 12
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Anexo 8.3.5. Estudio de la eficiencia de extraccién del n-hexadecano,
aislado por HS-SPME (PDMS, 100 nm), a diferentes pH.
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1.5E+05 1

1.0E+05 A

Area GC (cuentas)
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Tiempo de exposicién de la
fibra = 15 min

pH=7

Adicion de sal, % (p/v) =0

22 40 60

Temperatura, °C

Anexo 8.3.6. Estudio de la eficiencia de extraccién del n-hexadecano aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 mm), bajo diferentes temperaturas del vial.
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Anexo 8.3.7. Estudio de la eficiencia de extraccion del n-hexadecano, aislado
por HS-SPME (PDMS, 100 mm), con diferentes % (p/v) de sal (NaCl) afiadida.
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Anexo 8.3.8

aislado por
lafibra.

2 5 10 15 30

Tiempo de exposicion de la fibra, min

. Estudio de la eficiencias de extraccion paran-hexadecano,
HS-SPME (PDMS, 100 mm), a diferentes tiempos de exposicion de
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ANEXO 9

Perfiles cromatograficos del blanco del solvente (metanol) y de la orina,
analizada por HS-SPME/HRGC-FID (PDMS, 100 pm). Columna capilar HP-
FFAP [Poli(etilenglicol) ligado y entrecruzado, modificado] de 50 m x 0.32

mm (d.i.) x 0.52 nm (f.e.).
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Anexo 9.1. Perfil cromatografico del blanco del solvente (metanol) usado en los
métodos S-HS y HS-SPME/HRGC-FID (PDMS, 100 um). Columna capilar HP-FFAP
[Poli(etilenglicol) ligado y entrecruzado, modificado] de 50 m x 0.32 mm (d.i.) x 0.52
mm (f.e.).

cuentas -

4000 ]
3000
20007]

10007

0]

! s 10 15 20 25 min
Anexo 9.2. Cromatograma del blanco de orina, obtenido por HS-SPME/HRGC -FID,

(PDMS, 100 pm). Columna capilar HP-FFAP [Poli(etilenglicol) ligado y entrecruzado,
modificado] de 50 m x 0.32 mm (d.i.) x 0.52mm (f.e.).
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ANEXO 10

CURVAS DE CALIBRACION Y LIMITES DE DETECCION DE LOS BTEX's E
HIDROCARBUROS ALIFATICOS, DETERMINADOS PARA MUESTRAS DE AIRE
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ANEXO 10.1. Curvas de calibracion y limites de deteccion de los BTEX's e
hidrocarburos alifaticos, determinados en muestras de aire*.

Compuesto det eLci::?gﬁ,dpepmv m b R?

n-Hexano 0.6 215 -93 0,998
Benceno 0.3 983 1095 0,997
Ciclohexeno 0.4 544 -579 0,996
n-Heptano 1 405 272 0,996
Tolueno 0.4 1744 -2128 0,992
Etilbenceno 0.4 3735 -2171 -0,998
o-Xileno 0.3 5134 -2221 0,999
(p- + m-) Xilenos 0.2 4111 -1844 0,998

*Y =m(X) + b; Y= 4rea; m = pendiente; X = concentracion (ppmv); b = intercepto.
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Anexo 10.2. Perfil cromatogréfico tipico de los compuestos en el aire al interior de la fabrica de calzado
aislados por HS-SPME EDMS, 100 nm) y analizados por HRGC-FID, utilizando la columna capilar HP-FFAP
[Poli(etilenglicol) ligado y entrecruzado, modificado] de 50 m x 0.32 mm (d.i.) x 0.52 nm (f.e.). 1- n-Hexano; 2

Tolueno; 3- Etilbenceno; 4- p-Xileno; 5- m-Xileno; 6- o-Xileno.
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