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Capitulo 1. Introduccidn

En este trabajo se desarrollan procedimientos analiticos para evaluar el impacto que
pudieratener el uso de los fungicidas en laindustria curtidora, en el medio ambientey en la
salud de las personas con exposicion laboral. El estudio es la continuacion de una
investigacion realizada anteriormente en el Instituto de Investigaciones Cientificas (11C),
cuyos resultados fueron publicados en forma de unatesis de Maestria[1] y dos articulos [2,
3]. A diferencia de los estudios anteriores, en el presente trabajo se tomaron en cuenta dos
fungicidas utilizados en curtidurias de Ledn, Gto.: e 2-[(tiocianometil)tiol]-benzotiazol
(TCMTB) y e pentaclorofenol (PCF). El interés cientifico fue no solamente en € andlisis
de las muestras medio ambientales sino también en la cuantificacion del
mercaptobenzotiazol (MBT, e metabolito principal del TCMTB) en orina humana. Una
importante novedad en la aplicacion de la cromatografia liquida de alta resolucién fue el uso
de la deteccion electroquimica y las pruebas de derivatizacion de los benzotiazoles para
aumentar la sensibilidad de la deteccion espectrofotométrica. Por otra parte, también se
aplicé la cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas para la
determinacién del MBT. A continuacion se resumen brevemente los antecedentes del
trabajo y sejustificala seleccidn de las técnicas analiticas empleadas en el estudio.

1.1 Breve descripcion de los compuestos seleccionados para el estudio y sus
aplicaciones industriales

La piel cruda presenta una mala apariencia, rigidez, poca estabilidad y ademas es
susceptible a la descomposicién por € crecimiento de microorganismos tales como hongos
y bacterias . Por lo tanto, para poder utilizar la piel como materia prima para la elaboracion
de zapatos, cinturones, bolsas y otros articulos de piel, es necesario someterla al siguiente
tratamiento: (1) lavado con agua, (2) tratamiento con agentes reductores u oxidantes, (3)
tratamiento enzimatico, (4) lavado con una solucién NaCl-H,SO,4 (5) adicion de
tensoactivosy (6) curtido con salesde Cr (I11) [1].

Después del proceso de curtido, la piel presenta una mejor apariencia, es suave, facil
de mangjar, resistente y no puede ser degradada por microorganismos. Asi, a finalizar este
proceso, la piel se encuentra parcialmente tratada (estado “wet blue”) y se puede almacenar

para su uso posterior. No obstante, un problema que generalmente ocurre durante el
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almacenamiento es € crecimiento de hongos debido a parametros tales como ligera acidez,
humedad, incremento de temperaturay presencia de grasa en la piel. Hongos de las especies
Penicillium, Aspergillus, Mucor, Trichoderma o Alternaria afectan negativamente la
apariencia y resistencia de la piel provocando importantes defectos como manchas no

deseadas generadas por el enmohecimiento, cristalizacion en la superficie de la piel e

irregularidades en €l proceso de acabado y pigmentacion [1].

Para evitar lo anterior, es necesario inhibir el crecimiento de los hongos en las pieles

por lo cua se afaden funguicidas a los bafios de curtido. En la Tabla 1 se enlistan los

fungicidas disponibles comercia mente que son utilizados en laindustria curtidora.

Tabla 1. Datos generales de los funguicidas comercia mente disponibles [4].

Henla Solubilidad Disolventes
Nombre Comercial Compuesto Activo " b iy’ en agua, utilizados en las
ormulacién N .
25°C formulaciones
Fenol 4.7 9.3% Etanol, Acetona
Alcoholes de bagjo
Preventol O o-fenil-fenol 0.7% peso molecular,
acetona, aceites
Preventol ON .
[72} 1
S § Preventol ON extra, |  o-fenil-fenato de sodio 10 Soluble Alg\%e;g:u?go
S= Mystox WFA P
- C Z
AL p-nitrofenol 1.6% Etanol,;cgga, e,
m-cresol 2.5% Etanol, éter
Preventol CMK p-cloro-m-cresol Poco soluble
Mystox B pentaclorofenol 4 Soluble Alcoholes de ba,Jo
peso molecular, éter
Etanol, acetona,
é Preventol WB Mezcla de fenoles Soluble MEK., acetato de etilo
S Alcoholes de bgjo
(8]
® Preventol L Pentaclorofenol y 9.6 Soluble peso molecular,
S otros fenoles
o acetona
S Nercolan F12,
§ Nercolan F24, Mezcla de fenoles clorados 7.0-75 Dispersién | Alcoholes, acetona
Nercolan GLO,
Busan 80, 0 i
susn 20 o7 | oo | Apnaien
o L eathergard » Y9
g ug L . o 0.3%
o3 Slimicide MC Metileno bis-tiocianato 75 di > Acetona, MEK
N ispersion
% 2 Busan 1009 TCMTB + _I\/Ienleno bis- 7.85 Dispersién Acetona, >§|Ieno,
2s tiocianato naftay glicoles
ED N-hidroximetil potasio +
o Q _
O ‘E Busan 40 N-metilditiocarbamato 810 Soluble
N-hidroximetil potasio +
Busan 52 N-metilditiocarbamato + 2- 8-10 Soluble
mercaptobenzotiazol de Na
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Cabe destacar que, la mayoria de los fungicidas utilizados son de naturaleza
lipofilica, lo que limita su uso en las soluciones acuosas, y por lo cua las formulaciones
comerciales se preparan en disolventes organicos con adicion de emulsificantes [1].
Ademés, la mayoria de dichos fungicidas tiene como componente activo compuestos
derivados del fenol.

Por mucho tiempo, los fungicidas més utilizados en la industria curtidora fueron
compuestos organoclorados como €l pentaclorofenol. Sin embargo, debido a su ata
toxicidad y persistencia ambiental, estos fueron gradualmente sustituidos por compuestos
menos téxicos como los derivados del benzotiazol y en particular, el 2-[(tiocianometil)tiol)]-
benzotiazol (TCMTB). Algunas formulaciones comerciales cuyo componente activo es €l
TCMTB son el Busan 30, Busan 80, Leathergard y Busan 1009. Otro funguicida comercial

cuyo componente activo es un benzotiazol (MBT) es el Busan 52 (Tabla 1).

1.2 2-[(Tiocianometil)tiol]-benzotiazol y los benzotiazoles derivados

Los benzotiazoles son compuestos heterociclicos que contienen un anillo tiazol
condensado por sus posiciones 4 y 5 a un nucleo bencénico [1]. Sus derivados se obtienen
sustituyendo € hidrogeno (—H) del anillo tiazol (posicion 2) por un grupo funcional (-R), €

cual puede ser, por jemplo, un grupo tiol o hidroxilo (Figura 1).

LD

Grupo funcional -R Abreviacion Nombre quimico

-H BT Benzotiazol

—SH MBT 2-Mercaptobenzotiazol

—SCHj3 MTBT Metiltiobenzotiazol

—S-CH,-SCN TCMTB 2-[(Tiocianometil)tiol)]-benzotiazol
—C/H4ANS; DTBT 2,2'-(Ditio-bis)-benzotiazol

Figura 1. Estructuras de los derivados del benzotiazol.

Los benzotiazoles forman parte de la estructura molecular de un gran nimero de
productos naturales, biocidas, drogas, saborizantes de alimentos y aditivos quimicos.
Ejemplos caracteristicos son la vitamina B, y €l acelerador de la vulcanizacién del caucho

2-mercaptobenzotiazol [5]. En la industria los benzotiazoles més utilizados son el
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benzotiazol (BT), e 2,2'-(ditio-bis)benzotiazol (DTBT), € 2-[(tiocianometil)tiol]-
benzotiazol (TCMTB) y e 2-mercaptobenzotiazol (MBT); a continuacion se describen

algunas propiedades fisicoquimicas y aplicaciones industriales de dichos compuestos.

1.2.1 TCMTB: 2-[(Tiocianometil)tiol]-benzotiazol

El TCMTB presenta la férmula quimica CoHgN»S; (PM 238.4 g-mol™). Tiene una
temperatura de ebullicién mayor a 120°C y punto de fusion menor a —=10°C. Su densidad
relativa con respecto a agua es de 1.4, y su solubilidad en agua es de 33.0 mg™ [6]. Se
degrada rgpidamente a MBT bajo condiciones alcalinas, a altas temperaturas (50°C), en
presencia de sulfuros o cuando se expone alaluz [1].

La sintesis del TCMTB se realiza a temperatura ambiente a partir de la sal del 2-

mercaptobenzotiazol (MBT) y un agente clorinante (Figura 2).

\ cl M \
\ eOH \
(a) | >7SH + \ + NaOH———> | >—SCHZSCN + H,O + NaCl
< SCN s
() C[N\ cl NaQ EtOH | N\
>—sH + + \ —_— >—scHZSCN + EtOH + NaCl
S \—SCN CH3 s

Figura 2. Rutas més importantes parala sintesisdel TCMTB.

De acuerdo con la Figura 2, es posible seguir dos rutas de sintesis. En (a), €
TCMTB se obtiene por reaccién del MBT con € clorometilcianato e hidréxido de sodio en
metanol; mientras que en (b) el hidréxido de sodio se sustituye por etoxido de sodio y €
metanol por etanol absoluto. Una vez sintetizado, el TCMTB se utiliza en formulaciones

para proteger lamadera, papel y piel del crecimiento de microorganismos [1].

1.2.2 MBT: 2-Mercaptobenzotiazol

El MBT es un polvo de color amarillo pdlido (pf 170°C) y olor desagradable. Su
formula quimica es C;HsNS, (PM 167.3 g-mol™) [6]. Es estable a temperatura ambiente,
pero a temperaturas elevadas se descompone formando Oxidos de azufre y de nitrégeno.

Ademés, se oxida con facilidad formando el dimero DTBT (Figura 3) [1].
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o I+

MBT DTBT

Figura 3. Reaccién de oxidacion del MBT.

El MBT es insoluble en agua a pH neutro y soluble en la mayoria de los solventes

organicos (Tabla 2).

Tabla 2. Solubilidad del MBT en solventes organicos [6].

Solubilidad a25°C (g-1 ™)
Alcohol 20.0 CCly4 <20
Acetona| 100.0 Eter 10.0
Benceno| 10.0 Nafta | <5.0

Su solubilidad se incrementa en soluciones alcalinas debido a su carécter acido (pKa ~ 7).

La Figura4 muestra su equilibrio &cido-base.

N N
C[\y% T — C[\ys b o'
S S

Figura 4. Equilibrio &cido-base del MBT.

El MBT presenta un equilibrio entre las formas tautomeéricas tiol (>C-SH) y tiona
(>C=S), Figura 5. La primera es la forma mayoritaria en medio alcalino hasta ligeramente

acido, mientras que la segunda preval ece en medio &cido.

N N
C[\>75H : | >:S
S s
tiol tiona

Figura 5. Formas tautoméricas del MBT.

Esta tautomeria permite al MBT presentar afinidad haciaiones metdlicos tales como Hg(l1),
Cu(ll) y Ni(ll), entre otros. Los estudios realizados sugieren que la estructura tiona le

permite formar complejos con los cationes metalicos, mientras que la formatiol favorece la
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formacion de las sales [1]. Un gemplo de estos Ultimos compuestos es una sal de Zn
(C14H10N2S4Zn, PM 399.9 g-mol ™) comercialmente conocida como Bantex [6].

Para aplicaciones industriales el MBT es conocido comercialmente como Captax,
Dermacid, Mertax o Thiolax. EIl MBT se utiliza como sustrato en la sintesis del TCMTB
(Figura 2); se emplea ademéas como aditivo en la industria vulcanizadora para fabricar
diversos productos de goma (zapatos, guantes, cable eléctrico, etc.) y en la industria de
recubrimientos electroquimicos para el electroplatinado en Ag, Ni y Co. También se utiliza
en forma de una sal de sodio soluble en agua (NaCap) como colector de flotacion en la
refinacién de minerales. De igual forma, tiene aplicaciones como funguicida, bactericida,

agente anticorrosivo y como preservativo en pinturas paramaderay latex [1, 7].

1.2.3 BT: Benzotiazol

El benzotiazol es un liquido con olor semejante ala quinolinay con férmula quimica
C;HsNS (PM 135.2 g-mol™); su densidad es 1.426 g-ml™ y su indice de refaccion (n*p)
1.638. Es ligeramente soluble en agua'y muy soluble en solventes organicos como alcohol y
disulfuro de carbono, entre otros [6]. Es usado principalmente como funguicida, herbicida,
agente anti-algal [5] y como saborizante en los alimentos.

1.2.4 DTBT: 2, 2’-(Ditio-bis)benzotiazol

El DTBT se presenta en forma de cristales amarillos (pf 180°C), cuya férmula
quimica es Ci4HgN,S; (PM 332.5 g-mol™). Es insoluble en agua y soluble en solventes
organicos (Tabla 3) [6]. Se produce por la oxidacion del 2-mercaptobenzotiazol (MBT) y se

emplea en laindustria del caucho como aditivo quimico para acelerar lavulcanizacion [1].

Tabla 3. Solubilidad del DTBT en solventes organicos [6].

Solubilidad a 25°C (g-1™)
Alcohol | <2.0 CCl,4 <20
Acetona| <5.0 Eter <20
Benceno| <5.0 | Nafta | <5.0
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1.3 PCF: Pentaclorofenol

Este compuesto se presenta en forma de cristal es semejantes a agujas (pf 190-191°C)
y su férmula quimica es C¢HCIsO (PM 266.35 g-mol™), Figura 6. Su temperatura de
ebullicién es de 309-307°C y su densidad 1.978 g-mi™. Es poco soluble en agua (8.0 g1 ™)
pero su solubilidad aumenta en soluciones alcalinas y en disolventes organicos tales como
éter y benceno [6].

OH

Cl Cl

Cl Cl
Cl

Figura 6. Estructura del pentaclorofenol (PCF).

Entre las aplicaciones del PCF destaca su uso como insecticida, herbiciday como un
fungicida generalmente aplicado para pinturas, madera, papel y piel. Sin embargo, también
presenta un inconveniente, no se degrada facilmente en el medio ambiente, y ademés es
altamente téxico y bioacumulable en los organismos vivos. En los humanos se le atribuyen
efectos dafinos como esterilidad, cancer y dafios al sistema nervioso central [8]. A pesar de
disminucion de las aplicaciones del PCF en la industria curtidora, la persistencia de este
compuesto en el medio ambiente justifica €l interés en el desarrollo de los procedimientos

analiticos adecuados para controlar sus niveles en materiales medio ambientales.

1.4 MBO: 2-Mercaptobenzoxazol

El MBO (Figura 7) 6 2-benzoxaletiol, es un polvo cristalino color pardo (pf
193-194°C) cuya férmula quimica es C;HsNOs (PM 151.2 g-mol™) [9].

| O\>—SH

Figura 7. Estructura del 2-mercaptobenzoxazol (MBO).
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En este estudio, gracias a las similitudes estructurales entre e MBO vy los
benzotiazoles (en particular con el MBT), este compuesto fue considerado como €l posible

estandar interno para su aplicacion en las técnicas cromatograficas.

1.5 Los benzotiazoles como contaminantes

El uso de los derivados del benzotiazol en la industria curtidora entre otras, genera
una importante descarga de dichos compuestos a medio ambiente debido a la emision de
gases y/o aguas residuales que contienen benzotiazoles. En consecuencia, diferentes
benzotiazoles fueron detectados como contaminantes de efluentes industriales, materiales
medio ambientales e incluso en zapatos de gomay jeringas de pléstico. Los contaminantes
mayoritarios fueron e MBT y BT, que son los principales productos de la degradacién del
TCMTBy DTBT.

1.5.1 Contaminacion medio ambiental

El TCMTB utilizado como funguicida en la industria curtidora no es eliminado por
completo en las plantas de tratamiento basadas en el uso de microorganismos. El andlisis de
efluentes de teneria introducidos a plantas de tratamiento reportd que solo fue degradado un
75% del contenido inicial de TCMTB. En este trabajo se observd que los metabolitos de la
degradacién del TCMTB son e MBT, BT y MTBT [10], Figura 8. Ademés, € MBT se
puede convertir en DTBT por oxidacion.

Asi, la variedad de los benzotiazoles que pueden encontrarse en las muestras
ambientales incluye a los compuestos utilizados en los procesos industriales (por gjemplo
TCMTB y MBT), asi como |os productos de su degradacion (como €l BT, MTBT y DTBT).
En la bibliografia se reportaron también otros metabolitos del TCMTB como e 2-
hidroxibenzotiazol (OBT) y € 2-benzotiazolsulfonato (MBTSO3) [11-13]. De Wever et al.
propusieron que los mono- y di-hidroxibenzotiazoles pudieran ser los productos de
transformacion del benzotiazol sulfonado, el cual es el producto de la degradacién del BT y
MBT en los medios acuéticos [14].

Varios estudios demostraron la presencia del BT en el agua de rios aledafios a las
zonas industriales. En muestras de agua de Rhine, paises baos se encontré una
concentracion de 0.002 pg-l™ [15]; el BT también se detect6 en los rios Manachal, Mausica

y Caroni en Trinidad, pero sin especificar las concentraciones [16]. Bajas concentraciones
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de BT fueron encontradas en agua potable en Cincinnati, Ohio [17] y en Gran Bretafia[18],
mientras que en algunas ciudades de Canada se reportaron concentraciones de 0.1-0.5 pg-™
[19]. El BT fue también determinado en aguas residuales provenientes de fébricas de llantas
y otras industrias. Asi, en el andlisis de una serie de compuestos organicos en los efluentes
de dos plantas productoras de llantas se reportd la presencia del BT y MBT. Por otra parte,
el andlisis de aguas residuales de una planta de manufactura de caucho reporté una
concentracion de BT de 2 ug-l™, mientras que en aguas de desecho de una fabrica de llantas
se encontraron concentraciones de 20.0-60.0 pg™. Ademéas, efluentes procedentes de la
industria del papel reportaron la presenciade MBT en una concentracion de 25.0 ug-l™ [1].
Un grupo de biocidas fue analizado en muestras de aguas de mar provenientes de la
costa mediterranea espafiola (Catalonia y Almeira, Espafia) reportandose la presencia de
TCMTB en concentraciones no mayores de 0.0010 y 0.020 ng-™ [20]. Los estudios
realizados en estuarios contaminados por una fébrica de |lantas mostraron que €l BT es
toxico para € desarrollo de peces [21]. El BT también fue detectado en almegjas originarias

de Japon, mientras que el MBT se ha detectado en sedimentos marinosy peces [1].

N
N ecn,
D

MTBT
Metiltiobenzotiazol

TBiometiIacic’m
C[}—SCHZSCN _— C[:\>—SH + ‘ N\>

TCMTB MBT BT
2-[(tiocianometil)tiol]-benzotiazol 2-Mercaptobenzotiazol ~ Benzotiazol
Oxidacion
N\> </N
‘ S—S
C[S Sjij
DTBT

2,2'-(Ditio-bis)-benzotiazol

Figura 8. Degradacion del TCMTB en el medio ambiente.
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1.5.2 Exposicion laboral

La exposicion de trabajadores a ambientes laboral es contaminados con benzotiazoles
puede generar un impacto en su salud. Por gemplo, e MBT es un compuesto
probablemente carcindgeno que puede resultar dafiino por inhalacion, ingestion o por
absorcion de la piel; ademés es muy irritante cuando entra en contacto con |os 0jos [22].

En un estudio realizado a los trabagjadores de aserraderos ubicados en British
Columbia, éstos reportaron sintomas como sarpullido, quemaduras o picazon en la piel
debido alaexposicién al funguicida TCMTB [23]; mientras que una investigacion realizada
en una fébrica de llantas reporté un brote de dermatitis ocupacional ocasionada por un
derivado del MBT llamado 2-(2',4’ -dinitrofeniltio)-benzotiazol utilizado en la produccion
de los neuméticos [24].

Finalmente, el MBT y DTBT se han estudiado como sensibilizadores por contacto
en productos de goma [25] y se han reportado como agentes aergénicos presentes en
distintos tipos de zapatos [26, 27]. Un estudio demostréo que € MBT es el compuesto
responsabl e de causar la dermatitis del calzado, lacual afectd los dedosy el dorso del pie en

las personas expuestas [28].

1.5.3 Contaminacion de material médico

La falta de control en la aplicacion del MBT como aditivo en la industria de la
vulcanizacion ha dado como resultado la contaminacion de los accesorios de goma
utilizados en hospitales, asi como de |as sustancias con las que entraron en contacto.

Los andlisis redlizados en empagues de goma, jeringas y soluciones inyectables
indicaron la presencia de MBT y/o DTBT como contaminantes [29-31]. Los resultados
indicaron que dichos compuestos difundian hacia el liquido cuando los empaques de goma
presentes en |os envases entraban en contacto con la solucién [32].

Otros benzotiazoles como e 2-(2-hidroxietilmercapto)-benzotiazol [33], 2-
hidroxibenzotiazol, 2-(metilmercapto)-benzotiazol, 2-(2-hidroxietoxi)-benzotiazol y 2-(2-
hidroxietilmercapto)-benzotiazol [34] se han detectado como contaminantes en jeringas que
contenian soluciones inyectables. La formacion de estos compuestos se atribuye a una
reaccion entre el MBT utilizado en la elaboracion de las jeringas y € éxido de etileno

utilizado para su esterilizacion.

10
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El tratamiento de pacientes con farmacos, accesorios y/o0 equipo medico
contaminado con benzotiazoles abre una via de entrada de dichos compuestos hacia €l
organismo humano. En relaciéon a esto, un estudio realizado por Meek JH. y Pettit B.R.
report6 la presenciadel 2-(carboximetiltio)benzotiazol (CMB) en suero de bebés prematuros
que recibieron terapia intravenosa por tiempo prolongado. Los investigadores encontraron
gue el CMB provenia de los accesorios de goma de |os equipos utilizados para administrar

terapiaintravenosa [35].

1.6 Revision bibliografica de los métodos de determinacion de los benzotiazoles en
diferentes materiales de interés medio ambiental, industrial y clinico

La cuantificacion de los benzotiazoles en las muestras medio ambientales y clinicas
es una dificil tarea analitica debido a las bajas concentraciones y, en algunos casos a la
inestabilidad de los compuestos a determinar, asi como a la compleja composicion de la
muestra. En cuanto a los usos industriales del TCMTB, la importancia de controlar su
niveles en aguas de desecho ha sido reconocida por la Agencia de Protecciéon al Medio
Ambiente (EPA, por sus siglas en inglés) en E.U.A. En e método EPA nimero 637 se
emplea la extraccion liguido — liquido (cloruro de metileno) seguido por cromatografia de
liquidos con deteccion espectrofotométrica para la determinaciéon del funguicida y del
MTBT en este tipo de muestras [36]. La inconveniencia del método recomendado es €l
volumen grande de muestray €l riesgo de pérdidas del TCMTB debido a su descomposicion
a temperatura elevada. En la revision bibliogréfica se encontraron trabajos sobre la
determinacion de dicho funguicida y de sus posibles metabolitos en diferentes tipos de
muestra. El resumen de los datos encontrados se presenta en la Tabla 4.

En cada uno de los trabajos citados en la Tabla 4, se llevd a cabo un tratamiento
previo de lamuestra con €l fin de lograr la concentracion y separacion de los compuestos de
interés de otros componentes de la muestra que pudieran interferir en la etapa de
cuantificacion. En gran mayoria de los estudios |a técnica seleccionada fue la extraccion en
fase sdlida (SPE, por sus siglas en inglés) [37]. De acuerdo con las caracteristicas de los
benzotiazoles de interés (compuestos organicos no volétiles), los extractos de muestras
fueron analizados preferentemente por la cromatografia liquida de alta resolucion en fase
inversa (RP HPLC, por sus siglas en inglés). Cabe mencionar a los trabgjos, en donde la

separacion de los benzotiazoles se obtuvo por cromatografia de gases, previa derivatizacion

11
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del analito para su conversion en un compuesto volétil (por eilemplo en la reaccion con
pentafluorobencilbromuro se obtuvieron los respectivos tioéteres de los metabolitos del
TCMTB [38]). En la cromatografia de gases, la aplicacion de un sistema de micro
extraccion en fibra (SPME, por sus siglas en inglés) presenta la ventgja de obtener la
adsorcion de los analitos en la superficie de una fase solida (sistema “headspace”, por
giemplo) y utilizar este mismo dispositivo para introducir los compuestos retenidos en la
fibra a la columna cromatogréfica [5]. Finalmente, cabe mencionar el uso de otras técnicas
de separacion como la electroforesis capilar (CE, por sus siglas en inglés) y la cromatografia
en capafina (TLC, por sussiglas en inglés).

Tabla 4. Procedimientos reportados para el analisis de |os benzotiazol es.

Compuestos de Tratamiento — - Benzotiazoles
Muestra . . r Técnica analitica Ref.
interés pre-analitico encontrados
Orinaderatas TCMTB H|dr.ol|s_|s ac.:|,da GC-MS MBT [38]
y humanos Derivatizacion
Desechos de Productos de Extraccion con RPHPLC-UV
S ] - GC-MS MBT, BT [39]
Curtiduria Ozonacién del MBT disolventes CE-UV
Licores de TCMTB Bxtraccioncon | iy ¢y MBT 2]
curtido disolventes
Desechos Microcontaminantes RPHPLC -UV TCMTB, MBT,
Industriales Organicos SPE TLe MTBT [40, 41]
9 GC-MS
Sedimentos M |crocon’ta_m| nantes SPE GC-MS Benzotla_\zo_l es [42]
Orgéanicos monosustituidos
Aguasuperficial | Mezclade pesticidas SPE HPLC-MSMS BT [43]
Diferentes Biocidas SPE RPHPLC-MS TCMTB [44]
. HPLC-UV
Mezcla de herbicidas SPE HPLC-MS TCMTB [45]
Aguade Mar Mezcla de pesticidas SPE GC-MS TCMTB [46]
Mezcla de pesticidas SPE RPHPLC-MS TCMTB [47]
HPLC-UV
Mezcla de pesticidas SPE HPLC-MS TCMTB [48]
GC-MS
Vino Italiano Benzotiazoles SPME GC-MS BT [5]

SPE: extraccién en fase sdlida, SPME: micro-extraccién en fase sélida, RP: faseinversa, HPLC: cromatografia
liquida de altaresolucién, M S: detector por espectrometria de masas, UV: detector espectrofotométrico de UV,
CE: electroforesis capilar, TLC: cromatografia en capafina

12
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En cuanto a los sistemas de deteccion, de la tabla anterior se observa que € méas
utilizado en las separaciones por HPLC y por CE fue el detector espectrofotométrico en la
region ultravioleta. El detector por espectrometria de masas fue utilizado para separaciones
por HPLC y por GC. En la Tabla 5 se resumen agunos limites de deteccién (LD) obtenidos

en e andlisis de |l os benzotiazoles.

Tabla 5. Limites de deteccion (LD) de algunas metodologias del andlisis de benzotiazoles.

Técnica Analitica Muestra Benzotiazoles Encontrados | LD, pg:I" | Ref.
GC-MS Orinade ratas y humanos MBT 20 [38]
HPLC-MS-MS Agua superficial BT 10-100 [43]
HPLC-MS TCMTB 1.0 [44]
Agua de mar

HPLC-UV y MS TCMTB 5.0 [45]
GC-MS Vino Italiano BT 45 [5]
HPLC-MS-MS Aguas de desecho BT, TCMTBy MTBT 2500 [49]

1.7 Seleccién de las técnicas analiticas para el estudio

En base alos resultados de |a busqueda bibliograficay alos antecedentes del trabgjo,
las técnicas seleccionadas en la etapa del tratamiento de la muestra fueron la extraccion con
disolventes organicos y la extraccion en fase solida. Las técnicas de separacion fueron la
cromatografia de gases y la cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa. Se
utilizaron tres sistemas de deteccion: (1) detector espectrofotométrico, (2) detector
electroguimico y (3) detector por espectrometria de masas. Ademas se llevaron a cabo los
experimentos enfocados en la determinacion del MBT por voltamperometria. A
continuacién se presentan de manera breve las técnicas mencionadas, haciendo énfasis en
sus posibles ventgjas y limitaciones en su aplicacion a andlisis de los compuestos de
interés.

1.7.1 Extraccion en fase sélida

La técnica de extraccion en fase sblida (SPE) se basa en la adsorcién selectiva de los
compuestos de interés en la superficie de un sdlido. La selectividad de la adsorcion puede
ser controlada y/o modificada por la seleccion apropiada de la fase solida. Al poner en
contacto una muestra liquida (o gaseosa) con un sdlido, los compuestos que presentan cierta
afinidad hacia este solido se quedan fijos en su superficie. Posteriormente, la fase liquida
puede ser eliminaday los compuestos de interés eluidos con un solvente adecuado. De esta
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manera se obtiene una solucién concentrada de los analitos (un pequefio volumen final
respecto a volumen de muestra) y con una composicion mucho menos compleja que la
muestra inicial. La técnica SPE fue introducida en la quimica analitica en los afios setenta
del siglo pasado [50] y desde entonces sus aplicaciones se van incrementando,
especialmente cuando se trata de simplificar la composicion de la matriz de la muestra
(“clean-up”) y en la preconcentracion de los analitos para su posterior separacion
cromatografica. Comunmente, el sorbente solido es elaborado en forma de particulas de
tamafio 10-100 um y esta empacado en una jeringa, cartucho o en un disco. Después de la
activacion de la superficie del sorbente, se hace pasar cierto volumen de la muestra por €l
dispositivo y finalmente los compuestos de interés que se hayan fijado en la fase sdlida se
eluyen utilizando un sistema de disolventes. La separacion se puede describir en cinco
etapas:
a) Acondicionamiento del sorbente sdlido (solvatacién de las alquil-cadenas para
asegurar €l mejor contacto con los compuestos durante etapa de adsorcion).
b) Activacion de la superficie (con un disolvente seleccionado, dependiendo de tipo de
sorbente solido y de |os compuestos a retener).
c) Adsorcion (pasando cierto volumen de muestra con una velocidad de flujo optima).
d) Lavado (eliminacion de los compuestos contaminantes, que no fueron adsorbidos
fuertemente en la superficie de lafase soliday que pudieran interferir en el andlisis).
€) Elucién de los compuestos retenidos en la fase solida (con un pequefio volumen de
un disolvente que presenta més alta afinidad hacia los compuestos respecto a los
grupos funcionales de lafase sdlida).
Obviamente, la seleccion del tipo de fase sOliday del sistema de los disolventes es el punto
clave en cada unade las aplicaciones [50].

En cuanto alos tipos de sorbentes utilizados en SPE, estos pueden ser clasificados de
manera semejante a las fases solidas en cromatografia liquida: (i) fase normal, (ii) fase
inversa y (iii) intercambiadores de iones. Los sorbentes utilizados como fase normal
contienen grupos polares (Tabla 6) y exhiben alta afinidad a los compuestos polares. La
fuerza de elucion de los disolventes disminuye en el siguiente orden: agua > metanol >
acetonitrilo > acetona, etc. Los intercambiadores de iones son los sorbentes que contienen
grupos funcionales cationicos o aniénicos (Tabla 6) y por tanto atraen los iones de carga
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opuesta. En este caso, las propiedades mas importantes del disolvente utilizado en la€elucién
son: el valor del pH y lafuerzaionica. En la mayoria de |as aplicaciones de SPE se utilizan
las fases sdlidas basadas en particulas de silice (en e caso de los cartuchos, € tamafio de
particula varia entre 40 y 80 um). Para €llo, los grupos silanol de la superficie son
modificados introduciendo diferentes grupos funcionaes, o que permite controlar la
afinidad de la superficie hacia diferentes grupos de compuestos (Tabla 6). Algunas otras
fases inversas utilizadas en la técnica SPE son elaboradas en base a florisil, alumina y
polimeros macroreticulares [50]. Este tipo de sorbentes presenta afinidad a los compuestos
apolares y parala elucion efectiva se requieren los disolventes apolares tales como hexano,
Isooctano, tolueno, etc.

Tabla 6. Clasificacion de los sorbentes en SPE.[50]

Grupo Funcional Estructura Quimica
Fase C1, mqil S!'CHg
Inversa CS8, octil S|'(CH2)7'CH3
C18, octadecil Si'(CH2)17-CH3
Fase S, sili_ca _ $-OH
Normal CN, cianopropil Si-(CH,):-CN
20H, diol Si-(CH,)3-O-CH,-CHOH- CH,0OH
Intercambio SCX, é(_:id_o bencensulfénicp — S?'(CHZ)3'C6|_|+4'SO3_
lonico DEA, dietilaminopropil aminaterciaria Si-(CH,)s-NH™-(CH,-CHy),
SAX, trimetilaminiopropil amina cuaternaria | Si-(CH,)s-NH"-(CHs);

Tomando en cuenta el carécter apolar de |os benzotiazoles, es de esperar su retencion
efectiva en los cartuchos de fase inversa. Asi, en la determinacion de los pesticidas y sus
metabolitos en agua de mar, se utilizaron los cartuchos poliméricos de fase inversa,
obteniéndose mejor recuperacion de los compuestos (incluyendo TCMTB) respecto a los
cartuchos de grafito [47]. En otro trabgjo, la separacion/preconcentracion de este tipo de
compuestos se obtuvo en los cartuchos C18 [44]. Hinojosa [1] estudié la retencion de
TCMTB, MBT, BT, MTBT y MBO en cartuchos C18 vy, utilizando las soluciones acuosas
obtuvo recuperaciones en el rango 92.0-99.0%. En el presente trabgjo, la extraccion en fase
solida se utilizd en e andlisis de aguas residuales por GC-MS, HPLC-UV y por
voltamperometria.
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1.7.2 Cromatografia liquida de alta resolucion

A pesar del importante avance en las técnicas de quimica analitica, sus aplicaciones
al andlisis de mezclas y de muestras reales son limitadas generalmente por la falta de
selectividad. En consecuencia, la mayoria de los procedimientos analiticos involucran una
etapa de separacion, previa a la etapa de medicion de la sefid analitica. En este contexto las
técnicas cromatograficas en columna son sin duda las mas utilizadas, ya que aseguran una
buena resolucién y son bastante versétiles. La cromatografia en columna puede ser definida
como un método fisico, basado en €l uso de dos fases de ciertas propiedades fisicoguimicas:
una estacionaria (que forma el relleno de la columna) y la segunda mévil (ésta pasa por la
columna en una direccion y con cierta velocidad). Los compuestos a separar son
introducidos a la columna junto con la fase mévil y la separacion se basa en las diferencias
entre la distribucién de los compuestos en las dos fases. Asi, durante € proceso
cromatogréfico las moléculas de cada uno de los solutos permanecen un lapso de tiempo
solubilizadas en |a fase movil y otro lapso de tiempo enlazadas a la fase estacionaria. Las
moléculas que exhiben mayor afinidad hacia la fase estacionaria, permanecen mas tiempo
enlazadas a esta fase respecto a los solutos con ata afinidad hacia la fase movil. En
consecuencia, €l tiempo requerido por cada uno de los solutos para pasar por la columna es
diferente y depende de las interacciones de estos compuestos con las dos fases. La elucion
de los compuestos de una columna se registra en forma de un cromatograma con ayuda de
un sistema de deteccion. Gracias a la resolucién de los compuestos, la selectividad de la
técnica analitica utilizada en la deteccion deja de ser un punto critico. De hecho, los
detectores comerciales pueden dividirse entre los altamente selectivos (fluorimétrico,
electroquimico, por espectroscopia de masas, e€tc), de baa selectividad
(espectrof otométrico) y no selectivos (conducti métrico).

Dependiendo de las propiedades de la fase movil las técnicas cromatogréficas se
dividen de manera siguiente:

Técnica Fase movil

Cromatografia de gases Gasinerte

Cromatografia de fluido supercritico Fluido de alta densidad, obtenido de un
compuesto aplicando la temperatura y la
presion por encimade los valores criticos

Cromatografia de liquidos Liquido de baja viscosidad
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Latécnicamaés utilizada hastalafechaen el anadlisis de los benzotiazoles es |la cromatografia
liquida, debido a que estos compuestos no son volatiles (Tabla 4). Dentro de esta técnica

existe otra clasificacion, que considera €l tipo de interacciones entre los solutos y la fase

estacionaria:
Técnicade HPLC Propiedades de | os sol utos que determinan la separacion
Dg reparto (fase normal Polaridad
0 inversa)

De intercambio ionico Carga€eléctrica
Exclusién por el tamafio
molecular

De afinidad Interacciones especificas

Tamario molecular

En el caso de HPLC en fase inversa, la fase estacionaria es menos polar que la fase
movil. Asi que, los compuestos apolares son retenidos y, en consecuencia resueltos en la
columna. En cuanto alos grupos funcionales, |as fases estacionarias comunes en este tipo de
cromatografia son las mismas que las enlistadas en la Tabla 6. A diferencia de los sorbentes
SPE, |a fase estacionaria para HPL C requiere un menor tamario de particula (3-10 um) y un
empacamiento de columna mas compacto y homogéneo que en un cartucho, para lograr la
separacion de compuestos con caracteristicas similares. Esto se debe a los efectos de
resistencia ala transferencia de la masa en la columna. El carécter apolar de los compuestos
organicos, considerados en € presente estudio justifica la seleccion de HPLC en fase
inversa para su separacion. Estatécnicatambién se ha utilizado por otros autores (Tabla 4).

Un punto importante en el desarrollo de un procedimiento cromatogréfico es la
seleccion de un sistema de deteccion. Las caracteristicas de un detector cromatografico ideal
son las siguientes [51]:

- Respuesta lineal del detector a la creciente concentracion o masa del soluto en el
eluyente de la columna.

- Sensihilidad adecuada para una aplicacion dada (el rango de sensibilidad de los
detectores comerciales es de 10°a 10 g de soluto por segundo).

- Sensibilidad parecida para los compuestos de interés, o una respuesta predecible y
selectiva para un solo soluto o una clase de solutos.

- Buenaestabilidad y reproducibilidad de la respuesta.

- Amplio rango de linealidad de la respuesta (preferentemente varios ordenes de

magnitud respecto ala concentracion o masadel soluto).
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- Tiempo de respuesta corto e independiente de la velocidad del flujo de lafase movil.
- Caracter no-destructivo (no destruye la composicién de la solucion).

L os detectores comercialmente disponibles se pueden clasificar en dos grupos: (1)
aquellos cuya respuesta es relacionada con las propiedades de la fase movil y que se
modifican en la presencia de los solutos (detector refractométrico, conductomeétrico, etc.) y
(2) aguellos cuya respuesta se basa en una propiedad del soluto (espectrofotométrico,
fluorimétrico, electroguimico, etc.). Obviamente, ninguno de ellos cumple con todos
requisitos de un detector ideal. Larevision bibliogréaficarealizada en el afio 1982 revel 6 que
el detector espectrofotométrico ha sido €l mas utilizado (71% de los trabajos publicados
sobre aplicaciones de HPL C), seguido por € fluorimétrico (15%), refractométrico (5.4%) y
y €l electroquimico (4.3%) [52].

1.7.2.1 Deteccion espectrofotométrica

En la deteccién UV/Vis se aprovechan las bandas de absorcion molecular de los
compuestos disueltos, en el rango espectral de la region ultravioleta y visible. El andlisis
cuantitativo se basa en la proporcionalidad entre la absorbancia a una longitud de onda
seleccionada (1) y la concentracion del compuesto en la solucion que pasa por € detector
(ley de Beer). En los compuestos organicos insaturados, €l fendmeno de absorciéon se
relaciona principal mente con el desplazamiento de electrones . En cada uno de los casos, |a
forma del espectro y su intensidad depende de la presencia de grupos croméforos en la
molécula. Por lo general, los compuestos organicos absorben fuertemente en la region de
longitudes de onda menores de 220 nm y en estas condiciones, €l detector UV pudiera
considerarse como un detector sensible y universal (magnitud de la sefiad adtay parecida
para diferentes compuestos). Sin embargo, no todos disolventes utilizados como
componentes de la fase movil son dpticamente transparentes en esta region. Ademas, €
hecho de que mayoria de los compuestos presenta altos coeficientes de absortividad molar
en A < 220 nm provoca alto ruido de lalinea base. Finalmente, en €l analisis de las muestras
complejas, no siempre es posible lograr la resolucién de todos |os compuestos y, con €l uso
de un detector universal existe un alto riesgo de solapamiento de los picos cromatogréficos.
Al aumentar la selectividad del detector hacia los solutos de interés, éste se queda “ciego” a

los interferentes, 10 que permite registrar picos limpios de los analitos, aun cuando su
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separacion de los interferentes en la columna no es completa. En consecuencia, |a deteccion
se lleva a cabo en las condiciones de compromiso; utilizando la regién de longitudes de
onda mayores, donde aumenta la selectividad, pero sacrificando la sensibilidad de la
respuesta.

En la estructura de cada uno de los compuestos sel eccionados para este estudio (los
benzotiazoles, MBO (Figura 7) y PCF (Figura 6) se encuentran varios grupos cromoéforos y
las longitudes de onda de deteccion reportadas en la literatura varian entre 220 nmy 328 nm
[2, 31, 39-41].

L as condiciones de deteccion utilizadas anteriormente, fueron 280 nm para TCMTB,
BT, MTBT, MBOy 324 nm para MBT [1]. En el andlisis de aguas residuales, se observé la
elucion de varios compuestos presentes en la muestra, que no fueron eliminados durante la
etapa de SPE. Debido a las interferencias de matriz (sobre todo la co-elucion de los
interferentes con el estédndar interno MBO), la sensibilidad de la determinacion de todos los
analitos disminuyd respecto a la sensibilidad obtenida para la solucion sintética y la
cuantificacion se llevo a cabo por el método de adicién de esténdar.

L os procedimientos por cromatografia liquida incluyen frecuentemente una etapa de
derivatizacion quimica de los solutos: antes de introducir la muestra en la columna, o en la
salida de la columna. La derivatizacion de uno o més analitos ofrece las siguientes ventgjas:

- Disminucion de la polaridad del soluto para poder llevar a cabo |a separacion en fase
inversa con mayor retencion en la columnay, en consecuencia mejor resoluciéon con
respecto alos compuestos no derivatizados.

- Aumento de la estabilidad del analito.

- Aumento de la magnitud de respuesta del detector para todos los solutos de interés
(mejor sensibilidad).

- Aumento de la magnitud de la respuesta para uno, 6 algunos, pero no todos los
componentes de la muestra (mejor selectividad y sensibilidad).

En base a estos antecedentes que se acaban de presentar, uno de los enfoques de este
trabajo fue afinar € procedimiento cromatogréfico desarrollado anteriormente para poder
llevar a cabo la cuantificacion de TCMTB, MBT, BT, MTBT y PCF en aguas residuales
utilizando el MBO como estandar interno. Se propuso la derivatizacion pre-columna de los

benzotiazoles con el reactivo 4-cloro-7-nitrobenzofurazona (NBD-Cl), ya que se ha
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reportado que éste reacciona con el grupo funcional —SH de varios compuestos formando
derivados fluorescentes [53]. El objetivo de esta modificacion fue obtener mejor resolucion

cromatograficay aumentar la selectividad y sensibilidad de la deteccién.

1.7.2.2 Deteccidn electroquimica

A pesar de que la técnica HPLC es una herramienta de separacion muy potente, no
siempre es posible obtener la resolucion de los compuestos que presentan propiedades
fisicoquimicas similares. Como ya se ha mencionado, este problema puede resolverse
utilizando un sistema de deteccion selectivo, que responda solamente a cierto tipo de
compuestos. Otra de las limitaciones de HPL C es la necesidad de detectar y cuantificar cada
uno de los solutos en los pequefios volimenes de la solucion que sale de la columna. Por
ello, son preferibles |os detectores altamente sensibles, que facilmente pueden ser adaptados
a un sistema en flujo y que presentan cierta selectividad. Varias técnicas electroanaliticas
cumplen con estos requisitos. Entre éstas, destacan las técnicas voltamperométricas que
ofrecen excelente sensibilidad, pero cuya moderada selectividad limita sus aplicaciones en
el andliss de muestras complgas. Asi que, € acoplamiento entre HPLC y la
voltamperometria permite extender las posibilidades y el rango de aplicaciones de cada una
de estas técnicas.

De manera general, los detectores electroquimicos se clasifican dependiendo de la
propiedad que se esta midiendo:

Sefial analitica Tipo de detector
Capacitancia  Detector de la constante dieléctrica
Resistencia Detector de la conductividad
Voltge Detector potenciométrico
Corriente Detector coulométrico

Detector polarografico

Detector amperométrico

Todos los detectores voltamperométricos se basan en la produccién de la corriente
eléctrica, causada por la oxidacion o reduccion de la especie electroactiva (soluto saliendo
de la columna HPLC) en la superficie de un €electrodo, a que se aplica un potencial
apropiado. La alta selectividad del detector se debe a hecho de que e fendmeno de
oxidacién/reduccion ocurre a un potencia especifico, dependiendo de los grupos

funcionales en la estructura del compuesto electroactivo [54]. En relevancia a este estudio
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cabe aclarar que, € término “detector amperométrico” se refiere a un grupo de los
detectores voltamperométricos, donde el electrodo de trabajo es solido (carbdn vitreo o un
metal noble). En e caso mas simple, a este electrodo se aplica un potencial constante,
adecuado para lograr la oxidacion o reduccion del anaito. La magnitud de la corriente
eléctrica producida en la celda se toma como la sefia analitica. En los detectores
amperomeétricos mas recientes el potencial es aplicado en forma de pulsos, lo que facilitala
limpieza y renovacion de la superficie del electrodo de trabajo. Existen varios disefios
comerciales de las celdas electroquimicas, pero independientemente del disefio, la celda de
detector consiste en tres eléctrodos (de trabajo, de referencia y auxiliar) con un volumen
pequefio (< 20 ul), significativamente inferior en comparacion con € volumen de banda
cromatogréfica (aprox. 0.3 ml). Tomando en cuenta la composicion del eluyente de una
columnaHPLC, lafase movil actta como el electrolito soporte en la celda del detector. Esto
a su vez causa las siguientes limitaciones a momento de seleccionar la composicion de la
fase mévil mas adecuada para la separacion cromatogréfica:
- Laconcentracion de un electrolito en lafase mévil en el rango 0.010 - 0.10 mol 1™,
- Laconstante dieléctrica del solvente suficientemente alta para permitir laionizacion
del electralito,
- Fase movil electroquimicamente inerte bagjo las condiciones de potencia aplicadas
en la deteccion.

En consecuencia, la deteccion electroquimica es particularmente compatible con las
técnicas de fase inversa 'y de intercambio ionico. Ademas, las aplicaciones son limitadas a
las separaciones cromatograficas isocraticas, ya que los cambios de composicion de la fase
movil (electrolito soporte) durante el gradiente provocan cambios drésticos de la linea base.
L a deteccion amperométrica en la modalidad oxidativa ha sido ampliamente utilizada en el
andlisis de fenoles, aminas arométicas, tioles, compuestos heterociclicos, etc. [55]. La
electroactividad de los compuestos organicos insaturados se debe al hecho de que sus
estructuras electronicas tienden a estabilizar los radicales libres que se forman como
productos intermedios de su oxidacion en el anodo. Asi que, la barrera de activacion de esta
reaccion es baja favoreciendo la cinética [55]. A pesar de que, a un potencial adecuado, la
oxidacion de compuestos organicos sin  electrones w en su estructura es

termodinémicamente favorecida, estos compuestos no son electroactivos debido a la lenta
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cinética de la oxidacion. En este caso, se pueden utilizar los eléctrodos de propiedades
cataliticas, preferentemente de los metales nobles, cuyos orbitales d son insaturados.

En la revision bibliografica se encontraron varias aplicaciones de HPLC con
deteccion electroquimica en €l andlisis de los compuestos de azufre, incluyendo sulfuros,
disulfuros, tioles, tioéteres, tiocarbamatos, etc. [55]. Un importante nimero de trabajos fue
dedicado a la determinacion de los compuestos biol 6gicamente activos y, en especifico ala
determinacién de amino &cidos (cisteina, metionina, cistina) [56-58] y glutationa [59]. En
un articulo reciente, White y col. presentaron e estado de arte en la deteccion
electroquimica de tioles, con énfasis en la glutationa, cisteina y homocisteina [60]. El
procedimiento mas simple ha sido la oxidacién directa del grupo —SH en la superficie del
electrodo de carbon vitreo [61, 62], de platino [63], oro [64-66] y plata [67] utilizando €l
potencial constante. Sin embargo, bgo estas condiciones se presenta e problema de
pasivacion de la superficie del electrodo por la adsorciéon del analito [60]. Otros autores
utilizaron la deteccion electroguimica de pulsos para evitar la pasivacion del electrodo [68-
70]. El ciclo de un pulso generalmente consiste en | as siguientes etapas.

- Potencial oxidativo relativamente alto por un corto tiempo con el fin de limpiar la
superficie del electrodo
- Un potencial reductivo para eliminar los 0xidos formados y de esta manera reactivar
la superficie
- Aplicacion de un potencial adecuado parala oxidacion selectiva de tioles de interés.
Cabe mencionar que, debido a su falta de selectividad, |a deteccion electroquimica no puede
ser utilizada para el analisis directo de mezclas de compuestos de azufre. Sin embargo, en
acoplamiento con la separacion cromatografica se reportaron excelentes limites de deteccion
para los compuestos individuales: 4-10° mol-I™* glutationa en cabello [69] y 6-10° mol-I™
cistina[64].

Una parte del presente estudio tiene el enfoque a la determinacion del funguicida
TCMTB y sus posibles metabolitos en aguas residuales y en orina de los trabajadores
expuestos a este funguicida. Para ello y en base a la revision bibliogréfica realizada, la
deteccion electroquimica fue seleccionada como una aternativa para cuantificar estos
compuestos después de su separacion por HPLC en fase inversa. Hasta la fecha existe
solamente un reporte sobre la determinacién de TCMTB y MBT (principal metabolito) en
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orina. En € trabajo citado se obtuvieron los derivados volatiles de los dos compuestos y €l
andlisis se llevé a cabo por cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de
masas [38]. La unica especie detectada en las orinas de los individuos expuestos fue €l
MBT. Por €ello, en el presente trabajo se consideraron dostioles: el mercaptobenzotiazol y el
mercaptobenzoxazol (estandar interno). La aplicacion propuesta podria bagjar los limites de
deteccion en la cuantificacion, ademés de que € procedimiento HPLC-ED ofrece la ventgja

de simplicidad y bajo costo de andlisis.

1.7.3 Voltamperometria

El fenébmeno de la adsorcion de ciertos compuestos organicos en la superficie de un
electrodo de mercurio a potencial cero ha sido utilizado para fines analiticos por varios
autores [71]. Después de un tiempo de depositacion del analito en el electrodo, éste puede
ser redisuelto mediante el proceso de oxidacion o reduccién, estimulado por la aplicacion de
un potencial adecuado. La ventgja importante de la voltamperometria de redisolucion es
que, utilizando un tiempo considerablemente largo en la etapa de depositacion se obtiene la
preconcentracion selectiva del analito y, en consecuencia una mejor sensibilidad de la
determinacién. En la revision bibliogréfica se encontraron varias aplicaciones de la técnica
de voltamperometria adsortiva de redisolucion catddica en la determinacion de compuestos
organicos no electroactivos que, a formar quelatos con los iones metdlicos pueden ser
convertidos en especies electroactivas [ 72, 73]. Uno de los compuestos estudiados ha sido €l
MBT, para el cual las formas electroactivas fueron sus compleos (o sales) con iones de
cobalto, niquel, mercurio y cobre [72, 74, 75]. En este laboratorio se desarrollé un
procedimiento voltamperométrico para su posible aplicacion en la determinacion de MBT
en licores de curtido después de extraccion con acetato de etilo. Para ello se estudiaron
varios pardmetros experimentales, encontrandose una mejor sensibilidad en presencia del
ion cobre (10:1 respecto a MBT), asi como € efecto benéfico de la presencia de una baja
concentracion de un modificador organico y de un surfactante no iénico. Las caracteristicas
analiticas evaluadas en la técnica de onda cuadrada permitieron establecer € rango Util de
trabajo entre 5.0 y 70.0 nmol ™. Sin embargo, en e andlisis de muestras reales se observo
una fuerte supresion de la sefial en presencia de acetato de etilo, requerido en la etapa de

extraccion del MBT déd licor de curtido. Otra alternativa parala determinacion del MBT por
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voltamperometria adsortiva, fue la formacion de la onda catalitica de protones [1]. Se
demostro que, a pH &cido el MBT presenta cierta actividad catalitica, adscribiendo este
efecto ala capacidad de enlazar €l proton através del par electrénico libre en la moléculade

MBT. La formacién de la onda catalitica de protones se presenta esqueméticamente en la

Figura 9.
MBT + H* - MBTH" g0 H g o | Potencia e
M BTH+(disuelto) - M BTH+(adsorbido) € E _J reduccion alto
MBTH" (aasorbido) + € —> MBT (agsorbico) + 2 Ha
. ) Potencial de
MBT (agorbidey * 2 H> MBTH (disuelto) | reduccion bajo

Figura 9. Formacion de la onda catalitica de protones.

De esta manera, la presenciadel MBT provoca una disminucién del sobrepotencial
de la reduccién de proton, siendo la magnitud de la sefid voltamperomeétrica directamente
proporciona a la concentracion del MBT en la solucién [76, 77]. En presencia de écido
fosférico (80.0 mmol-I™") y utilizando la técnica de onda cuadrada se obtuvo una mejor
sensibilidad en la determinacion del MBT con respecto al procedimiento donde la especie
electroadsortiva fue el MBT-Cu (15 nA-l-nmol™ frente 3.2 nA-l-nmol™). Por otro lado, €
procedimiento basado en el proceso catalitico fue mas susceptible a las interferencias
provocadas por €l solvente utilizado en la etapa de extraccion y por la presencia de otros
componentes de la muestra, que pudieran ser extraidos del licor de curtido bajo las mismas
condiciones [1]. Estos resultados confirmaron los reportes sobre otras aplicaciones de las
corrientes cataliticas, donde se observé una alta sensibilidad a los cambios de temperatura,
de pH y supresion en presencia de diferentes compuestos, incluyendo surfactantes [78]. A
pesar de las limitaciones de las corrientes cataliticas que se acaban de mencionar, esta
alternativa parece muy atractiva debido a que la magnitud de la sefia es significativamente

mas alta con respecto a las corrientes de difusion:

| cataiticas >> lifusion

24



Caeitulo 1. Introduccion

Tomando en cuenta que se presenta una muy buena sensibilidad de la determinacion
del MBT por voltamperometria adsortiva de redisolucion catodica con formacion de onda
catalitica de protones, en este trabajo se continué con los estudios sobre su posible
aplicacion en € andlisis de muestras medio ambientales. Basandose en los resultados
obtenidos anteriormente, se estudio el efecto de una serie de parametros que pudieran

disminuir o eliminar las interferencias observadas.

1.7.4 Cromatografia de gases con deteccidn por espectrometria de masas

Los principios generales de la cromatografia de gases (GC) son muy similares alos
de cromatografia de liquidos en columna (seccion 1.7.2) con la diferencia que la fase movil
€S un gas inerte que no interacciona con los solutos. Asi, en la cromatografia de gases, los
solutos son distribuidos entre la fase estacionaria (liquido inmovilizado en un soporte
solido) y el gasinerte, cuya Unicafuncion es la de transportar |os compuestos en la columna.
L a separacién se obtiene gracias alas diferencias en lavolatilidad y polaridad de los solutos.
En consecuencia, la técnica GC tiene aplicaciones en € andlisis de los compuestos
organicos e inorganicos que son volatiles y térmicamente establ es.

El sistema de introduccion de la muestra permite la inyeccion directa de muestras
gaseosas 0 incluye una cAmara de vaporizacion instantanea situada en la cabeza de columna.
Entre las cuales se pueden mencionar los métodos de la cabeza gaseosa (headspace) y de
purgay trampa[79].

A diferencia de las columnas en cromatografia liquida, las columnas en GC son
mucho més largas (de 2 hasta 100 m) y se pueden clasificar como las empacadas (rellenas) y
las tubulares abiertas (capilares). Las columnas de relleno son relativamente cortas (aprox. 3
m) y tienen diametro interno de 2 a 4 mm. El relleno es un solido inerte de tamafio de
particula entre 150 y 250 um, recubierto con una capa fina (0.05 — 1 um) de la fase
estacionaria liquida. Las columnas capilares abiertas son més largas (hasta 100 m) y pueden
tener lafase liquida inmovilizada sobre la pared del capilar o sobre e soporte que forma un
recubrimiento de la pared. En el dltimo caso, una muy fina capa del recubrimiento (30 um,
usualmente tierra de diatomeas) permite aumentar la cantidad de la fase estacionaria en la

columna y, en consecuencia una mayor capacidad de carga. En la Tabla 7 se resumen las
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propiedades y caracteristicas de las columnas utilizadas en las separaciones GC, donde se

puede observar como el disefio de la columna afecta | os parametros de separacion.

Tabla 7. Propiedades y caracteristicas de |as columnas para cromatografia de gases [80].

. Tipo de columna
Parametro FSOT | WCOT | SCOT | Relleno
Longitud, m 10-100 10-100 10-100 1-6
Diametro interno, mm 0.1-0.53 0.25-0.75 0.5 2-4
Eficacia, platosm 2000-4000 | 1000-4000 | 600-1200 | 500-1000
Tamafio de la muestra, ng 10-75 10-1000 10-1000 10-10°
Presion relativa baja baja baja ata
Velocidad relativa rapida rapida rapida lenta
Inactividad quimica mejor > peor

FSOT — columna capilar de silice fundida, WCOT — columna capilar de pared
recubierta, SCOT — columna capilar con soporte recubierto

En cuanto a la fase estacionaria, las propiedades deseables incluyen su baja
volatilidad y alta estabilidad térmica, los liquidos deben ser quimicamente inertes y
presentar caracteristicas que aseguren buena separacion de los solutos. Entre las fases mas
comunes se pueden mencionar en orden de polaridad creciente: polidimetil siloxano,
poli(fenilmetildifenil) siloxano, poli(fenilmetil) siloxano y polietilenglicol.

Las separaciones por GC requieren de una temperatura elevada (por encima de los
puntos de ebulicion de los solutos) y, en la mayoria de los casos se llevan a cabo en un
gradiente de temperatura, por lo que la columna esta colocada en un horno con posibilidad
de programar y controlar latemperatura.

Entre los sistemas de deteccion utilizados en cromatografia de gases, en las Ultimas
décadas destaca €l uso de la espectrometria de masas. El acoplamiento entre estas dos
técnicas es bastante simple ya que en la mayoria de |os casos tanto la composicion de lafase
gaseosa sdliendo de la columna como su caudal permiten la introduccion directa del
eluyente ala camara de ionizacion del espectrémetro de masas. Uno de los analizadores de
masas utilizado en GC-MS es la trampa de iones. En este disefio, los iones en estado
gaseoso son generados por impacto de electrones o por ionizacién quimica y
posteriormente almacenados por la accién de campo eléctromagnético (trampa ionica).
Luego, los iones son expulsados de la trampa de tal manera, que se lleva a cabo un barrido
en funcion del cociente masalcarga (m/z) y transportados hacia un detector de iones. Las

ventagjas mas importantes del sistema GC-MS son su alta selectividad y sensibilidad de
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separacion/deteccion, asi como la posibilidad de caracterizar los solutos basandose en €
espectro de masas obtenido.

Muy frecuentemente, el procedimiento analitico por GC involucra una etapa de
derivatizacion pre-columna, cuyos objetivos pueden ser: (1) mejorar la estabilidad térmica
de los compuestos de interés, (2) modificar la volatilidad y/o polaridad de los solutos para
obtener una mejor resolucion, (3) convertir los compuestos no volétiles en sus derivados
volatiles e (4) introducir a la molécula un grupo marcador dirigido a detector. Cabe
mencionar que, en el analisis de muestras complegjas, la volatilizacion de los compuestos de
interés presenta una ventgja adicional, ya que se obtiene separacién de los analitos de otros
componentes de la matriz. Existe una serie de requisitos que deberia cumplir la reaccion
quimica para su aplicaciéon en derivatizacion pre-columna. Entre otros, la reaccion deberia
ser cuantitativa y de cinética rédpida, pudiéndose introducir la mezcla de reaccién
directamente en la columna y obteniéndose la resolucion del exceso del reactivo de los
solutos derivatizados. Obviamente, no siempre se cumplen todos estos requisitos, en la
mayoria de los casos el procedimiento pre-columna incluye etapas adicionales tales como
eliminaciéon del exceso de reactivo, cambio del disolvente, etc. Un gemplo tipico es la
reaccion con los agentes sililantes (N,O-bis(trimetilsilil)acetamida u otros) que convierten
un hidrégeno activo de grupos polares (-OH, COOH, -NH,, =NH, -SH) en un grupo —O-

Si(CHs)s. La Tabla 8 presentalos tres principal es métodos de derivatizacion en GC.

Tabla 8. Reacciones de derivatizacion cominmente utilizadas en GC.

Método | Reactivos tipicos de derivatizacion gomp“.esm 2| Derivados
erivatizar
Anhidrido trifluoroacético, TFAA R-OH R'O'CO'R,
L P S R-SH R-SCO-R
Acilaciéon | Anhidrido pentafluoropropidnico, PFAA ,
Anhidrido heptafluorobutirico, HFAA R-NH, R-NH-CO-R
’ R,-NH R,-N-CO-R’
N, N-dimetilformamidadimetilacetal , DMFDA | X OH ROR
S . R-SH R-SR
Alquilacion | Pentafluorobencilbromuro, PFBB ,
Hidréxido de trimetilanilinio, TMAH R-COOH | R-COO-R
’ R-NH, R-NH-R’
R-OH R-O-Si(CHs)3
Hexametildisilazano, HMDS R-COOH R-COO- Si(CH3)3
Sililacion | N, O-bis(trimetilsilil)acetamida, BSA R-NH, R-N-[Si(CH3)3]»
N, O-bis(trimetilsililtrifluoroacetamida, BSTFA | R-NH R,-N-Si(CH3)3
R-CO-NH, | R-CO-N-[Si(CH3)3],
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En larevision bibliogréfica se encontraron varias aplicaciones de la cromatografia de
gases en € andlisis de benzotiazoles (Tabla 4). Asi, en el andlissde TCMTB y de MBT en
orina Manninen y col. [38] utilizaron pentafluorobencilbromuro (PFBB) para convertir los
analitos en sus respectivos tioéteres antes de su introduccién en la columna GC. Por otro
lado, ha sido reportado [81] que el mismo reactivo pudiera ser utilizado en la derivatizacion

de alcoholes, &cidos, tioles y aminas de acuerdo con & esquema presentado en la Figura 10:

Compuesto a

Reactivo derivatizar Derivados
Br L} R-O-CH,C4Fs
F F ;
| RCOOH __y R.CcOO-CH,CF,
F F :
[RSH ) RSCH,CF
F
Pentafluorobencil bromuro (PFBB) R-NH,

L2 % R-NH-CH,C,Fs

Figura 10. Reacciones de derivatizacion pre-columnadel pentafluorobencilbromuro
con diferentes grupos funcionales.

Considerando la estructura quimica de los compuestos de interés para este estudio
(los benzotiazoles y el pentaclorofenol), el PFBB ha sido seleccionado como reactivo
derivatizante para las pruebas de analisis de aguas de desecho por cromatografia de gases

con deteccidn por espectrometria de masas.
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Capitulo 2. Objetivos

2.1 Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar nuevas metodologias analiticas
para la determinacion de los funguicidas utilizados en el tratamiento de las pieles en la
industria curtidora (2-[tiocianometil)tiol]-benzotiazol, asi como sus posibles productos de

degradacion y el pentaclorofenol) en muestras medio ambientales y clinicas.

2.2 Objetivos especificos
Con el fin de lograr el objetivo anterior se definieron los siguientes objetivos
particulares:

1. Desarrollar el procedimiento por cromatografia liquida de alta resolucion con
deteccion espectrofotométrica para la determinacion del 2-[(tiocianometil)tiol]-
benzotiazol (TCMBT), 2-mercaptobenzotiazol (MBT), benzotiazol (BT),
metiltiobenzotiazol (MTBT) y pentaclorofenol (PCF) en aguas de desecho.

2. Desarrollar el procedimiento por cromatografia liquida de alta resolucion con
deteccion amperométrica para la determinacion del MBT en muestras medio
ambientales y clinicas.

3. Avanzar en el estudio sobre la posible aplicacion de la voltamperometria adsortiva
de redisolucion catédica con onda catalitica de protones en la determinacion de
MBT en aguas de desecho.

4. Aplicar el pentafluorobenciloromuro (PFBB) como reactivo derivatizante para la
determinacion de los compuestos seleccionados por cromatografia de gases con

deteccion por espectrometria de masas.
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3.1

7.
8.
9.

Capitulo 3. Parte Experimental

Instrumentos
Espectrofotometro Spectronic 3000 con arreglo de diodos (resolucion 0.35 nm, Milton
Roy), equipado con el paguete de software User Data, v. 2.01 de Milton Roy, Inst. Co.
Cromatografo de liquidos (modelo 1050, Hewlett Packard) con detector
espectrofotométrico de onda mdltiple y detector fluorimétrico programable (modelo
1046A), ambos controlados por € paquete de softwere ChemStation.
Bomba CLAR (modelo PM-80) con desgasificador de vacio modelo 2C-26B y detector
amperométrico EPSILON (Bioanalytical System, Inc.). El equipo es controlado por un
paquete de software Chromgraph 2.34.00 (Bioanalytical System Inc.). El detector
amperomeétrico esta acoplado a una celda de flujo CC-5 de volumen 0.3 ul con
electrodos de trabgjo de Au (28 mm?) y carbén vitreo (28 mm? y 113 mm?). El
electrodo de referenciaes Ag/AQCI y el electrodo auxiliar de acero inoxidable 316.
Cromatégrafo de gases modelo CP3800 (Varian Chrompack) acoplado a un detector de
masas modelo Saturn 2000 (Varian Chrompack) controlado por el software Saturn
GC/MS Workstation v. 5.51.
Potenciostato Metrohm 693 VA Processor. Electrodo de trabagjo de Hg, electrodo de
referencia Ag/AQCl y electrodo auxiliar de Pt.
Potenciostato EG& G Princeton Applied Research Modelo 270/250 controlado por el
paguete de software Research Electrochemistry v. 4.30.
Microcentrifuga Denver Instrument.
Vortex Genie 2.
Potenciometro Corning (313 pH/temperatura).

10. Purificador de agua (calidad de agua MilliQ); Labconco Water PRO PS.

3.2 Software

Grams/32, version 5.01 (Galactic Industries Corporation, E.U.A).
Grapher version 1.27 (Golden Software, E.U.A.).

Hoja de calculo y procesador de textos (Microsoft office2000).
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3.3 Equipo y material de laboratorio

Frascos de polietileno 1000 ml (Fisher).

Tubos Eppendorff 1.5 ml.

Gradilla para tubos Eppendorff.

Tubos Falcon 50y 15 mll.

Matraz volumétrico 1000 ml (Baxter Scientific Products).

Micropipetas Eppendorff 0.5-10 ul, 20-200 pl y 200-1000 pl.

Cartuchos SepPak-Plus C18 (Waters).

Columnas analiticas Hypersil ODS (250 x 4.6 mm, 5 um) y C18 Kromasil 100 (250 mm x
4.6 mm x 5 um).

Columna para GC-MS CP-SIL 8CB/MS 30 m x 0.25 mm con un grosor de fase estacionaria
de 0.25 pm.

3.4 Reactivos, disoluciones y muestras

Todos los solventes utilizados fueron de calidad cromatogréfica, la pureza de los
reactivos fue grado analitico y se utilizé agua desionizada (18.2 MQ2 cm) del sistema de
purificacién de agua Labconco.

Para todas las técnicas se prepararon disoluciones patron en acetonitrilo del 2-
mercaptobenzoxazol (MBO), 2-mercaptobenzotiazol (MBT), 2-[(tiocianometil)tiol]-
benzotiazol (TCMBT), metiltiobenzotiazol (MTBT), benzotiazol (BT) y pentaclorofenol
(PCF) con una concentracion de 1.0 g ™. Todos los reactivos anteriores fueron adquiridos
en Sigma, excepto TCMTB que fue proporcionado por Buckman Laboratories Inc. Las
disoluciones de trabajo (1.0 mg-™ en acetonitrilo) de dichos compuestos se prepararon

diario.
3.4.1 Determinacién por HPLC con deteccion espectrofotométrica

El &cido acético fue de reactivos Sigma.
El acetonitrilo grado HPLC fue de J.T. Baker Chemicals.
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3.4.2 Determinacion por HPLC con deteccion espectrofotométrica previa
derivatizacion precolumna con NBD-CI

El buffer de carbonatos (0.10 mol ™%, pH 7.7) fue preparado utilizando reactivos Sigma.
Lasolucién de NBD-CI (0.10 g™ en acetato de etilo) se preparé usando reactivos Sigma.

El acetato de etilo fue de J.T. Baker Chemicals.

3.4.3 Determinacion por HPLC con deteccion amperométrica

Se utilizaron las disoluciones de los siguientes reactivos Sigma: écido acético, &cido
fosforico, acido monocloroacético, hidroxido de sodioy EDTA.

El acetonitrilo grado CLAR y cloruro de metileno fue de J.T. Baker Chemicals.

3.4.4 Determinacion por voltamperometria adsortiva de redisolucién catédica
El &cido trifluoroacético, TFA (10.0 %) y € acido fosforico fueron de Sigma.
El acetonitrilo grado CLAR y cloruro de metileno fue de J.T. Baker Chemicals.

3.4.5 Determinacion por cromatografia de gases con detector por espectrometria de
de masas

El hidréxido de tetrabutilamonio (0.080 mol-I™) y e tampén de fosfatos (0.10 mol-I™, pH
8.0) fue preparado a partir de reactivos Sigma.

La solucion de bromuro de pentafluorobencilo (1.0%) en etanol fue preparado a partir de
reactivos Sigma.

El acetato de etilo y €l etanol fue de J.T. Baker Chemicals.

3.5 Muestras Utilizadas en este estudio

La muestra agua de desecho municipal de Ledn fue proporcionada por la Comision
de Aguay Saneamiento del Estado de Guanajuato.

Las muestras de orina de trabajadores expuestos al funguicida TCMTB fueron
proporcionadas por €l Dr. Carlos Konhauser (Instituto de Investigaciones Médicas de la

Universidad de Guanajuato).
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Capitulo 4. Resultados y Discusidn

Este estudio esta enfocado al desarrollo de herramientas analiticas que pudieran ser
utiles en la evaluacion del impacto medio ambiental generado por € uso de fungicidas en la
industria curtidora en Ledn, Gto. En actualidad, €l fungicida mas utilizado en la proteccion
de pieles parcialmente tratadas es el TCMTB, que puede degradarse en el medio formando
compuestos mas téxicos con respecto al funguicida mismo (MBT, MTBT, BT). Por otra
parte, no se puede despreciar € uso anterior del pentaclorofenol (PCF), ya que este
compuesto organoclorado es atamente toxico y persistente en el medio ambiente. Para
lograr los objetivos definidos, en el desarrollo del trabajo se utilizaron diferentes sistemas
quimicos, técnicas de tratamiento de muestras, de separacién y de deteccion. En la Tabla 9
se presentan sSistematicamente las matrices quimicas estudiadas, los compuestos
determinados y las etapas claves en los procedimientos analiticos, haciendo referencia a la

seccion de este capitulo donde se presentan | os resultados obtenidos.

Tabla 9. Compuestos seleccionados, sistemas quimicosy
estrategias anal iticas propuestas para €l estudio.

Matriz quimica Analitos Pre-tratamiento Técnica analitica Seccion
oot | TSV | e | HCTmmeR |,
sovionmasto | JONTENET, | Cevatzaits |l | s
gﬂl::‘de desecho MBT Extraccion lig-lig D aﬁégﬁfﬁgﬁéﬁm 4.2
Agua de desecho MBT SPE dgggglegéﬁéidggéia 4.3

Es necesario resaltar que el uso de las herramientas electroanaliticas fue restringido
al andlisis del MBT, debido a que es un compuesto estable y presenta electroactividad bajo
condiciones adecuadas. Por otra parte, el MBT fue reportado como €l principal producto de
degradacion del TCMTB en muestras ambiental es por varios autores (Tabla4). Su presencia
fue también detectada en la orina de individuos expuestos al TCMTB, lo que justifica la
necesidad de poner a punto los procedimientos analiticos adecuados para la cuantificacion
de este compuesto particular, considerandolo como un tipo de indice de contaminacién con
el funguicida TCMTB.
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4.1 Analisis del funguicida TCMTB, sus productos de degradacion y del PCF por
HPLC con deteccidn espectrofotométrica

La primera etapa del estudio fue la seleccion de las condiciones cromatogréficas por
HPLC en fase inversa para lograr la resolucion de los funguicidas TCMTB y PCF, los
productos de degradacion del TCMTB (MBT, BT, MTBT) y e MBO como un posible
estandar interno. En el desarrollo experimental se tomaron como base las condiciones de
separacion y deteccidon reportadas anteriormente [1] y se utilizd una solucion de los
estandares conteniendo 0.050 g™ de MBOy MBT, 0.20 g1 de BT, 0.10 g1 de TCMTB y
MTBT y 1.0 g-ml™ de PCF en acetonitrilo. Esta disolucion fue introducida a sistema
cromatogréfico variando sistematicamente la composicion de la fase movil (tipo y
concentracion del acido, porcentaje del modificador organico) y las condiciones de elucion.
En cuanto a la deteccidn espectrofotométrica, se adoptaron las condiciones utilizadas en el
estudio anterior, ya que el compuesto adicionado en este estudio (pentaclorofenol) presenta
alto coeficiente de absortividad molar en laregion de 280 nm. Hinojosa separd la mezcla de
TCMTB, MBT, BT, MTBT y MBO en 9 minutos, utilizando la €lucion isocratica con
acetonitrilo: 0.10% acido trifluoroacético (80:20). En este trabajo se obtuvo una buena
separacion y tiempos de retencién mas cortos con una cantidad menor de acetonitrilo (66%)
y utilizando una baja concentracion de un acido menos contaminante (0.020 % acido
acético). Las condiciones cromatogréficas seleccionadas y e cromatograma tipico de los

estandares se presentan en laTabla 10y en laFigura 11.

Tabla 10. Condiciones cromatograficas sel eccionadas para la separacion del
TCMTB, MBT, BT, MTBT, PCFy MBO por HPLC en fase inversa.

Columna Hypersil ODS 5 um, 4.6 mm x 250 mm
Fase movil 0.020% Acido acético (pH 3.7) : Acetonitrilo (34:66)
Volumen de inyeccion | 20 ul
Elusién Isocrética
Flujo 1.2 ml min*
Deteccion Aana=280 nm, =400 nm, 6=60nm - MBO, BT, TCMTB, MTBT, PCF
Aana=324 nm, A,=380 nm, 8=60nm - MBT
d - rendija
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Figura 11. Cromatograma tipico de lamezcla de los estandares (0.80 mg-™ de MBO 'y
MBT, 3.2 mg!™* de BT, 1.6 mg™ de TCMTB, 1.6 mg!™ de MTBT y 16.0 mg:I* de PCF)
obtenido por HPL C en fase inversa con deteccion en (----) 280 nmy (—) 324 nm
(condiciones cromatograficas en Tabla 10).

Una vez definidas las condiciones cromatogréficas, se realizd €l proceso de
calibracion utilizando siete soluciones de los estandares en acetonitrilo, cada una
conteniendo seis compuestos de interés. Las concentraciones de los estandares fueron:
0.050, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80 mg-I"* de MBO y MBT:; 0.20, 0.40, 0.80, 1.6, 3.2 mg: ™ de BT;
0.10, 0.20, 0.40, 0.80, 1.6 mg-™* de TCMTB; 0.10, 0.20, 0.40, 0.80, 1.6 mg-I"* de MTBT; y
1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16 mg:I™* PCF. En la Tabla 11 se resumen los resultados obtenidos, que
permiten utilizar el procedimiento propuesto para los fines cuantitativos (cortos tiempos de

retencion, altos coeficientes de regresion lineal y bajos valores de |os errores estandar).
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Tabla 11. Parametros evaluados en el proceso de calibracion parael TCMTB, MBT,
MBO, BT, MTBT y PCF por HPLC en faseinversa.

Paramet Compuestos de interés
arametro
MBO MBT BT TCMTB MTBT PCF

Aanals NM 280 324 280 280 280 280
t 1o, MIN 298 3.32 4.05 5.62 6.17 7.94
Ez;‘l?kf;gglgﬁ (4.38x+4.84)107 | (3.90x+7.69)10 | (10.5x+0.94)10° | (19.5x+1.63)1072 | (28.5x+2.81)10 | (10.0x+0.08)10°2

r2 0.9994 0.9999 0.9998 0.9998 0.9996 0.9995
infgcc;%'to 14.7.10° 353107 7.8810° 6.8610° 15.310° 4.8310°
pseg ddigr:?e 6.37-10" 1.53.10" 8.54-10 1.49-10* 3.32.10* 1.06-10®
LD, pugl? 0.60 0.40 27 15 13 55.6
LC, pgl? 2.1 15 91 51 45 186

X — concentracién del analito, mg-1™; SD — desviacion estandar; LD — limite de deteccion (calculado en base a
tres desviaciones esténdar del ruido); LC — limite de cuantificacion (calculado en base a diez desviaciones
estandar del ruido)

A continuacion, se intentd aplicar este procedimiento al analisis de una muestra de

agua de desecho. Para separar los compuestos de interés de los posibles interferentes y

obtener su preconcentracion, se llevé a cabo la extraccion en fase solida utilizando un
cartucho SepPak-Plus C18. Las condiciones experimentales se presentan esqueméticamente

enlaFigural12.

Acetonitrilo, 5 ml

Acondicionamiento, Agua, 5 ml
Secado con flujo de N,, 5 min

l

Retencion de I(;j:Mu estra, 20 ml

Elucién

compuestos de interé

Lavado

l

_Agua, 3ml
Metanol (1:2), 2 ml
| Secado con flujo de N, 5 min

l

Acetonitrilo, 2 ml

Figura 12. Condiciones de extraccion en fase sélida en la separaci On/preconcentracion
de los benzotiazoles, MBO y PCF en aguaresidual.
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Después de la elucién, 20 pl de la solucion fueron introducidos en € sistema
cromatogréfico (Tabla 10). Un cromatograma tipico se presenta en la Figura 13, donde se
observa la elucién de varios compuestos que presentan considerables coeficientes de
absortividad molar en 280 nm, la mayoria de estos con cortos tiempos de retencion, en la
region de elucion del MBO y MBT. La asignacién de los picos cromatogréficos basandose
en la comparacion de sus tiempos de retencion con los obtenidos en el andlisis de la mezcla
de estandares no fue posible, ya que la matriz compleja de la muestra afecto ligeramente el
proceso cromatografico. Los resultados obtenidos por € método de adiciéon de estdndar
permitieron identificar los picos del MBT (te = 3.40 min), BT (t« = 4.35 min) y PCF (tye =
8.31 min). Por otro lado, en la muestra analizada no se detect6 la presenciade TCMTB y de
MTBT. Finalmente, es necesario destacar que no se detectd el pico cromatografico del
MBO, debido a su solapamiento con picos de compuestos desconocidos. Asi que, bagjo las
condiciones empleadas, no se recomienda € uso del MBO como esténdar interno. Para
aumentar €l factor de preconcentracion, en las soluciones obtenidas en SPE se llevé a cabo
laevaporacion del acetonitrilo (en flujo de nitrégeno) y laredisolucion del residuo en 200 pl

de lafase movil.

0.0035—
0.003—
0.0025—
0.002—

0.0015—

Absorbancia AU

0.001—

0.0005—

Tiempo, min

Figura 13. Cromatograma tipico por HPLC del extracto (SPE) del agua de desecho: (—)
deteccion en 280 nmy (-----) en 324 nm. (condiciones cromatogréficas en la Tabla 10).
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Después de esta etapa, la recuperacion de |os compuestos volétiles (BT, MTBT) fue inferior
aun 10 %, pero se obtuvieron buenas recuperaciones paraMBT, TCMTB y PCF (87 + 5 %,
92+ 4 %y 95 + 3 %, respectivamente). En conclusién, € procedimiento SPE-evaporacion
del disolvente-HPLC-UV/Visresulto ser viable parala determinacion del MBT, TCMBT y
PCF en aguas de desecho. Sin embargo, ya que no se encontré un estdndar interno
adecuado, en la cuantificacion es necesario utilizar el método de adicion de esténdar.

Con €l fin de mgjorar la selectividad del andlisisy posiblemente, aumentar la magnitud de la
respuesta del detector, se propuso realizar la derivatizacion pre-columna de los compuestos

de interés. Los resultados se presentan en la siguiente seccion.

4.1.1 Derivatizacion pre-columna con 4-cloro-7-nitrobenzofurazona (NBD-CI)

La Figura 14 presenta la estructura de la 4-cloro-7-nitrobenzofurazona (NBD-CI),
gue es un compuesto estable de color amarillo (pf 97°C), soluble en solventes organicos y
poco soluble en agua. Se ha reportado que e NBD-CI reacciona facilmente con aminas
primarias y secundarias tanto en medios acuosos como organicos y también con fenoles y
compuestos de tipo -tiol en medios alcalinos, formando derivados fluorescentes [53].
Considerando que el MBT y MBO, co-eluidos con los interferentes potenciales (Figura 13),
tienen en su estructura € grupo —SH, se utiliz6 el NBD-CI como un posible agente
derivatizante; la Figura 15 presenta la reaccion del MBT con NBD-Cl. Los efectos
esperados de esta derivatizacion fueron: (1) el aumento de caracter apolar del MBO y MBT
para obtener su elucion con mayores tiempos de retencion, fuera de la region de elucion de

interferentesy (2) el posible aumento de la sensibilidad.

NO,

Cl
Figura 14. Estructura de la 4-cloro-7-nitrobenzofurazona (NBD-CI).
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NO,

NO,
N N )
— \ \ Ac. Etilo - /O
O + l SH ——= N O+ CO2 + H,O + NacCl
-~/ NaHCO,
N S N
Cl

NBD-CI MBT

Figura 15. Reaccion de derivatizacion del MBT con el NBD-Cl.

Para verificar la posibilidad de obtener los compuestos derivatizados y la
selectividad de la reaccion, se realizaron las pruebas de derivatizacion del estdndar interno
(MBO) y de cada uno de los analitos (MBT, TCMTB, MTBT, BT y PCF). Las condiciones
de la reaccién fueron seleccionadas experimentalmente, variando la temperatura (ambiente
hasta 55 °C), tiempo (hasta 30 min), concentracion del NBD-Cl (hasta 1.0 g-1™) y € tipo de
disolvente utilizado para solubilizar €l reactivo (metanol, acetato de etilo y acetonitrilo). En
cada uno de los casos se obtuvieron los espectros de absorcion (280 — 500 nm) de los
productos, comparandolos con los espectros de los compuestos no-derivatizados. Cabe
mencionar que los resultados fueron confirmados registrando los espectros de los
compuestos después de su separacion cromatografica. Los resultados obtenidos indicaron
gue la reaccion de derivatizacion fue selectiva para € MBO y MBT (espectros UV/Vis
modificados), mientras que TCMTB, MTBT, BT y PCF no reaccionaron con el NBD-CI (no
hubo ninguiin cambio en los espectros UV/Vis). Cabe mencionar que los derivados de MBO
y MBT no presentaron fluorescencia en la region de excitacion de 280 — 400 nm, sin
embargo, en sus espectros de absorcion aparecieron nuevas bandas de absorcion con €l
maximo en 390 nm. Tomando como criterio la mayor absorbancia en 390 nm, se definié €
esquemafinal del procedimiento de derivatizacion, que se presentaen laFigura 16.
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Muestra, 200 ul (MBT + MBO, méaximo 20.0 pg-1?)

Composicion delamezclade| Tampén de carbonatos (0.1 M, pH 7.7), 100 ul

reaccion (tubo Eppendorff)

Condiciones de reaccion

Extraccién ala
fase organical

Adecuacion del extracto parasu
introducion al sistemaHPLC

Agua, 300 ul
NBD-CI en Acetato de etilo (0.50 g-1'1), 100 pl

Agitacién con vortex
Tiempo, 2 min
| Temperatura ambiente

— \4

Adicién 400 pl de acetato de etilo
Agitacién y centrifugacion

A\ 4

Eliminacién de lafase acuosa
Evaporacion del disolvente en flujo de N,

| Redisolucion en 50 ul de lafase movil

Figura 16. Esquema del procedimiento de derivatizacion del MBT y MBO con NBD-CI.

L os espectros de absorcion

de lamezcladereaccion del MBT y MBO sin derivar y

después de la derivatizacion con NBD-Cl se presentan en la Figura 17. En cuanto a minimo

local observado en los dos espectros en la Figura 17b, es necesario aclarar que la solucion
de referencia utilizada para €l registro de espectros fue el blanco de la reaccion (NBD-CI,
solucion reguladora y solvente). Para llevar a cabo la derivacion del MBT y MBO, estos

compuestos fueron adicionados a la misma solucién, por lo que la concentracion del

reactivo derivatizante fue inferior respecto a la solucion de referencia. En relevancia a este
estudio, es importante, que la derivatizacion del MBT y MBO permite cambiar |a longitud

de onda de la deteccion cromatogréfica de 280 y 324 nm respectivamente a la longitud de

onda 390 nm. De esta manera se

obtiene mejor selectividad de la deteccion, ya que €

nimero de compuestos organicos que presentan bandas de absorcion en esta region de mas

altas longitudes de onda es limitado.
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MBT @) MBT-NBD (0)

1.0 -

Absorbancia, AU
o
(3]

Absorbancia, AU
o
o
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Longitud de onda, nm Longitud de onda, nm

Figura 17. Espectros de absorcion del MBO, 30.0 mg:™ (----) y MBT, 30.0 mg-™ (—)
en acetato de etilo antes (@) y después de la derivatizacion con NBD-CI (b).

Utilizando las condiciones establecidas (Figura 16), se llev6 a cabo |a derivatizacion
de una solucién acuosa conteniendo 8.0 pg-™ de MBT y 20.0 ug-™ de MBO. Después de la
redisolucion en lafase mévil, se introdujeron 20 ul de la solucion al sistema cromatografico
utilizando las condiciones enlistadas en Tabla 10. EI cromatograma obtenido con la
deteccion en 390 nm (longitud de onda de referencia 560 nm, rendija 20 nm) se presenta en
laFigura 18.
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Figura 18. Cromatograma de |a mezcla de estandares MBT (8.0 ug-™) y
MBO (20.0 ng-™) después de la derivatizacion pre-columna obtenido
por HPLC en fase inversa con deteccion en 390 nm.

Al comparar el cromatograma obtenido sin derivatizacion del MBO y MBT (Figura
11) con €& cromatograma de los productos de derivatizacion (Figura 18) se puede observar
que € proceso de derivatizacion quimica ocasiond un aumento de los tiempos de retencion
del MBO (de 2.98 min a 7.15 min) y del MBT (de 3.32 min a 9.04 min, respectivamente).
Esto indica claramente que los productos de derivatizacion (MBO-NBD y MBT-NBD) son
menos polares respecto a MBO y MBT, eluyéndose de la columna en la region libre de
posibles interferencias (Figura 13). A continuacion se llevo a cabo el proceso de calibracion
de MBT utilizando concentraciones de 0.0, 0.40, 2.0, 4.0, 8.0y 16.0 ug-™ en presencia del
estandar interno (20.0 pgl™ de MBO) con derivatizacion (deteccién en 390 nm) y sin
derivatizacion (MBO en 280 nmy MBT en 324 nm). En la Tabla 12 se presentan algunos
pardmetros analiticos obtenidos, incluyendo el coeficiente de determinacién de lafuncion de
calibracion (%), el valor de la relacién sefial/ruido (SN), e Iimite de deteccion (LD,
calculado en base a tres desviaciones estdndar del ruido) y el limite de cuantificacion (LC,

calculado considerando diez desviaciones estandar del ruido).
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Tabla 12. Parametros analiticos evaluados en el proceso de calibracion del MBT utilizando
MBO como estandar interno, sin'y con derivatizacion pre-columnacon NBD-Cl.

Parametro | Con derivatizacién | Sin derivatizacion
Oanat, NM 390 324
tre 9.04 3.32
r? 0.9998 0.9999
SN 38.8 22.6
LD, pgl™? 0.2 0.4
LC, pgl™t 0.7 15

Es notorio que, en € andlisis de los compuestos derivados se obtuvo un valor més alto del
parametro S/N, efecto que puede adscribirse a cambio de la longitud de onda de deteccién.
Como ya se menciong, la deteccion en la region de mas altas longitudes de onda asegura
mejor selectividad y provoca la disminucion del ruido. En cuanto a los limites de deteccion
y cuantificacion estos no pueden compararse directamente debido a que se evaluaron en
diferentes condiciones. En € caso del procedimiento sin derivatizacion, € limite de
detecciony e limite de cuantificacion (Tabla 11) se evaluaron en base a cromatograma de
una mezcla de esténdares (Figura 11, pagina 35). Para €l procedimiento con derivatizacion,
en laevauacion del LD y LC se tomaron los datos de los cromatogramas de |os estandares,
obtenidos después de llevar a cabo € procedimiento que se muestra en la Figura 16.
Resumiendo, e procedimiento de derivatizacion pre-columna con NBD-Cl ofrece dos
importantes ventgjas para €l andlisis del MBT en aguas residuales por e procedimiento
propuesto en este trabajo. En primer lugar, los productos de la derivatizaciéon (MBO-NBD y
MBT-NBD) son menos polares y se eluyen de la columna en la region libre de las
interferencias observadas en €l cromatograma sin derivatizacion (Figura 13). Por otra parte,
la deteccidn de los compuestos derivatizados puede llevarse a cabo en 390 nm con mejor
selectividad respecto a las longitudes de onda utilizadas para MBT y MBO (324 y 280 nm).
Por otro lado, € procedimiento basado en la derivatizacion quimica presenta ciertas
limitaciones, ya que la reaccién con NBD-CI es selectiva solamente para MBT y MBO. A
pesar de las mejores condiciones para determinar MBT en muestras reales, la fiabilidad de
los resultados para otros analitos disminuye, debido a un tratamiento mas complejo de la
muestra. Por ello, el procedimiento se aplicé a andlisis de muestras reales, enfocando el
estudio en la aplicacion del detector el ectroquimico.
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4.2 Aplicacién de la deteccion amperométrica en la determinacion del MBT en
muestras ambientalesy clinicas por cromatografia de liquidos de alta resolucién

En el desarrollo de esta parte del trabajo se tomaron como base las aplicaciones de la
deteccion electroquimica reportadas en la literatura para €l andlisis de compuestos de azufre
tales como cisteina, metionina, cistina [56-58] y glutationa [59]. En los estudios citados, la
resolucion de los compuestos fue obtenida por cromatografia de liquidos, mientras que €l
uso del detector electroguimico permitié aumentar la sensibilidad de la cuantificacion. La
presencia del grupo funcional —SH en las estructuras del MBT y MBO sugiere que estos dos
compuestos pudieran exhibir electroactividad bajo las condiciones similares a las reportadas
[56-59]. Por otro lado, los resultados presentados en la seccion anterior indicaron serias
limitaciones en el andlisis del agua de desecho utilizando |a deteccion espectrof otométrica.
En primer lugar, e tratamiento del agua de desecho por SPE no fue selectivo y en
consecuencia, en los cromatogramas obtenidos se observ la elucion de varios compuestos
que provocaron interferencias en la region de elucion del MBT y MBO (Figura 13).
Ademas, no se logré la cuantificacion del MBT. Con la aplicacion de la deteccién
amperométrica se espera superar los problemas detectados. Se propuso también aplicar la
misma estrategia analitica para la determinacion del MBT en muestras de orina humana, 1o
cual podria servir en la evaluacion de la exposicion laboral de los trabajadores de las
curtidurias al fungicida TCMTB.

En la primera etapa se llevd a cabo e andlisis dd MBT y MBO por
voltamperometria ciclica. Se utiliz6 e siguiente sistema electroquimico: electrodo circular
de carbén vitreo (28 mm? de &rea superficial), electrodo auxiliar de platino, electrodo de
referencia Ag/AgCl y &cido fosférico (3.0 mmol-1™) : acetonitrilo (60:40) como electrolito
soporte. Esta composicion fue seleccionada para ssimular la posible composicion de la fase
movil. Después de desgasificar las soluciones (flujo de nitrégeno), se registraron los
voltamperogramas ciclicos del MBT (0.10 g1™) y MBO (0.10 g-ml™) en un intervalo de
potenciales de +1500 mV a—1500 mV y a una velocidad de barrido de 100 mV-s™. En la
Figura 19 se observa la reduccion del MBT a -700 mV y del MBO a -500 mV. Los dos
procesos de oxidacion, que se pueden detectar en los voltamperogramas ocurren a los

mismos potenciales para los dos compuestos (450 mV y 900 mV). De estos resultados se
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deduce que la deteccion amperométrica de los dos compuestos pudiera ser viable a

potenciales mayores de 450 mV.

Corriente, g A
-60

Potencial, V

Figura 19. Voltamperogramas ciclicosdel MBT (—) y MBO (----). (Cmso = CmsT =
0.10 g™, electrolito soporte H3PO,4 (3.0 mmol1™) : acetonitrilo (60:40),
velocidad de barrido 100 mV -s™).

En cuanto a las condiciones de separacion cromatogréfica, cabe resaltar que fue
necesaria una modificacion con respecto a las condiciones utilizadas en la seccién anterior
(Tabla 10). En este caso, € interés principal fue la resolucion del MBT y MBO (aplicando
un potencial, el detector electroguimico permite la deteccion solamente de los compuestos
que, bajo estas condiciones, presentan electroactividad). Por otro lado, los componentes de
la fase movil no deberian afectar la respuesta del detector. Con el fin de minimizar la sefial
de ruido del detector (valor de offset) se probaron tres diferentes fases méviles, mezclas de
una solucién reguladora (pH 2.0 — 4.5) con & modificador organico (acetonitrilo) en

diferentes proporciones. Las soluciones reguladoras (tampon de acetatos, tampén de
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fosfatos, &cido monocloroacético y acido fosférico) estuvieron en el rango de concentracion
de 0.10 mmol 1™ hasta 20.0 mmol 1™, En cada uno de los casos se adiciond una solucion de
EDTA (0.10 mmol-1™) para enmascarar los iones metélicos que pudieran formar complejos
o sales con MBT [1]. En estos experimentos se utilizo €l electrodo de oro a potencial de
900 mV. Siguiendo €l criterio de mas ato valor S/N, para € trabajo futuro se selecciond la
fase movil de &cido fosférico (3.0 mmol 1™, pH 2.4):acetonitrilo (1:1) y la elucién isocrética
Bajo estas condiciones, e MBO y MBT fueron resueltos con los tiempos de retencién 5.9
miny 7.2 min respectivamente.

Unavez establecidas las condiciones de separacidn, se seleccionaron las condiciones
de deteccion, tomando en cuenta el tipo de electrodo de trabajo y el potencial aplicado. En
primer lugar, se utilizaron electrodos de oro y de carbon vitreo (superficie de 28 mm?) y, en
cada uno de los casos se registraron una serie de cromatogramas de la mezcla de estandares
(0.10 mg1™ MBT y 0.10 mg:™ MBO) variando e potencial en el rango de 400 mV hasta
1250 mV. Relativamente, el valor mas alto de la relacion sefial/ruido (S/N) fue obtenido a
un potencial 900 mV. En la Figura 20 se presentan los cromatogramas de los estandares
registrados a este potencial con dos diferentes electrodos de trabajo (area de superficie 28
mm?). Se observa claramente que, con €l electrodo de oro se obtuvo una magnitud mayor de
los picos cromatogréaficos de los dos compuestos. Estos resultados confirman los reportes
anteriores sobre la oxidacion selectiva de |os tioles sobre electrodos de este metal noble en
muestras clinicas [63-66]. Cabe aclarar que, el primer pico en cromatograma (tre = 2.2 min)
corresponde a la regién de volumen muerto de la columna y pudiera atribuirse a algin
contaminante presente en |os estandares.

Ya se mencion0 gue, en el detector utilizado en este estudio se aplica un potencial
constante, con €l riesgo de pasivar € electrodo. Dicha pasivacion puede ser provocada por
la adsorcion de compuestos organosulfurados o sus productos de oxidacion [60]. Para
estudiar este efecto, se utilizaron los mismos dos electrodos (oro y carbén vitreo, 28 mm?).
En cada caso, seregistro una serie de las sefidlesdel MBT y MBO inyectando las soluciones
estandar a sistema, pero sin presencia de la columna cromatografica (las condiciones de
andlisis por inyeccion en flujo). La columna fue eliminada para acortar € tiempo del
experimento y también debido a las elevadas concentraciones de los dos compuestos (5.0

mg-™). En la Figura 21 se observa una disminucién gradua de las sefiales consecutivas
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obtenidas en e experimento con e electrodo de oro, lo que indica la pasivacion del

electrodo. De acuerdo con |os reportes bibliograficos, no se observo € efecto de pasivacion
sobre el electrodo de carbon vitreo [61, 82].

£0- MBT

Corriente, nA

11 2.2 33 4.4 55 6.5 7.6
Tiempo, min
Figura 20. Cromatogramas tipicos de la mezclade MBT y MBO (0.50 mg:™)
obtenidos con un electrodo de oro (—) y otro de carbén vitreo (----).
(Las condiciones experimentales se describen en la Tabla 14).

Diferentes autores han reportado que los compuestos adsorbidos en € electrodo
pueden ser reducidos catédicamente para reestablecer la actividad origina del electrodo
antes del siguiente ciclo de deteccion [83, 84]. Para regenerar la superficie del electrodo de
oro, después del registro de cada cromatograma se aplico un potencial fuertemente reductor
(-1200 mV) con duracion de 0.1 y 2.0 min. Los resultados obtenidos para e MBT se
muestran en la Figura 22, donde la primera inyeccion fue realizada después de la pasivacion
del electrodo. Se observa que con un corto tiempo de regeneracion, despueés de cinco ciclos

se obtuvo la recuperacion de la sefial analiticaa 70 % (respecto ala sefia registrada con €
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electrodo limpio). Por otro lado, un tiempo méas largo de regeneracion aseguro la
recuperacion de la sefiad a 100 % en e primer ciclo y su buena estabilidad en ciclos
consecutivos (coeficiente de variacién para 10 inyecciones 1.5 %). Estos resultados indican
que, en presencia de elevadas concentraciones de MBT y MBO, es necesaria la
regeneracion de la superficie del electrodo de oro, seleccionando e potencial de —1200 mV,

aplicado durante 2.0 min.

(a) (b)
I
1—
£ B
g g
o & 05-
‘= 057 =
o} o}
) ) L /\ /\
0 0 [L
1 1 I I | 1 ) | 1 ) 1
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4
NUmer o de Inyeccion NUumer o de Inyeccion
120 1207
. © 1007
E 100 z;%cs
$ 807 80
S 60 o 60T
X
O\O (=)
40 407
207 207
O T T T T 0 T T 1
0 2 4 6 8 0 o2 4 6
Namer o de I nyeccion NUmero de Inyeccion

Figura 21. Disminucion de la sefial amperométricade (a) MBT y (b) MBO en
inyecciones consecutivas. (Cviet = Cvso = 5.0 mg-™, electrodo de Au, 900 mV,
sin columna cromatogréfica).
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Figura 22. Efecto de la aplicacion del potencial negativo durante (a) 0.1 miny (b) 2 min
después de cada ciclo cromatogréafico en la sefial amperométricadel MBT. (Cvst =
5.0 mg-I, electrodo de oro, &rea de superficie 28 mm?, 900 mV)

En resumen, los datos obtenidos hasta ahora indican que € uso de electrodo de oro
asegura una mejor sensibilidad de la deteccion, pero se presentan problemas relacionados
con la pasivacion de la superficie del electrodo de oro por la adsorcién de los compuestos de
azufre. Estos problemas se pueden resolver introduciendo la etapa de regeneracion de la
superficie, sin embargo aumentaria €l tiempo de andlisis. Por otra parte, es l6gico que la
sensibilidad de la deteccion depende no solamente del material de electrodo, sino también
de su érea de superficie. Para examinar este efecto, se utilizé un electrodo de carbdn vitreo
més grande (&rea de superficie 113 mm?) y se obtuvieron los cromatogramas de la mezcla
de los estandares (0.10 mg-™ MBT y 0.10 mg:I™ MBO) variando el potencial en el rango de
400 mV hasta 1250 mV. En la Tabla 13 se comparan los valores de S/N, del limite de
deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC) parael MBT y MBO, que fueron evaluados

en |os experimentos con electrodos de oro y de carbén vitreo.
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Tabla 13. Comparacion de los parametros analiticos evaluados en €l andlisisdel MBT y
MBO por cromatografia liquida con deteccién amperométrica. (0.1 mg!™* MBT y
MBO, sefia analitica medida como la altura de pico cromatografico).

.. L Parametros analiticos evaluados
Condiciones de deteccion MBT MBO
Electrodo | Superficie | Potencial | SIN |[LD| LC |S/IN| LD | LC

Oro 28mm’ | 900mV [105|5.0] 6.0 | 6.1 | 80 [27.0
28mm’ | 900mV | 6.6 |8.0[25.0| 4.4 |11.0]38.0

Carbon vitreo 113 rn?? 600mV | 70 | 7.0[22.0| 0.4 | 178 | 593
1250 mV | 39.5|1.0| 40 |27.0| 20 | 6.0

LD, LC — limites de deteccion y de cuantificacion, g™

En esta tabla se confirma que, al comparar |os electrodos de oro y carbén vitreo (28 mm?),

la sensibilidad de la deteccidn pudiera ser mejor a utilizar €l electrodo de oro. Sin embargo,

debido a los problemas de pasivacion, se optd por € eectrodo de carbén vitreo. Para

asegurar una respuesta sensible, se aumentd la superficie del eectrodo (113 mm?). En

cuanto a valor del potencial, la tendencia general fue un aumento de la sefia a los

potenciales mas altos. Sin embargo, a aplicar altos potenciales, se observé mayor ruido. Por

lo tanto, € criterio de seleccion fue larelacion S/N.

Para mayor claridad, en la Tabla 14 se resumen las condiciones experimentales

seleccionadas en | os experimentos que se acaban de presentar.

Tabla 14. Condiciones experimentales para el andlisisdel MBT y MBO por
cromatografia liguida de alta resolucion con deteccion amperomeétrica.

Separacion cromatografica

Columna Hypersil C18, 5 um, 250 x 4.6mm

Fase movil Acido fosférico (3.0 mmol I, pH 2.4): Acetonitrilo (1:1)
Elucién Isocrdtica

Flujo 1 ml-min™

Volumen de inyeccién | 20 0Ol

Deteccion amperométrica

Electrodo de trabajo

Carbon vitreo (113 mm?)

Electrodo de referencia

Ag/AgCl

Potencial

1250 mV
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A continuacion se llevd a cabo e proceso de calibracion. Se registraron los
cromatogramas de las soluciones estandar conteniendo 0.0, 3.0, 6.0, 9.0 y 15.0 ug™ de
MBT y 30.0 pgl™ de MBO (estandar interno). Tomando la relacion entre las aturas de los
picos cromatograficos de MBT y MBO como la sefial analitica, se obtuvieron la ecuacion de
la funcién de calibracion, el limite de deteccion y e limite de cuantificacion (LC)

presentados en la Tabla 15. La curvade calibracion se presentaen laFigura 23.

Tabla 15. Parametros analiticos evaluados en el proceso de calibracion del MBT utilizando
el método de estandar interno (MBO). (Condiciones experimentales en Tabla 14).

Funcion de calibracion | -0.0022x? + 0.13x + 0.0021

r’ 0.9995
LD, pgI* 1.0
LC, pg !t 4.0

X — concentracion del analito, pg-ml™

1.6 ~
1.4 -
1.2 ~
1.0 ~

0.8 -

Senal analitica

0.6 -

0.4 -

0.2

0.0 . ; ;

0.0 5.0 10.0 15.0
Concentracion, pg-I+*
Figura 23. Curvade calibracion parael MBT (0.0, 3.0, 6.0,9.0y
15.0 pg-l™) utilizando MBO como estandar interno (30.0 pg-l™).

51



CaEitqu 4. Resultados y Discusiones

Debido al uso de diferentes sistemas cromatogréficos, la comparacion directa de los
pardmetros analiticos obtenidos en el andlisis de MBT con dos tipos de detectores no es
viable. Con € fin de comparar la sensibilidad de la respuesta para MBT y MBO con € uso
del detector amperométrico frente al espectrofotométrico (longitud de onda 324 nm), se
conectaron los dos detectores en linea. Utilizando las condiciones de separacion establecidas
para la deteccidon electroquimica (Tabla 14), se obtuvieron los cromatogramas de las
soluciones estandar de MBT (0.0, 30.0, 60.0, 90.0, 120.0 nug-™). En base a las sefides
registradas con los dos detectores se evaluaron las funciones de calibracion por € método de
regresion lineal. La sensibilidad esta definida como la minima diferencia en la
concentracion del analito que puede ser distinguida estadisticamente por la respuesta del
instrumento. La medida practica de la sensibilidad es el valor de la pendiente de la funcion
de calibracion obtenida por regresiéon lineal (S). En este caso, a utilizar las sefiales
amperométricas se obtuvo una mayor pendiente de la funcién de calibracion, siendo la
relacién entre las pendientes evaluadas para los dos tipos de respuesta aproximadamente de
23. En este experimento se confirmo que el detector electroquimico es el méas adecuado para
la cuantificacion de MBT anivel de trazas o ultratrazas, en soluciones sintéticas.

El procedimiento cromatografico con la deteccién amperométrica fue aplicado para
la determinacién del MBT en aguas de desecho municipal. Para ello 3.5 ml de agua de
desecho (filtrada) fueron acidificados con 50 Ol del &cido fosférico 8 mol-1™. Se llevé a
cabo la extraccion de MBT y MBO con 500 [l de cloruro de metileno (Vortex) [1].
Después de la centrifugacion, la fase acuosa fue eliminada y e cloruro de metileno
evaporado con flujo de nitrogeno. El residuo fue redisuelto en 100 [0l de la fase mévil e
introducido a sistema cromatogréafico (Tabla 14). El cromatograma obtenido se presenta en
la Figura 24. El pico con tiempo de retencion 9.7 min pudiera asignarse a la elucién de
MBT, aunque su tiempo de retencion es mas largo que el observado en las soluciones
estdndar (7.2 min, Figura 20).
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Figura 24. Cromatograma de una muestra de agua de desecho municipal. (El tratamiento
de lamuestra se describe en el texto. Condiciones de separacion y deteccion en la Tabla 14).
La confirmacion de la identidad del compuesto eluido en 9.7 min se obtuvo por € método
de adicion de estandar. Para ello, la muestra (3.5 ml) fue enriquecida con 500 I de la
solucion esténdar de MBT y MBO (400.0 pgl™ cada uno). Se obtuvieron los
cromatogramas que se presentan en la Figura 25. El primero fue obtenido directamente
después de fortificacion de la muestra y el otro después del procedimiento de extraccion y
preconcentracion (de manera igual como la muestra, cuyo cromatograma se presenta en la
Figura 24). El aumento de la sefid del pico eluido en 9.7 min después de adicion del
estdndar permite asignar este pico a MBT. El MBO fue eluido en un tiempo mas corto (e
= 7.2 min), de acuerdo con e cromatograma de los estandares puros (Figura 20). Por otro
lado, se observa que la extraccién con cloruro de metileno es relativamente selectiva para
los compuestos de interés (cromatograma “limpio” en la region de 2 a 4 minutos, Figura
25). También es claro que con e procedimiento aplicado se obtuvo una preconcentracion
del MBT y MBO.
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100 1
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Figura 25. Cromatograma de una muestra de agua de desecho municipal fortificada con
MBOy MBT (Concentracion en lamuestra57.0 ug-l™). (—) muestra sin tratamiento,
(----) después de extraccidn y preconcentracion por evaporacion del disolvente.

La concentraciéon del MBT en el agua de desecho evaluada por €l método de adicion
de estandar y por la calibracion externa fue 1.9 pgl™ y 1.6 pg™, respectivamente. La
discrepancia entre estos valores sugiere que las sefiades obtenidas en la muestra real fueron
afectadas por las interferencias de matriz. Esto indica que la cuantificacion tiene que
llevarse a cabo por e método de adicion esténdar.

La segunda aplicacion de la cromatografia liquida con la deteccion electroquimica
fue el andlisis de MBT en orina. De acuerdo con la bibliografia [37], en este caso es
necesario llevar a cabo una hidrolisis &cida para liberar e MBT presente en la orina en
forma de glucuronato. En el tubo de Eppendorf, a 650 1l de orina se adicionaron 250 [l de
&cido fosforico 8 mol1™, e tubo fue cerrado e incubado en bafio Marfa (95°C, 1 hr).
Después de centrifugar, se transfirié la solucion a un nuevo tubo y se llevo a cabo la

extraccion con 500 [l de cloruro de metileno. Para aumentar la selectividad de la
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separacion, los posibles interferentes de caracter acido (extraidos junto con el MBT y MBO)
fueron eliminados por lavado con 500 I de hidréxido de sodio 0.10 mol ™. Finamente, se
realiz6 el lavado de la fase organica con 500 [l de agua desionizada y, después de la
eliminacion de la fase acuosa el disolvente fue evaporado en flujo de nitrégeno. El residuo
se redisolvio en 100 [l de la fase mévil y se introdujo en la columna. Siguiendo € mismo
protocolo se prepararon las muestras de orina fortificadas con MBO y MBT. A una muestra
de orina se adicionaron 100 I de la solucién conteniendo 1.0 mg-l*de MBOy MBT y ala
otra 100 0! de la solucién conteniendo 2.0 mg:- ™ de estos compuestos. Utilizando el mismo
sistema cromatografico y las mismas condiciones de separacion/deteccion que en € andlisis
de agua residual, se observo la co-elucion de varios compuestos en la region del pico de
MBT. Para mejorar la resolucién, se cambié la columna a una de carécter mas lipofilico. En
lugar de la columna Hypersil C18, 5 um, 250 x 4.6mm (Tabla 14) se utilizd la columna
Kromasil C18, 5 um, 250 x 4.6mm. En primer lugar, en e andisis de la muestra de orina no
se detecto la presenciade MBT. Los cromatogramas de las muestras fortificadas con MBT y
MBO se presentan en la Figura 26. En este caso, s se observa la elucion de los dos
compuestos pero la magnitud de las sefiales es muy baja respecto a los resultados obtenidos
en la separacion de los estandares (Figura 20). Los resultados obtenidos demuestran la
viabilidad del procedimiento por cromatografia liquida con deteccién electroguimica para la
determinaciéon de MBT en orina con MBO como estdndar interno. Sin embargo, se
requieren mas estudios para definir un protocolo de tratamiento de muestra que permita

reducir las pérdidas de los dos compuestos durante la etapa de pretratamiento de la muestra.
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3.0 1

2.5 1

2.0 1

1.5 1

Corriente, nA

1.0 -

05 - MBT
MBO

0.0 -

Tiempo, min
Figura 26. Cromatograma de la muestra de orina fortificada con (—) 0.6 mg-I™* de MBO'y
de MBT. Columna cromatogréfica: Kromasil C18, 5 um, 250 x 4.6mm, fase movil:
&cido fosforico (3 mmol 1™, pH 2.4): Acetonitrilo (73:27), las demés condiciones
cromatogréaficas y de deteccion como en la Tabla 14).
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4.3 Estudio sobre la posible aplicacion de la voltamperometria adsortiva de
redisolucion catddica con onda catalitica de protones en la determinacion del MBT en
aguas de desecho

L os estudios que se presentan en esta seccion son continuacion de los experimentos
realizados en este laboratorio [1] sobre la determinacion electroquimica del MBT por
voltamperometria adsortiva de redisolucién catddica y considerando la formacion de la
sefiad del MBT correspondiente a una onda catalitica de protones (ver seccion 1.7.3). En €
desarrollo experimental se adoptaron las condiciones instrumentales propuestas por
Hinojosa en su trabgjo (Tabla 16). El objetivo fue refinar las condiciones utilizadas
anteriormente para obtener un procedimiento mas versatil, con e fin de su posible

aplicacion en el andlisis de muestras medio ambientales.

Tabla 16. Condiciones de trabajo utilizadas en la determinacion del MBT
por voltamperometria adsortiva de redisolucién catddica, basada
en laformacién de la onda catalitica de protones.

Pardmetro

Técnicaanalitica V oltamperometria de onda cuadrada
Potencial de acumulacién| 0 mV

Tamafo de gota 6*

Tiempo de acumulacion | 20s

Frecuencia 200 Hz

Amplitud de pulso 20 mvV

Tiempo de pulso 15ms

Tiempo de medida 1ms

Velocidad de barrido 60 mV-s'

* Area aproximada, 0.4 mm®

Para obtener la sefial catalitica del MBT, se utilizd €l écido sulfdrico y € acido
fosforico, observandose la mayor magnitud de la sefia en presencia de este Ultimo. Para
incrementar la intensidad de la sefial catalitica se estudio el efecto de un &cido maés fuerte.
Se selecciond € &cido trifluoroacético (TFA), ya que en su presencia no se observo un
aumento del ruido en la medicién electroanalitica. Otra contribucion original fue emplear la
extraccion en fase solida (SPE) en la determinacion del MBT en aguas residuales. Con este
tratamiento se buscaba realizar 1a preconcentracion del MBT y eliminar los compuestos que

pudieran interferir en la etapa de analisis voltamperométri co.
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En primer lugar, se comparo el efecto del acido trifluoroacético y del &cido fosforico
en la magnitud de la sefiad de onda catalitica de protones en presencia del MBT. En la
Figura 27 se presentan los voltamperogramas obtenidos para 5.0 pg!™ de MBT y una
concentracion 25.0 mmol 1™ de cada uno de los &cidos mencionados (volumen introducido
en la celda electroquimica, 20 ml). Cabe sefialar que la sefial de onda catalitica aparecio, en
cada uno de los casos, a un potencia de 1150 mV (vs. Ag/AgCl). Se puede observar que, en

presencia de TFA, se obtuvo una mayor sefial analitica.

1.6 —

1.2 —

04 —

0.0 , I ,
0.4 0.6

-E\V
Figura 27. Voltamperograma de 5.0 pug|™ MBT en presencia de (---) 25.0 mmol ™! HsPO,
y (—) 25.0 mmol I de TFA (condiciones instrumentales en la Tabla 16).

A continuacion se realizaron los experimentos para determinar € efecto de la concentracion
de cada uno de los acidos sobre la intensidad de la sefid voltamperométrica, |os resultados

se presentan en laFigura 28.
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Figura 28. Efecto de la concentracion del (—) &cido trifluoroacético y del
(----) &cido fosforico en la sefia catalitica de protones generada por
una concentracion de 5.0 ugl™ de MBT.

En primer lugar se observa que la presencia del &cido es necesaria para obtener la
sefia de la onda catalitica de protones. El incremento gradual en la concentracion del &cido
hasta €l valor de aproximadamente 20.0 mmol-I™ provoca que la sefid voltamperométrica
aumente, mientras que para las concentraciones mayores de 80.0 mmol-™* de nuevo se
observa una disminucion en la sefial analitica. De ahi, que €l intervalo de concentraciones
del 4cido de 25.0 a2 90.0 mmol-I™ es el més adecuado para los fines analiticos. Tomando en
cuenta la mayor sefial analitica en presencia de TFA (Figura 27) y e efecto de su
concentracion, se selecciond este &cido (25.0 mmol 1) parael trabajo futuro.

Los resultados presentados hasta ahora se obtuvieron utilizando las soluciones
estdndar de MBT, en ausencia de cualquier posible interferente de matriz. Sin embargo, de
acuerdo con los datos bibliograficos [ 78] y |os efectos observados en nuestro laboratorio, las

ondas cataliticas son altamente sensibles a la presencia de surfactantes, disolventes
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organicos, etc. La supresion de la sefial en presencia de este tipo de compuestos se debe ala
competencia del analito e interferente por los sitios de adsorcion en la superficie del
electrodo. Tomando en cuenta la compleja composicion de las aguas residuales, se propuso
llevar a cabo el tratamiento “clean-up” por extraccién en fase solida con € fin de eliminar
los posibles interferentes y preconcentrar el analito antes de la etapa de determinacion
electroanalitica. Con este esquema, la matriz quimica de la muestra cambia drasticamente,
siendo ahora € disolvente utilizado en la etapa de elucion del MBT & componente
mayoritario de la solucién. Asi que, en primer lugar se estudio el efecto del acetato de etilo
y del acetonitrilo (que pudieran ser utilizados para eluir los compuestos retenidos en €
cartucho de SPE) en la sefia catalitica del MBT en presencia del acido trifluoroacético y
acido fosforico. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 29, donde se observa
gue, independientemente del &cido utilizado, existe una disminucion significativa en la sefial
analitica conforme se incrementa la cantidad de solvente organico adicionado a 20 ml de la
solucion MBT-acido. Sin embargo, los efectos observados en presencia del é&cido
trifluoroacético fueron menos drasticos, 10 que confirma la seleccidn adecuada del TFA para
los andlisis. Por otro lado, el acetonitrilo tuvo un efecto menos notorio, por lo que este
disolvente fue seleccionado parala elucion de los compuestos retenidos en el cartucho C18.
A continuacion, se llevé a cabo la extraccion en fase solida de una muestra de agua de
desecho municipal de acuerdo con €l esquema presentado en la Figura 12 (seccion 4.1,
elucion con acetonitrilo). En la celda electroanalitica se afiadieron 10 ml de agua
desionizada, 100 pul de muestra (extracto SPE) y 500 ul de la solucion de TFA para obtener
su concentracion final de 25.0 mmol-I™ (detalles instrumentales en la Tabla 16). En este
experimento no se obtuvo la sefid de onda catalitica de protones. Seguidamente, se
adicionaron de 400 pl de un esténdar de MBT (100.0 mgl™) y aln asi no se presentd
ninguna sefial analitica. Estos resultados demuestran que e procedimiento SPE no fue
eficiente en la eliminacion de los posbles interferentes en la determinacion
voltamperométrica. La presencia del acetonitrilo y de los componentes de la muestra
retenidos en el cartucho junto con e MBT provoco la supresion total de la sefiad de una
concentracion del analito muy por encima de la que se puede esperar en las muestras reales.
Por ello, se descartd definitivamente la posibilidad de emplear e procedimiento

voltamperométrico en la determinacion de MBT en muestras medio ambientales.
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Figura 29. Efecto del (—) acetonitriloy del (- - -) acetato de etilo en lamagnitud de la
sefial de onda catalitica de protones generada por 5.0 ug-™ de MBT en presencia
de 25.0 mmol 1™ de (8) &cido fosférico y (b) trifluoroacético.

4.4 Aplicacion de la cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de
masas en el analisis de benzotiazoles

En larevision bibliogréfica (Tabla 4) se encontraron muy pocos reportes sobre el uso
de la cromatografia de gases en €l anadlisis de los benzotiazoles. En particular, casi todas las
aplicaciones se enfocaron en la deteccion y/o determinacion del MBT. Para convertir este
compuesto en una especie vol&til, Manninen y col. [38] Ilevaron a cabo su derivatizacion
con pentafluorobenciloromuro (PFBB). Con este procedimiento, €l limite de deteccidn
obtenido en el andlisis de orina fue de 20.0 g™ y el MBT fue detectado en las orinas de
ratones expuestos a TCMTB. De acuerdo con la bibliografia [80], €
pentafluorobencilbromuro puede ser empleado en la derivatizaciéon de tioles, alcoholes,
&cidos y aminas (Figura 10). Basdndose en las estructuras quimicas de los compuestos
considerados en este estudio, la derivatizacion pudiera ser eficiente para el MBT, MBO y
PCF. Cabe resdtar que, en aguas de desecho de la ciudad Ledn, Gto. se puede esperar la
presenciadel MBT y PCF, como resultado del uso de los fungicidas en el tratamiento de las
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pieles. Ademas, la derivatizacion del MBO en las mismas condiciones de los analitos
permite su uUso como un estandar interno.

Para verificar la factibilidad de la derivatizacion del MBT y MBO, se prepard una
solucién estandar (50 ml) conteniendo 134.0 mg-l™ de MBT y 60.0 mg!™ de MBO. A
continuacion, la muestra fue preconcentrada empleando un cartucho SepPak-Plus C18
(procedimiento en la Figura 12, elucion con acetato de etilo) y posteriormente, se llevd a
cabo la reaccion de derivatizacion utilizando las condiciones experimental es presentadas en

laFigura 30 [3]. Lasolucion obtenida fue introducida a cromatografo de gases.
Mezclade MBT y MBO (134 mg:l'), 2001 |
Tampon de fosfatos (0.10 mol -2, pH 8.0), 5001 |
Bu,N*OH- (0.080 mol-I%), 501 |
PFBB en CH,Cl, (1%), 7001 |

Composicién de la mezcla de reaccion
(tubo Eppendorff)

Agitacién con vortex
Tiempo, 30 min
| Temperatura ambiente

Condiciones de reaccion

Separacion de la fase acuosa
Evaporacion del disolvente en flujo de N,
| Redisoluciénen 501 | de etanol

Adecuacién del extracto para su
introducion al sistema GC|

Figura 30. Esguemadel procedimiento de derivatizacion con PFBB.

Tabla 17. Condiciones instrumental es en la separaci on/deteccion
de los benzotiazoles por GC-MS.

Columna CP-SIL 8 CB de sangrado bgjo/MS

(30m, i.d. 0.25 mm, grosor de la pelicula de fase estacionaria 0.25 um)
Fase movil Helio
Flujo 1 ml-min™
Inyeccién Sin split
Temperaura del 250° C
inyector
Volumen introducido |1l

Temperatura, °C ~ ° C-min™ “Hold”, min  Tiempo, min
Programa de 80 - 0.5 0.5
temperatura 150 20 15 55

270 10 75 25.0

Modo de ionizacion Impacto de electrones
Acumulacion de iones | 331+ 3,347+ 3
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Con € fin de aumentar la selectividad y sensibilidad de deteccion, en la trampa idnica se
Ilevé a cabo la acumulacion de iones con dos ventanas de m/z correspondientes alos valores
esperados de masa de los tioéteres del MBO y MBT (331+3 y 347+3, respectivamente). Las
condiciones de separacion y deteccion seresumen en laTabla 17.

En la Figura 31a, donde se presentan los cromatogramas obtenidos, se observa la
elucion de dos compuestos con los tiempos de retencién de 13.8 miny 15.7 min. Los picos
cromatogréficos (Fig. 31 @) presentaron un factor de asimetria mayor que 1.5 (considerando
10% de altura) debido a que la columna utilizada no fue especifica para e andlisis de
compuestos de azufre. Sin embargo, |os espectros de masas obtenidos para cada uno de los
picos (Figura 31b) permitieron identificar los compuestos como los tioéteres del MBO y
MBT, confirmando la viabilidad del procedimiento paralosfines analiticos. Las ecuaciones

de lareaccion de derivatizacion obtenida se presentan en la Figura 32.
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Figura 31. Cromatogramas GC-MS (SIM) de lamezcla de estdndares del MBOy MBT
obtenidos después de la derivatizacion con PFBB (@) y sus respectivos espectros
de masas (b). (Las condiciones instrumentales se detallan en la Tabla 17)
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F Diclorometano \
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Figura 32. Ecuaciones de lareaccion de derivatizacion del (a) MBT y (b) MBO con PFBB.

En la Figura 31 se presentan también los cromatogramas obtenidos en € proceso de
calibraciéon. Para €ello, se prepararon y analizaron cinco soluciones estandar (50 ml)
conteniendo 0.0, 17.0, 34.0, 67.0 y 134.0 mg:I™" de MBT (concentracion del MBO constante,
60.0 mg:™). Tomando como sefial analitica la relacién entre aturas de |os picos del MBT-
PFBB y MBO-PFBB se obtuvo la funcién de calibracion para e MBT (y = 0.0027x -
0.0184, r* = 0.9998) y se evalu6 el limite de deteccién LD = 5.0 pg- ™. Es necesario destacar
que, gracias a la acumulacién selectiva de iones en un tiempo relativamente largo (tiempo
de integracion 0.8 segundos), € detector de trampa iénica permite obtener una mejor
sensibilidad de la determinacion, respecto a detector donde se utiliza el cuadruplo (andlisis
en tiempo real). Esta ventaja de la trampa iOnica se observa en los resultados obtenidos en
este trabajo, ya que el Iimite de deteccién LD = 5.0 pg:™ resulté cuatro veces mas bajo que
el reportado por Manninen A. y col., quienes para el mismo andlisis utilizaron un analizador
de masas de cuadrupolo (LD = 20.0 ng-™) [39].

Una vez establecidas las condiciones para €l anadlisis cuantitativo de MBT, se intent6
obtener e éer del PCF con PFBB, utlizando una concentracion de
pentafluorobencilbromuro a 1.0 %. Para evitar |a deteccion del reactivo de derivatizacion y
de sus productos de hidrdlisis, el cromatograma fue registrado con acumulacién de iones en
la ventana de m/z 250 — 450. Para cada uno de los picos cromatégraficos se obtuvieron los
espectros de masas. En estos espectros no se present6 el ién con m/z de aproximadamente
446, correspondiente a la masa molecular del PCF-PFBB. En consecuencia, de los
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compuestos de interés para este estudio, solamente e MBT y e MBO formaron derivados
con el PFBB.

Para € andlisis de MBT en agua de desecho, en primer lugar se llevé a cabo la
extraccion en fase sdlida en e cartucho C18 y, después de la €lucion de compuestos
retenidos se obtuvo la derivatizacion con pentafluorobencilbromuro. En estas dos etapas se
utilizaron las mismas condiciones que para la mezcla de estandares. En paralelo, se llevo a
cabo el andlisis de una muestra enriquecida adicionando los estdndares de MBT y MBO
después de la etapa de SPE (las concentraciones finales de MBT y MBO fueron 0.60 y 60.0
mg-l™!, respectivamente). En la Figura 33 se presentan cromatogramas GC-M S obtenidos en
diferentes condiciones de deteccion para la muestra sin adicion de estandares (Fig. 33 a, ¢,
€) y parala muestra enriquecida (Fig. 33 b, d, f). Los cromatogramas (a) y (b) se registraron
con acumulacion selectiva de iones en la ventana de m/z 250-450, |os cromatogramas (C) y
(d) corresponden a la deteccidn con la ventana de m/z = 331 + 3 y los cromatogramas (€) y
(f) alaventana m/z = 347+ 3.

En primer lugar se intentd interpretar los cromatogramas (a) y (b) y los respectivos
espectros de masas. En base a los valores de m/z de los compuestos eluidos de la columnay
comparacion de perfiles de elucion sin'y con fortalecimiento de muestra con MBT y MBO.
Se logro6 asignar 1os picos eluidos con tiempos de retencion de 12.7 miny 14.6 min aMBO-
PFBB y MBT-PFBB, respectivamente. La presencia de los otros picos cromatograficos,
debe adscribirse a la falta de selectividad en |a etapa de SPE, donde se obtuvo la retencién
de varios componentes de la muestra original, de los cuales algunos fueron volatiles o
formaron especies volétiles con PFBB. En la asignacion de tales picos cromatograficos se
compararon sus tiempos de retencion, los valores m/z y los espectros de masa con los datos
incluidos en la biblioteca NIST. Debido a la utilizacion de una instrumentacion diferente en
este trabgjo (trampa iénica) y la que fue utilizada para registrar los espectros NIST
(cuadrupolo), la asignacion de los picos fue dificil y poco confiable. En la busqueda en la
base de datos NIST se encontraron varios compuestos para cada uno de los picos
cromatogréficos obtenidos, por 1o que no se logré la identificacion definitiva de todos los
compuestos.
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Figura 33. Cromatogramas GC-MS del aguaresidual (a, c, €) y aguaresidual enriquecida

con MBT y MBO (b, d, f) registrados en diferentes condiciones de deteccion.
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Para confirmar la presencia de MBT y mejorar las condiciones de deteccion para el
MBO, los cromatogramas de agua residual sin y con adicién de estos compuestos fueron
procesados para obtener informacion selectiva, correspondiente a la acumulacion de iones
enlasventanasm/z =331+ 3 (Fig. 33cyd)y m/iz=347 + 3 (Fig. 33 ¢, f). Logicamente,
en los cromatogramas presentados en la Fig. 33 ¢ y d se observa la elucion de un solo
compuesto MBO-PFFB, con tiempo de retencion 12.7 min y m/z 331. En los
cromatogramas de la Figura 33 ey f, aparece €l pico con €l tiempo de retencién 14.6 miny
m/z 347, siendo su intensidad mas alta en el cromatograma de agua enriquecida. Estos
resultados confirman la presencia del MBT en la muestra analizada. La sensibilidad del
procedimiento no es suficientemente alta parallevar a cabo e andlisis cuantitativo. Se puede
estimar que, € nivel de MBT en agua de desecho es de orden de limite de deteccion, es
decir aproximadamente 5.0 Og |, lo que parece confirmar el resultado obtenido en la
misma muestra por e procedimiento mas sensible de cromatografia liquida de ata

resolucioén con deteccion electroquimica (1.9 Og ™).
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Capitulo 5. Conclusiones

El enfoque de este trabajo fue hacia el desarrollo de procedimientos analiticos que
pudieran ser Utiles en la evaluacion del impacto medio ambiental generado por el uso de los
fungicidas en la industria curtidora en Ledn, Gto. Los compuestos de interés fueron dos
fungicidas actualmente en uso: € 2-[(tiocianometil)tiol]-benzotiazol (TCMTB) y €
pentaclorofenol (PCF), asi como los productos de degradacion del TCMTB: 2-
mercaptobenzotiazol (MBT), 2-metiltiobenzotiazol (MTBT) y benzotiazol (BT). El
compuesto seleccionado como un posible estdndar interno fue el 2-mercaptobenzoxazol
(MBO). Con base en las propiedades de estos compuestos y de las muestras a analizar, asi
como en los resultados de estudios anteriores, se consideraron las siguientes etapas del
procedimiento: (i) tratamiento de tipo “clean-up”, (ii) preconcentracion de los analitos, (iii)
separacion 'y (iv) deteccion/cuantificacion. Consecuentemente, las técnicas analiticas
empleadas en el estudio fueron: la extraccion con disolventes, la extraccion en fase sdlida
(SPE), la cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa (RP HPLC) con deteccion
espectrofotométrica y amperométrica, la voltamperometria adsortiva de redisolucion
catédica y la cromatografia de gases con deteccion por espectrometria masas (GC-MS). Los
resultados obtenidos en cada una de | as etapas del trabajo permitieron formular una serie de

conclusiones que se describen a continuacion.

5.1 Anadlisis de benzotiazoles y de PCF por HPLC con deteccion espectrofotométrica
Se definieron las condiciones de separacion cromatogréfica en fase inversa,
obteniéndose la resolucion de los seis compuestos en 9 minutos (tiempos de retencion de
MBO, MBT, BT, TCMTB, MTBT y PCF respectivamente 2.98, 3.32, 4.05, 5.62, 6.16 y
7.94 min). La fase moévil fue la solucion diluida del é&cido acético (0.02%) : acetonitrilo
(34:66) y laelucion fue isocratica. El criterio empleado en la seleccidn de las condiciones de
deteccion espectrofotométrica fue el mayor valor posible del pardmetro sefial/ruido. Asi, la
deteccion del MBT se realiz6 en 324 nm y para el resto de los compuestos se utilizd la
longitud de onda 280 nm. L os parametros analiticos evaluados demostraron la viabilidad del
procedimiento parala cuantificacion de |os compuestos de interés en las concentraciones del

orden de pg-™ (lapeor sensibilidad fue obtenida para PCF).
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En laaplicacion al andlisis del agua de desecho, se llevo a cabo la extraccion en fase
solida en cartuchos de fase inversa. Selogro ladeteccion del MBT, BT y PCF en lamuestra.
Ademas, los resultados de los experimentos de recuperacion sugirieron la viabilidad de la
preconcentracion del MBT, TCMTB y PCF por evaporacion del acetonitrilo en la solucion
obtenida después del tratamiento SPE.

En esta parte de trabajo no se obtuvieron los resultados cuantitativos debido a: (i)
falta de selectividad en |a etapa de SPE, (ii) co-€lucién de varios compuestos en laregion de
elucion de MBT y MBO vy (iii) relativamente baja sensibilidad de la deteccién
espectrofotométrica

Con € fin de superar las limitaciones de la deteccion espectrofotométrica en 280 y
324 nm, se llevdo a cabo la derivatizacion del MBT y del MBO con 4-cloro-7-
nitrobenzofurazona (NBD-Cl). En las condiciones de reaccién seleccionadas
experimentalmente se confirmo la selectividad de la derivatizacion para MBT y MBO. Los
derivados formados no presentaron fluorescencia en la region de excitacion 280 — 400 nm,
pero si presentaron una nueva banda de absorcion permitiendo llevar a cabo su deteccion en
390 nm. Se demostrd que, € procedimiento de derivatizacion pre-columna con NBD-CI
ofrece dos importantes ventajas para el andlisis de MBT en aguas residuales por RP HPLC.
En primer lugar los compuestos derivados (MBO-NBD y MBT-NBD) son menos polares 'y
se eluyen de la columna en la regién libre de interferencias observadas. Por otra parte, la
deteccion de los compuestos derivados puede llevarse a cabo en la longitud de onda mayor
con mejor selectividad respecto a las longitudes de onda utilizadas para MBT y MBO
(aumento de S/N). Entre las limitaciones del procedimiento de derivatizacion pre-columna
hay que mencionar que e NBD-Cl no reacciona con otros compuestos de interés en este
estudio. Al incluir la etapa de derivatizacion, el procedimiento analitico se hace mas
complejo con € riesgo de una peor precision y exactitud de los resultados finales para otros

analitos. Por lo tanto, dicho procedimiento no se aplico alas muestras reales.
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5.2  Aplicacion de la deteccion amperométrica en la determinacion del MBT por
HPLC en muestras ambientales y clinicas

Esta parte de trabgjo es la primera aplicacion de la deteccion electroquimica en la
determinacidn de benzotiazoles que contienen en su estructura el grupo funcional —=SH. En
los experimentos por voltamperometria ciclica se demostro la viabilidad de la deteccion
amperométrica oxidativadel MBT y MBO en presencia de un electrolito soporte simulando
la composicion de lafase movil utilizada en la separacion cromatografica.

En los estudios sisteméticos se definieron las condiciones de separacion
cromatogréfica, compatibles con la deteccién amperométrica. Estas condiciones resultaron
ligeramente diferentes respecto a las utilizadas con la deteccion espectrofotomeétrica (acido
fosférico 3 mmol 1™ : acetonitrilo (1:1), elucion isocrética).

En el estudio sobre las condiciones de deteccion mas adecuadas, se tomaron en
cuenta el material del electrodo de trabgjo (oro y carbdn vitreo), el tamafio del electrodo
(4rea de la superficie 28 mm? y 113 mm?) y el potencial aplicado (600, 900, 1250 mV). El
uso del electrodo de oro permitié obtener mayores sefiales de MBO y MBT. Sin embargo,
en las corridas consecutivas se observo la pasivacion de la superficie de oro, € efecto fue
reportado por otros autores en presencia de compuestos organosul furados o sus productos de
oxidacion [60]. Se establecieron las condiciones de regeneracion del electrodo (reduccion
catédica), pero aumentando de manera considerable €l tiempo total del andlisis (de 8 min a
12 min). Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas con diferentes electrodos de
carbon vitreo permitieron seleccionar para fines analiticos el electrodo con érea de
superficie 113 mm? y e potencial de deteccién 1250 mV. En estas condiciones se obtuvo el
limite de deteccién paraMBT 1.0 pg-™.

En la aplicacién del procedimiento desarrollado a andlisis de una muestra real, se
logré detectar el MBT en agua de desecho. La cuantificacion se llevé a cabo por el método
de adicion de estandar y por calibracion externa obteniéndose resultados de 1.9 pg-l™ y 1.6
ng:l™, respectivamente. La discrepancia entre estos valores (15%) sugiere la presencia de
interferencias de matriz, siendo € resultado obtenido por adicién de estdndar € mas
confiable.
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La segunda aplicacion del procedimiento desarrollado fue para €l andlisis del MBT
en orina. En este caso, e MBT y MBO fueron detectados solamente en muestras
fortificadas, observandose unaimportante supresion de sus sefiales (la magnitud de los picos
cromatograficos fue inferior respecto a las sefides observadas en e andlisis de estandares
puros). Aunque el uso de la deteccion amperométrica del MBT y MBO en orina parece
viable, se necesitan més estudios para elucidar la fuente de interferencias observadas y

lograr su posible eliminacion.

5.3 Estudio sobre la posible aplicacion de la voltamperometria adsortiva de
redisolucion catodica en la determinacion del MBT en aguas de desecho

En la continuacién de la investigacion realizada anteriormente [1] se estudiaron
varios parametros que pudieran ayudar a eliminar las interferencias observadas en la
determinacion del MBT basada en la formacion de la onda catalitica de protones. Se
examino €l efecto del tipo y concentracion del acido, encontrandose la mayor magnitud de
lasefial voltamperométrica en presencia del &cido trifluoroacético (25 mmol -1 ™).

Para evitar las interferencias provocadas por la compleja composicion de la muestra
real, se propuso llevar a cabo una etapa de pretratamiento de la muestra por SPE. Tomando
en cuenta la fuerza de elucion del MBT del cartucho C18 y € efecto en la sefia de la onda
catalitica de protones, € acetonitrilo fue seleccionado como € disolvente mas adecuado. En
las pruebas readlizadas para el andlisis de agua de desecho (sin y con fortificacion de la

muestra) se observé la supresion total de la sefial de la onda catalitica de protones.

5.4 Analisis del MBT por cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de
masas

Para convertir los analitos en compuestos volatiles, se propuso la derivatizacion pre-
columna con pentafluorobencilbromuro (PFBB), que pudiera ser eficiente para el MBT,
MBO y PCF. Los experimentos realizados en las soluciones estdndar demostraron la
derivatizacion selectiva del MBT y MBO. El procedimiento propuesto para €l andlisis de
aguas de desecho consistio en las siguientes etapas. extraccion en fase solida (cartucho
C18), derivatizacion con PFBB y separacion/deteccion por GC-MS. Para aumentar la
sensibilidad y selectividad de la deteccion, en e analizador de masas de trampa idnica se

utilizaron las ventanas de acumulacién de iones correspondientes a los valores m/z
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esperados para los tioéteres del MBO y MBT (331 + 3y 347 + 3). Tomando como sefial
analitica larelacion entre las alturas de los picos de MBT-PFBB y MBO-PFBB, € limite de
deteccion obtenido para e MBT fue de 5.0 Ogl™, aumentando de esta manera la
sensibilidad respecto al Unico método por GC-MS reportado hasta la fecha [38]. En €
andlisis de muestra real, se detecto la presencia de MBT con la concentracion aproximada
de 5.0 Og-™. Este resultado confirma el resultado obtenido en la misma muestra con el uso

de un procedimiento més sensible por HPL C con deteccion el ectroquimica.

5.5 Conclusiones generales
En cuanto a las conclusiones generales del trabajo es necesario destacar las
siguientes:

a) La cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa, con deteccion
espectrofotométrica parece ser una herramienta més versdtil para e andlisis de
benzotiazoles y de pentaclorofenol. La etapa mas critica en el procedimiento
analitico es el pretratamiento de la muestra para lograr la separacion y
preconcentracion selectiva de los analitos. En e posible trabgjo futuro sera
necesario estudiar més a fondo las condiciones de esta etapa.

b) Para la determinacion del MBT en agua de desecho se propusieron dos
procedimientos analiticos, con el mismo estandar interno, pero basados en diferentes
fundamentos fisicoquimicos: (i) extraccion liquido-liquido y la separacion por
cromatografia liquida con deteccion electroquimicay (ii) extraccion en fase sdlida,
derivatizacion con PFBB y la separacion por cromatografia de gases con deteccion
por espectrometria de masas con analizador de masas de trampaioénica. El desarrollo
del primer procedimiento (i) forma la contribucion cientifica mas importante del
trabajo, mientras que el segundo (ii) fue una adaptacion del procedimiento reportado
en la bibliografia [38]. Se demostro la viabilidad de los dos sistemas para el andlisis
del MBT en aguas residuales ((i) también para €l andlisis de orina) observandose
mejor sensibilidad del andlisis cuantitativo por la cromatografia liquida. La
concordancia entre los resultados obtenidos en el andlisis de la misma muestra real
(resultado semi-cuantitativo en GC-MS) indica la exactitud del andlisis

cromatografico con deteccion electroquimica.
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