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RESUMEN

Los metilsiloxanos volatiles (VMS) constituyen un nuevo grupo de contaminantes
cuya presencia en el medio ambiente ha suscitado en los ultimos afios una especial
atencion debido a que presentan una elevada persistencia, capacidad de
bioacumulacion y provocan efectos tdxicos y potencialmente cancerigenos en los
organismos vivos. Hasta el momento, los datos disponibles sobre su presencia y
distribucion en el medio ambiente son muy limitados y, por tanto, existe un gran
interés por conocer el impacto real que provocan estos contaminantes. El andlisis de
estos compuestos en muestras ambientales conlleva serias dificultades debido a su
elevada volatilidad y a la contribucion como contaminacion de fondo a las muestras.
Ademas, los métodos analiticos desarrollados hasta el momento son escasos y abordan
un limitado nimero de matrices ambientales. En base a esta problematica, el objetivo
de esta tesis es el desarrollo de nuevos métodos de analisis para la determinacion de
VMS mediante la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS), vy estudiar su presencia y distribucion en muestras ambientales de diferente

naturaleza.

Debido a que los VMS son compuestos de elevada volatilidad, en esta tesis se han
desarrollado métodos de andlisis empleando la técnica extraccion del expacio de
cabeza mediante microextraccion en fase solida (HS-SPME) para el andlisis de VMS
en aguas fluviales y mejillones. En el caso de las muestras de agua, el uso de la HS-
SPME ha permitido obtener limites de deteccion (LODs) especialmente bajos (VMS
lineales: 0,003-0,25 ng L™ y ciclicos: 6 - 11 ng L") y una adecuada precision
(RSD%<17%), utilizando una fibra de DVB/PDMS (65um). Para el analisis de
mejillones mediante HS-SPME fue necesario incluir una etapa previa de extraccion
con acetonitrilo y determinar los VMS mediante el andlisis de una alicuota del
extracto diluida en agua (0.5%, v/v). En este caso, el método de HS-SPME
proporciond una excelente sensibilidad y LODs del orden de los ng g’ de peso
humedo (p.h.) (VMS lineales: 0,03 — 0,10 ng g"'p.h. y ciclicos: 2 - 4 ng g'p.h.). En
general, la ventaja de utilizar la técnica HS-SPME para el analisis de VMS radica en
su simplicidad y rapidez, y el hecho de que permite minimizar la contaminacion de la

muestra y las pérdidas por volatilizacion de los analitos durante el analisis.



Aunque la HS-SPME ha demostrado ser una técnica excelente para el analisis de
aguas fluviales, su aplicacidn a la determinacion de VMS en aguas residuales no fue
posible debido al efecto matriz que provoca pérdidas importantes en la sensibilidad y
reproducibilidad del método. En este caso, se desarrollé un método basado en el uso
de discos de extraccion en fase solida (SPE disk) de C;g de pequefio formato (5,5
mg/1ml) para el analisis de la fase disuelta del agua residual, con el objetivo de
disminuir el volumen de muestra (10 ml) y la cantidad de disolvente de elucién (200
ul). El método proporciond recuperaciones superiores al 91% para todos los
compuestos estudiados. Para el andlisis de la fase particulada del agua residual, se
propone la extraccion de los compuestos de interés con n-hexano y purificacion del
extracto con cartucho de SPE de silice (100mg/Iml). Este mismo método de
extraccion también se aplicéd al andlisis de suelos y lodos de depuradoras con buenas
recuperaciones (>80%). Es importante destacar que en todos estos métodos
desarrollados no se utilizaron etapas de concentracion de los extractos para evitar las
pérdidas por volatilizacion de los VMS, aunque este hecho afecte negativamente a la
sensibilidad del método. Para compensar esta menor sensibilidad se utilizd la técnica
de inyecciéon de grandes volumenes, denominada recondensacion concurrente de
disolvente (CSR-LVI), que es especialmente adecuada para el analisis de compuestos
volatiles. El uso de la CSR-LVI en el andlisis de suelos y fangos de depuradora
permitié el analisis de hasta 30 pl de extracto en el sistema de GC-MS, obteniendo
LODs suficientemente bajos (0,01 — 1,5 ng g'p.s.). La CSR-LVI también se aplico al
analisis de la fase disuelta del agua residual, permitiendo la inyeccion en el sistema
cromatografico de un volumen de 20 pl de extracto disuelto en una mezcla de

tetrahidrofurano/n-hexano (60/40, v/v).

En esta tesis también se ha abordado el analisis de VMS en aire mediante el uso de
cartuchos de isolute ENVI+ para la retencion de los analitos, ya que entre los
diferentes adsorbente estudiados fue el que permitid6 muestrear un mayor volumen de
aire con una elevada recuperacion (>96%). En este caso también se utilizd la técnica
CSR-LVI para mejorar los limites de deteccion del método, alcanzandose valores

entre 0,02 - 0,18 ng m> y muestreando un volumen de aire de 2,7 m’.

Es importante destacar la importancia que la contaminacion de fondo ejerce sobre la

bondad y robustez de los métodos analiticos desarrollados. Esta contaminacién es
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debida a la presencia de los VMS en el aire del laboratorio, materiales y reactivos y a
la propia instrumentacion utilizada, lo que obliga a un cuidado especial en cada una de
las etapas de andlisis para poder minimizar y controlar su contribucion a las muestras.
Para ello, fue necesario evaluar de forma sistematica la presencia de estos compuestos
mediante el frecuente andlisis de blancos de campo y de método, asi como realizar el
tratamiento de muestra en un laboratorio limpio, evitando el uso de componentes o

materiales que contengan siliconas.

Los métodos desarrollados fueron aplicados al analisis de diferentes tipos de muestras,
como suelos urbanos, lodos de depuradoras, aguas residuales sin tratar y tratadas, aire
de exterior e interior y mejillones. En todas las muestras, las concentraciones
encontradas de VMS mostraron un elevado predominio de los VMS ciclicos respecto
a los lineales, siendo el decametilciclopentasiloxano (D5) el compuesto mayoritario.
En general, las matrices mds contaminadas con VMS fueron las aguas residuales
(VMS lineales totales: 478 — 1026 ng L™ y ciclicos totales: 12277 — 32073 ng L) y
lodos de depuradoras (VMS lineales totales: 44 — 147 ng g'p.s. y ciclicos totales:
8223 — 111632 ng g'p.s.), mientras que los niveles mas bajos se encontraron en agua
fluvial (metilsiloxanos lineales totales: 0,8 —4,7 ng L y ciclicos totales: 22 — 81 ng L~
" y suelos urbanos (metilsiloxanos ciclicos totales: 22 — 66 ng g'p.s.). El estudio de
VMS en mejillones como bioindicadores de contaminacion ha permitido detectar la
presencia de estos compuestos en aguas de la costa catalana y determinar las zonas
que presentan un mayor grado de contaminacion. En general, las dreas con mayor
concentracion de estos compuestos, en especial de los VMS ciclicos, se encuentran en
las desembocaduras del rio Llobregat y Besos, asi como en areas cercanas a ciudades
densamente pobladas y con un fuerte impacto industrial, como Barcelona y Tarragona
(VMS ciclicos totales: 112-661 ng g'p.h.). En cambio, zonas costeras con
aportaciones de tipo urbano y turistico presentan concentraciones de VMS

sensiblemente menores (VMS ciclicos totales: 9-49ng g 'p.h.).
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OBJETIVOS Y ESTRUCTURA

Recientemente, un nuevo grupo de contaminantes organicos persistentes, los
metilsiloxanos ha atraido la atencidén de las agencias medioambientales de Europa y
Norteamérica debido principalmente a que se ha puesto de manifiesto la presencia de
los metilsiloxanos volatiles en distintos compartimientos ambientales. A pesar de que
existen algunos estudios sobre la distribuciéon de estos compuestos en el medio
ambiente y su toxicidad, la informacion disponible es insuficiente y en ocasiones
contradictoria. Por otra parte, el andlisis de los metilsiloxanos presenta serias
dificultades y los métodos publicados son escasos, y algunos de ellos presentan serias
limitaciones. Dada esta problematica, en la presente tesis doctoral nos hemos

planteado los siguientes objetivos generales:

= Desarrollar nuevas metodologias analiticas para determinar metilsiloxanos

volatiles lineales y ciclicos en diferentes matrices ambientales.

= Estudiar la presencia y distribucion de los metilsiloxanos volatiles en el medio

ambiente.

En relacion a estos objetivos generales nos hemos planteado los siguientes objetivos

especificos:

= Estudiar las diferentes fuentes de la contaminacién de fondo en el analisis de
los metilsiloxanos voldtiles en distintos tipos de muestras y desarrollar

estrategias para minimizar su presencia.

= Evaluar la aplicabilidad de la inyeccion de grandes volumenes con
recondensacion concurrente de disolvente (CSR-LVI), para la determinacion
de estos compuestos mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS).

= Desarrollar métodos para la extraccidon y purificacion de los metilsiloxanos
volatiles en distintos tipos de matrices ambientales tanto acuosas, como solidas

o gaseosas, utilizando la CSR-LVI-GC-MS.

VI



Evaluar los niveles de concentracion y estudiar los patrones de composicion
caracteristicos, que presentan los metilsiloxanos volatiles lineales y ciclicos en

diferentes matrices ambientales.

Esta tesis doctoral se ha estructurado en los siguientes apartados:

Vil

Una introduccidn acerca de la presencia de los metilsiloxanos volatiles lineales
y ciclicos en el medio ambiente, y sobre los métodos que se han publicado

para su analisis.

Un capitulo dedicado a los métodos de analisis que se han desarrollado en esta
tesis. Este apartado incluye una breve introduccion acerca de las técnicas que
se utilizan para la determinacion de los metilsiloxanos volatiles, y el trabajo

experimental realizado que se presenta en forma de articulos.

Un capitulo dedicado a la discusién de los resultados obtenidos, donde se
comentan los métodos de andlisis desarrollados y se comparan con los
publicados por otros autores. Se comentan y discuten los niveles de
concentracion obtenidos en el analisis de metilsiloxanos volatiles en muestras

ambientales de diverso origen (suelos, lodos, aguas, mejillones y aire).

Finalmente un apartado con las conclusiones generales obtenidas y uno donde

se incluye la bibliografia.



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ACN Acetonitrilo

APCI-MS Espectrometro de masas con una fuente de ionizacion quimica a
presion atmosférica

ASE Extraccion acelerada por disolventes

BCF Factor de bioconcentracion

CI Ionizacion quimica

CSR-LVI Inyeccion de grandes volumenes con recondensacion concurrente de
disolvente

DCM Diclorometano

DSI Inyeccion directa de la muestra

ECHA Agencia Europea de productos quimicos

EI Ionizacioén electronica

FID Detector de ionizacién a la llama

FT-IR Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

GC Cromatografia de gases

GC-MS Cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas

GC-MS/AES Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas / espectro-
metria de emision atdmica

GC-MS/MS Cromatografia de gases con espectrometria de masas en tandem

GC-QqQ Cromatodgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo

HPLC Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

HS Extraccion del espacio de cabeza

HS-SPME  Extraccién del espacio de cabeza mediante microextraccion en fase
solida

IC50 Concentracion inhibitoria para el 50% de los individuos expuestos

ICP-HR-IDMS Plasma de Acoplamiento Inductivo combinada a espectrometria
de masas de dilucion isotdpica de alta resolucion

LC50 Concentracidn letal para el 50% de los individuos expuestos

LDTD-APCI Desorcion térmica de diodo laser con ionizacion quimica a presion

LLE

atmosférica

Extraccidn liquido-liquido
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INTRODUCCION GENERAL

CAPITULO 1






Introduccion general

1.1 Introduccion

Los siloxanos se obtuvieron por primera vez por el quimico inglés F.S. Kipping en el
afio 1904. Durante la sintesis de silanoles a partir de la hidrolisis de clorosilanos, este
investigador observé que los productos de esta reaccion se polimerizaban
espontaneamente formandose estructuras de elevado peso molecular (Kipping, 1904,
1907a,b, 1912). A estas nuevas sustancias las denominé siliconas, y su primera
aplicacion fue como lubricantes durante la Primera Guerra Mundial. Segin la IUPAC
estos compuestos se denominan siloxanos; sin embargo, con frecuencia se utiliza el
término siliconas introducido por Kipping, sobre todo cuando se hace referencia a su
utilizacidn como productos industriales. En sus aplicaciones en la industria de los
cosméticos también se les conoce como dimeticonas y ciclometiconas, términos que
se derivan de metilsiliconas y ciclometilsiliconas (SCCP, 2005). La estructura de estos
compuestos consiste basicamente en atomos de silicio y oxigeno enlazados entre si de
forma alternada (—S:i—O—S:i—O—), donde cada atomo de silicio se encuentra a su vez
unido a uno o diferentes grupos organicos. Los atomos de silicio y oxigeno pueden
estar unidos siguiendo una conformacion lineal o ciclica. Para los siloxanos lineales se
utiliza la notacion Lx mientras que para los ciclicos se emplea la Dx, siendo x el
nimero de unidades —S:i—O— de su estructura. Las propiedades de los siloxanos
dependen principalmente de la longitud de la cadena y del tipo de grupos funcionales
enlazados a los 4tomos de silicio. Los siloxanos que mas se producen industrialmente
son los polidimetilsiloxanos (PDMS) y en especial los de cadena corta, conocidos
como metilsiloxanos volatiles (VMS) (Lassen y col., 2005). Entre estos podemos citar
los metilsiloxanos lineales hexametildisiloxano (L2), octametiltrisiloxano (L3),
decametiltetrasiloxano (L4) y dodecametilpentasiloxano (LS5), los cuales se utilizan
como constituyentes en cosméticos y productos de aseo personal, y como compuestos
de partida en la sintesis de polisiloxanos de mayor peso molecular. Ademas se utilizan
como aditivos en productos de limpieza y desengrasantes, y también en lubricantes,
disolventes, pinturas, lacas y barnices (Butts y col., 2002; Kaj y col., 2005b, Horri y
col., 2008). Entre los VMS cabe destacar a los metilsiloxanos ciclicos
hexametilciclotrisiloxano (D3), octametilciclotetrasiloxano (D4),
decametilciclopentasiloxano (D5) y dodecametilciclohexasiloxano (D6), y en especial

a los tres ultimos, los cuales son los polisiloxanos con un mayor volumen de



Capitulo 1

produccion (Lassen y col., 2005). Estos compuestos se utilizan como constituyentes
basicos en cosméticos y productos de aseo personal, incluyendo productos para el
cuidado del cabello, desodorantes, jabones, cremas, esmaltes de ufias y perfumes.
Ademads, se utilizan en productos de limpieza, en utensilios de cocina, como
compuestos de partida para la sintesis de polisiloxanos de elevado peso molecular, y
también en la industria como componentes de materiales adhesivos, agentes
reprograficos, y como aditivos en pinturas, lacas, barnices y combustibles (Kaj y col.,
2005b; Horri y col., 2008, Wang y col., 2013a, Dudzina y col., 2014). En cuanto a la
produccion a gran escala de los VMS, ésta se inicio en los afios 40, coincidiendo con
su incorporacidn a los cosméticos y productos de aseo personal. Sin embargo, hasta la
década de los 70 su produccion para la industria de los cosméticos no crecio
considerablemente. Segiin datos de la literatura, hoy en dia, mas del 16% de los
productos de higiene personal y cosméticos contienen metilsiloxanos ciclicos, como
D4, D5 y D6 (Dudzina y col., 2014), y han sido clasificados por la Organizacion para
la Cooperacion Econdémica y Desarrollo (OECD, 2007) y por la Agencia
Norteamericana de Proteccion Ambiental (USEPA, 2007) como compuestos de
elevado volumen de produccién. Uno de los paises productores y consumidores mas
importantes de D4, D5 y D6 es China, que alcanzé en el afio 2009 un volumen de
produccion de 270000 toneladas. Otro de los productores importantes es Estados
Unidos, que seglin la Agencia de Proteccion Ambiental de ese pais, ha incrementado
considerablemente su produccion anual que alcanzé en 2002 las 22500 toneladas (US
EPA, 2002). En el caso de los paises de la Union Europea, los datos publicados por la
Agencia de Proteccion del Medioambiente del Reino Unido correspondientes al afio
2004 muestran volimenes de produccion estimados para el D4, D5 y D6 de 579,
19583 y 1989 toneladas, respectivamente (Brooke y col., 2009a,b,c). Con respecto a
los VMS lineales, la informacién que se dispone sobre su volumen de produccion o
importacién es muy limitada. De acuerdo con los datos publicados por la Agencia
Medioambiental Canadiense, el L3 no se produce en ese pais, sin embargo su volumen
de importacion alcanzd en el 2006 las 100 toneladas (Environment Canada and Health
Canada, 2011). Con respecto al L2, la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente de
Estados Unidos reportd que en el afio 2002 la produccion e importacion de este

compuesto en EUA ascendio a las 4536 toneladas (US EPA, 2002).
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Como se puede comprobar a partir de estos datos, los volumenes de produccion y uso
de los VMS, especialmente para la fabricacion de cosméticos y productos de higiene
personal, son realmente elevados y como consecuencia de ello se ha detectado su
presencia en el medio ambiente. Debido a su alta volatilidad, la emisién de VMS se
produce en una elevada proporcion hacia la atmosfera aunque las aguas residuales
pueden constituir también una via importante de entrada al medio ambiente. En
diversos estudios se ha podido constatar que los VMS provocan efectos toxicos,
afectan el sistema reproductivo y son ademds potenciales cancerigenos (McKim y
col., 2001; He y col., 2003). Por todo ello, en los tltimos afios se han iniciado diversos
estudios para conocer la presencia y distribucion de estos contaminantes en el medio
ambiente y con este proposito esta tesis se ha dedicado al desarrollo de métodos de
analisis para su determinacion. En la Tabla 1.1 se muestran la estructura molecular y

el nombre abreviado de los VMS estudiados.

1.2 Propiedades fisico-quimicas de los metilsiloxanos volatiles

Los polisiloxanos de cadena corta o metilsiloxanos volatiles (VMS) son por lo general
liquidos claros y viscosos que se caracterizan principalmente por presentar una
elevada presion de vapor y una baja solubilidad en agua, y como consecuencia valores
elevados de los coeficientes de distribucion aire / agua (log Kaw: 1,82 — 4,12)
(Varaprath y col. 1996; Mazzoni, 1997; Xu y Kropscott, 2012). Tanto la presion de
vapor como la solubilidad en agua disminuyen con el peso molecular de los
compuestos, tal y como se puede observar en la Tabla 1.2. Debido a su gran
hidrofobicidad, los VMS presentan valores elevados de los coeficientes de
distribucion carbono orgénico / agua (log Koc: 3,35 - 6,10) y octanol / agua (log Kow:
3,85 - 8,87), valores que estan relacionados, en el primer caso, con su tendencia a
acumularse en suelos y sedimentos con un contenido elevado de materia organica vy,
en el segundo, con su capacidad para acumularse en el tejido lipidico de los
organismos acuaticos (Mazzoni, 1997; Environment Canada and Health Canada,
2008a,b,c; Xu y Kropscott, 2012). Los VMS lineales y ciclicos presentan factores de
bioconcentracion de hasta 12.400 (Tabla 1.2), valores que son superiores al criterio
establecido por la Union Europea para compuestos bioacumulables (BCF>2000)

(REACH, 2008). En cuanto a la biodegradabilidad de estos compuestos, el numero de
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estudios que se han publicado en la literatura sobre este tema es muy limitado y la

mayor parte hace referencia a su degradacion en lodos de depuradoras de aguas. Asi,

Tabla 1.1. Nombre, abreviatura y estructura molecular de los VMS lineales y ciclicos
estudiados residuales.

Nombre Abreviatura Estructura molecular
Hexametildisiloxano L2 ?Hs ?Hs
i i
e\ o7\ e,
CH;  CH,

Octametiltrisiloxano L3 ?43 CH3 Cle

i Si
cuy” \No7 \ Yo7\ Nen,
CH; CH, CHs

Decametiltetrasiloxano L4 C|H3 ?Hs ?H3 ?H3

S Si Si Si
CH3/ \\O/ \\O/ \\O/ \\CH3
CH; CH, CH; CH,

Dodecametilpentasiloxano L5 st ?‘z ?43 ?‘b (lin
S Si_ _Si i Si
CH; e \\ O/ \\ O/ \\ O/ \\ O/ \\ CH,
CH; CH; CH; CH; CH,

Hexametilciclotrisiloxano D3 HyC “H,
\ _O_/

Octametilciclotetrasiloxano D4 3 CH,

Decametilciclopentasiloxano D5 Qo

Dodecametilciclohexasiloxano D6 H,C CH;
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Griimping y  col (1999) estudiaron  la  biodegradabilidad  del
octametilciclotetrasiloxano (D4) en lodos en condiciones anaerobias y observaron que
este compuesto practicamente no se biodegrada, ya que tan solo un 3% se convirtié en
dimetilsilanodiol después de 100 dias. De manera similar, estudios sobre la
biodegradacion del D5 y el D6 en lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales
en condiciones anaerobicas pusieron de manifiesto que estos compuestos no se
biodegradan (Brooke y col., 2009b, c). Sin embargo, se ha demostrado que los VMS
estan sujetos a distintos tipos de procesos de degradacidon abiodtica en diferentes
compartimientos ambientales, y esto puede conducir a su transformacion parcial o
total. Asi, se ha descrito la hidrdlisis de los VMS en suelos, formandose
polidimetilsiloxanodioles (Xu, 1999), reaccidon que esta catalizada por la presencia de
cationes metalicos (Na', Ca*", AI’") (Xu y Chandra, 1999). En medio acuoso, los
VMS se hidrolizan con una cinética de reaccién que depende del pH y de la
temperatura (Environment Canada and Health Canada, 2008a,b,c). En la atmosfera,
los VMS que se encuentran en fase gas reaccionan con los radicales OH, NOs' y con
el O3 mientras que los adsorbidos en la fase particulada sufren reacciones de
polimerizacion (Navea y col., 2009a,b). Todos estos procesos y transformaciones
condicionan la presencia, distribucion y acumulacién de los VMS en el medio

ambiente.

1.3 Origen y presencia en el medio ambiente

Se ha detectado la presencia de VMS en todos los compartimientos ambientales, aire,
aguas, suelos, sedimentos y biota (Kaj y col., 2005a,b, Genualdi y col., 2011). La
elevada volatilidad de estos compuestos (ver presion de vapor, Tabla 1.2), comporta
que mas del 90% de los VMS se emitan a la atmésfera, mientras que tan solo un 10%
se descargue en las aguas residuales, tanto urbanas como industriales (Whelan y col.,
2004). Las emisiones mas importantes a la atmodsfera se generan por el uso de
productos de higiene personal, aunque las plantas de produccion de
polidimetilsiloxanos, las de biogéds y las de tratamiento de aguas residuales son
también fuentes de contaminacion (Genualdi y col., 2011; Cheng y col., 2011; Wang
et al., 2013a). Datos obtenidos por paises de la Union Europea, han permitido estimar
que el uso de productos de higiene personal genera una emision de D5 y D6 a la
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atmosfera de 15570 toneladas afio™ y de 1790 toneladas aﬁo'l, respectivamente,
mientras que la cantidad que se introduce a través de las aguas residuales es nueve
veces menor (1730 toneladas afio” y 199 toneladas afio™', respectivamente) (Brooke y

col., 2009b,c¢).

Tabla 1.2: Propiedades fisico-quimicas de los VMS estudiados.

Abre- Peso Solubilidad Tempera-  Presion  log log Log BCF®
viatura molecular en agua tura de de Kool KOWb K.® (L kg'1
(g mol™) a25°C ebullicion ~ vapor p.h)°
(ngLh* (°C)  a25°C®
(Pa)
L2 162 930,7 107 5620 2,60 42 446" 5000
L3 236 34,49 153 520 3,16 480 3,50 991
L4 310 6,74 194 50 2,97 540 441 2871
L5 384 0,070 230 6,0 412 60 532 8318
D3 222 1560 135 1147 1,82 3,85 3,35 549
D4 297 56,20 176 1245 2,69° 6,98° 422" 12400’
D5 371 17,03 211 20,4°  3,13° 8,07° 517" 7060"
D6 445 5,13 245 2,26°  3,01° 8,.87° 610" 1160

* Varaprath y col. (1996)

® Mazzoni (1997)

“Leiy col. (2010)

¢ Calculada como: K,,=Constante de la Ley de Henry (Pa m’mol™) /R x T;
Constante de la Ley de Henry = Presién de vapor (Pa) / Solubilidad (mol m™)
® Xu y Kropscott (2012)

"David y col. (2000)

€ Estimados utilizando el software EPISuite (Estimation Program Interface, US EPA, v 4.11, 2012)
?Environment Canada and Health Canada, (2008a,b,c).

' Fackler y col. (1995)

p-h.: peso humedo

Por lo que hace referencia a la persistencia de estos compuestos en la atmdsfera, cabe
indicar que el mecanismo predominante de eliminacion de los VMS se basa en la
reaccion con los radicales OH'. Como producto de esta reaccion se forman silanoles,
los cuales al ser mas solubles en agua y presentar una menor presion de vapor que los

VMS precursores, tienden a ser eliminados de la atmoésfera mediante deposicion
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himeda (Whelan y col., 2004). Por otra parte, los VMS que se encuentran adsorbidos
en las particulas atmosféricas sufren reacciones de polimerizacion en presencia de O;,
catalizadas por los constituyentes de la propias particulas, tales como el 6xido de
hierro (Fe;03), la caolinita (Al;S1,05(OH)4) y las arcillas. Aunque estas reacciones
son inhibidas en condiciones de elevada humedad relativa, constituyen también un
mecanismo importante de eliminacion de los VMS de la atmosfera (Navea y col.,
2009a,b). Considerando estos procesos de degradacién atmosférica, se han estimado
tiempos de vida media de entre 30 dias para el D3 y 10 dias para el D5, los cuales son
suficientemente elevados como para que estos contaminantes sean distribuidos o
transportados a largas distancias (Atkinson, 1991; Whelan y col., 2004). Los VMS
presentan elevados valores de las constantes de Henry (log K, >1,82) (Tabla 1.2), lo
que conlleva que los procesos de deposicion de la atmosfera al medio acuatico no sean
importantes incluso a las bajas temperaturas del Artico (Wang y col., 2013a). Por el
contrario, la deposicidén atmosférica de los VMS en el medio terrestre puede explicar
su presencia en suelos que se encuentran alejados de las fuentes de emision (Sanchez-

Brunete y col., 2010).

En las plantas de tratamiento de aguas residuales, la eliminacién de los VMS se
produce a partir de la combinacidn de diferentes procesos que incluyen: volatilizacidn,
adsorcion en los solidos en suspension e hidrdlisis (David y col., 2000). Los solidos en
suspension son capaces de adsorber una parte considerable de los VMS debido a los
elevados valores de las constantes de distribucidn normalizadas al contenido de
carbon organico (log K,) que presentan estos contaminantes (Tabla 1.2). A pesar de
su elevada volatilidad, la emision de los VMS desde las aguas residuales a la
atmosfera se ve disminuida de forma significativa por la elevada proporciéon de
materia orgénica disuelta y coloidal que contienen. Por otra parte, la
biodegradabilidad reducida que presentan estos compuestos conlleva que éste no sea
un mecanismo de eliminacién importante (Whelan y Breivik, 2013). En sistemas de
tratamiento de aguas residuales convencionales, que incluyen etapas de sedimentacion
y tratamiento bioldgico con lodos activados, las eficiencias de eliminacion para los
metilsiloxanos ciclicos D4, D5 y D6 oscilan entre el 85 y el 99 % (Mueller y col.,
1995; Parker y col., 1999; Wang y col.,, 2013c). Ahora bien, puesto que estos

compuestos no se eliminan totalmente en las plantas de tratamiento, los efluentes



Capitulo 1

tratados pueden considerarse una fuente de emision de VMS al medio acudtico. De
hecho, se ha detectado la presencia de VMS en aguas superficiales y en sedimentos de
rios ubicados en las cercanias de plantas de tratamiento de aguas residuales (Sparham
y col., 2008, 2011; Zhang y col., 2011; Sanchis y col., 2012; Wang y col., 2013b). En
el medio acuatico, la volatilizacion es considerada como el mecanismo de eliminacion
predominante de los VMS. Sin embargo, diferentes procesos que se producen en la
columna de agua, tales como hidroélisis, adsorcion en la fraccién organica coloidal o
suspendida y acumulacién en sedimentos, compiten con la volatilizacion de estos
compuestos y determinan su distribucidn final (Whelan y col., 2009). Por ejemplo, la
hidrolisis de los VMS en aguas de rio bajo condiciones normales (pH 7, temperatura
5-25°C) se produce después de periodos de tiempo que varian entre 4 y 45 dias para el
D4 y desde 74 a 733 dias para el D5 (Environment Canada and Health Canada,
2008a,b).

En la literatura se han publicado diversos trabajos sobre la bioacumulacién de los
VMS. Estos estudios ponen de manifiesto que los metilsiloxanos ciclicos (D4, DS y
D6), presentan una elevada capacidad de bioacumulacién en organismos bénticos
invertebrados como gusanos marinos (ragworm), en peces como el eperlano, la trucha,
la perca y el arenque, y también en mamiferos como la foca gris (Warner y col., 2010;
Kierkegaard y col., 2011, 2013b,c; Borga y col., 2012). En lo que hace referencia a los
mamiferos, algunos autores consideran que estos compuestos pueden ser parcialmente
metabolizados o bien eliminados durante el proceso de respiracion (Warner y col.,
2010). En cuanto a la capacidad de biomagnificacion, los resultados publicados
indican que el comportamiento de los VMS difiere segun el tipo de especies y zonas
geograficas. Por ejemplo, Woodburn y col. (2013) observaron que el D4 y el D5 no se
biomagnifican en vertebrados acuaticos como la trucha, con factores de
biomagnificacion trofica (TMF) menores a 1. En cambio, Borga y col. (2013)
observaron biomagnificacion del D5 y D6 en la cadena alimentaria pelagica de dos

lagos Noruegos, con TMFs entre 1,8 y 4,0.

Los suelos constituyen otro compartimiento ambiental en el cual se han detectado los
VMS. Estos compuestos llegan a este medio principalmente al mezclar lodos
obtenidos en las plantas de tratamiento de aguas residuales con suelos agricolas

(Sanchez-Brunete y col., 2010; Wang y col., 2013b). Estos lodos constituyen una
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aportacion de nutrientes importante que beneficia la produccidn agricola, sin embargo
en esta matriz se pueden acumular contaminantes. Por ejemplo, se han hallado
concentraciones de VMS ciclicos en suelos agricolas mezclados con lodos desde 7 a
711 ng g peso seco (p.s.) (Sanchez-Brunete y col., 2010; Wang y col., 2013b). Sin
embargo, algunos estudios indican que en los suelos estos compuestos sufren
hidrolisis y volatilizaciéon, disminuyendo en consecuencia su concentracion. La
volatilizacidn se favorece en condiciones de elevada humedad relativa, mientras que la
hidrolisis predomina en suelos con alto contenido en arcillas (Xu, 1998, 1999; Xu and
Chandra, 1999). Como consecuencia de estos dos procesos competitivos, se ha
estimado que el tiempo de vida medio de los metilsiloxanos ciclicos en suelos con una
humedad relativa del 50 al 90%, es de 4 a 5 dias para el D4, de 10 a 12 para el D5 y de
158 a 202 dias para el D6 (Wang y col., 2013a).

Se ha descrito la presencia de VMS tanto en zonas cercanas a fuentes de emision
como en lugares muy alejados, como por ejemplo en el Artico (Kaj y col., 2005a,b;
Warner y col., 2010). En la Tabla 1.3 se resume la informacién bibliografica que hace
referencia a los VMS lineales y ciclicos identificados en diferentes matrices
ambientales, sus concentraciones y las correspondientes referencias. Como se puede
observar, en sedimentos de rios y en lodos de plantas de tratameinto de aguas
residuales se han detectado concentraciones relativamente elevadas de VMS ciclicos
de hasta més de 89000 ng g™’ p.s. Asi, por ejemplo, Sparham y col. (2011) hallaron D4
y D5 en sedimentos del rio Gran Ouse en Inglaterra, Wang y col. (2013b) encontraron
D4, D5 y D6 en sedimentos de rios de Ontario y Quebec (Canadd), mientras que
Sanchis y col. (2013) detectaron D3, D4 y D5 en sedimentos del rio Llobregat
(Espafa), ademas de los siloxanos lineales L4 y LS. Por otra parte, Zhang y col.
(2011) encontraron D4, D5 y D6 en sedimentos del rio Songhua en el Nordeste de
China. Las concentraciones de estos compuestos en los sedimentos oscilan entre 1 y
5840 ng g™’ peso seco (p.s) en funcion del compuesto y la zona estudiada (Tabla 1.3).
En todos estos trabajos se ha observado el predominio del D5 respecto a los otros
VMS. En los lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales se acumulan
elevadas concentraciones de contaminantes organicos poco polares y entre ellos se
han encontrado tanto los VMS ciclicos como los lineales. Asi, Kaj y col., (2005a,b)

detectaron concentraciones de VMS lineales que alcanzan los 550 ng g™’ p.s., mientras
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que para los ciclicos las concentraciones determinadas por estos autores son muy
superiores (89 pg g” p.s.), aunque en otros estudios se indican concentraciones mas
de un orden de magnitud inferiores (Zhang y col., 2011; Xu y col., 2013). En esta
matriz, la distribucion de concentraciones de los VMS se caracteriza también por el
predominio del D5. La presencia de estos compuestos en los lodos de depuradora
puede explicar su presencia en suelos agricolas adicionados con estos lodos, en los
que se han llegado a encontrar concentraciones de hasta mas de 700 ng g”' p.s. (Wang
y col., 2013b). Hasta el momento, solamente se han publicado dos trabajos que
estudian los niveles de concentracion de VMS en suelos de distinta procedencia
(agricola, industrial y urbana) no adicionados con lodos. En el estudio publicado por
Sanchez-Brunete y col. (2010), se detectdé la presencia de D4, D5 y D6 a
concentraciones desde 5,8 a 56,9 ng g p.s. en suelos agricolas de diferentes regiones
de Espafia, concentraciones que son similares a las encontradas por los mismos
autores para suelos agricolas mezclados con lodos de depuradora (22,5 - 37,5 ng g’
p-s.). En suelos de origen industrial los niveles de concentracién son superiores, con
valores de hasta 482,6 ng g”'p.s., mientras que la presencia de estos compuestos en
suelos urbanos parece ser muy inferior. Asi en el unico trabajo publicado sobre la
presencia de estos contaminantes en suelos urbanos realizado en la provincia de
Shandong en China se detectaron D5 y D6 en concentraciones de 6,7 y 5 ng g p.s.,

respectivamente (Xu y col., 2013).

Algunos autores han estudiado la presencia de estos compuestos en organismos
acuaticos procedentes de paises del Norte de Europa. En la Tabla 1.3 se incluyen datos
correspondientes a distintas especies, aunque las mas estudiadas han sido los peces en
los cuales se han encontrado siloxanos ciclicos a concentraciones entre 0,8 y 2200 ng
g peso humedo (p.h.), superiores a las determinadas en zooplancton y mejillones y en
algunos casos similares a las encontradas en mamiferos marinos (Tabla 1.3). Los
siloxanos lineales normalmente no se han detectado y tan solo existen dos referencias
(Schalabach y col, 2007, Evenset y col., 2009) de su presencia en higado de bacalao.
De manera similar a las otras matrices estudiadas, en las muestras de biota el D5 ha
sido el VMS presente en mayor concentracion. Por lo que hace referencia a los niveles
de concentracién publicados en la literatura para VMS en aguas, los valores mas

elevados corresponden a aguas residuales (Tabla 1.3). Esto se debe a que las aguas
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Tabla 1.3. Concentraciones de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales.

Muestra VMS lineales VMS ciclicos Referencia

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
Sedimentos, lodos y suelos
Sedimentos de rio - - D4, D5 12 - 1410 Sparham y col.,2011

- - D4, D5, D6 6 - 5840 Wang y col.,2013b
(ng g'p.s.) - ; D4, D5, D6 0,98 - 527 Zhang y col.,2011

L3,14,L5 4,4-753 D3, D4, D5 3,4-1270 Sanchis y col.,2012
Lodos de plantas de tratamiento - - D4, D5, D6 42-569 Zhang y col.,2011
de aguas residuales (ng g'lp.s‘) - - D3, D4, D5, D6 420 - 3700 Xuycol.,2013

L3,14,L5 1,4 -160 D4, D5, D6 37 - 54000 Kaj y col.,2005a

L3,14,L5 1-550 D4, D5, D6 96 - 89000 Kaj y c0l.,2005b
Suelos mezclados con lodos de - - D5, D6 22,5-37,5 Sanchez-Brunete y col.,2010
plantas de tratamiento de aguas - - D4, D5, D6 7-711 Wang y col.,2013b
residuales (ng g'p.s.)
Suelos agricolas (ng g'p.s.) - - D5, D6 5,8-56,9 Sanchez-Brunete y col.,2010
Suelos industriales (ng g”'p.s.) - - D4, D5, D6 22,3 -482,6 Sanchez-Brunete y col.,2010
Suelos urbanos (ng g’'p.s.) D5, D6 6,7y 5,0 Xuy col.,2013
Biota marina
Peces (ng g "'p.h.) D4, D5, D6 0,82 - 230 Borga y col.,2012

- - D4, D5, D6 16 - 14160 ng g’ Borga y col.,2013

lipido

- - D5 0,8-19,6 Kierkegaard y col.,2013b

- - D4, D5, D6 2,5-762 Kierkegaard y col.,2011

- - D3, D4, D5, D6 5,2-90 Kaj y col.,2005a

L3,14,L5 0,1-29 D3, D4, D5, D6 1,4 -2200 Schlabach y col.,2007

L3 0,33 D3, D4, D5, D6 2,2-19,1 Evenset y col.,2009

D4, D5, D6 5,7-26 Mc.Goldrick y col.,2014

]17,!91195) UQLINPOLIUT
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Tabla 1.3. Concentraciones de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales (cont.).

Muestra VMS lineales VMS ciclicos Referencia
Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
Peces (ng g 'p.h.) - - D5, D6 53-358ngg’ Warner y col.,2010
lipido
D4, D5, D6 6,3 -746 ng g’ lipido  Kierkegaard y col.,2013¢
Focas (ng g'p.h.) D3, D4, D5, D6 7,9 - 68 Kaj y col.,2005a
- - D5, D6 0,8 -1,1 ng g lipido  Warner y col.,2010
D5, D6 4.4 -24 Kierkegaard y col.,2013c¢
Zooplancton (ng g'lp.h.) - - D5, D6 1,3-50 Borga y col.,2012
Mejillones (ng g'lp.h.) - - D4, D5, D6 1,3-8,7 Schlabach y col.,2007
Aguas
Aguas superficiales: rios y lagos - - D5 13 -151 Sparham y col.,2008
(ng L'l) - - D4, D5, D6 10 - 1480 Wang y col.,2013b
L3 59,9 D3, D4, D5 27 - 987 Sanchis y col.,2012
Aguas residuales (ng L™) L3,14,L5 0,7 - 148 D3, D4, D5, D6 95 - 6020 Bletsou y col.,2013
L3,L4,L5 2,3 -538 D3, D4, D5 9,89 - 24484 Sanchis y col.,2012
- - D5 400 Sparham y col.,2008
- - D4, D5, D6 10 - 48400 Van Egmond y col.,2013
- - D4, D5, D6 16 - 691000 Wang y col.,2013b
L4 70, 210 D3, D4, D5, D6 50 - 7600 Xuy col., 2013
L2,1L3,14,L5 1,2 -230 D4, D5, D6 45 -26000 Kaj y col.,2005a
L2 6,3 D5, D6 46 - 1100 Kaj y ¢0l.,2005b
L3,14,L5 1-35 D4, D5, D6 100 - 12000 Schlabach y col.,2007
L2 1700 D3, D4, D5, D6 600 - 22700 Cortada y col.,2014
Aire
Aire de zonas alejadas de fuentes L3, L4, L5 0,011 -0,52 D3, D4, D5, D6 0.14-117 Genualdi y col.,2011
de emision (ng m™)
- - D4, D5, D6 2,2-29 Yucuis y col.,2013
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Tabla 1.3. Concentraciones de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales (cont.).

Muestra VMS lineales VMS ciclicos Referencia
Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
Aire de zonas alejadas de fuentes - - D3, D4, D5, D6 0,1 -39 Krogseth y col.,2013b
de emisién (ng m™) - - D5 0,3-9 McLachlan y col.,2010
L3,14,L5 0,0074 — 0,531 D3, D4, D5, D6 0,43 - 28 Kierkegaard y
McLachlan,2013a
Aire de zonas urbanas (ng m'3) - - D4, D5, D6 21 -84 Kaj y col.,2005a
- - D4, D5, D6 70 - 2100 Kaj y c0l.,2005b
L3,1L4,L5 0,013 — 0,66 D3, D4, D5, D6 0,13 - 280 Genualdi y col.,2011
- - D4, D5, D6 3,3-1100 Yucuis y col.,2013
Aire de zonas industriales L2 37-179 D4, D5, D6 20 - 19000 Kaj y col.,2005b
(ng m™) - - D3, D4 700 - 20500 Wang y col.,2001
L3,L4,L5 0,48 — 22,20 D3, D4, D5, D6 2,1-5540 Cheng y col.,2011
Aire de ambientes interiores - - D3, D4, D5 600 - 7400 Shields y Weschler,1992
(ng m™) - - D4, D5 2500 - 39600 Shields,1996
L2,1L3,14 1500 - 73200 D3, D4, D5, D6 500 - 164000 Kaj y col.,2005b
L2,L3,L4, L5 420 - 93000 D3, D4, D5, D6 40 - 730000 Pieri y col.,2013
- - D4, D5, D6 23 - 56000 Yucuis y col.,2013
L2,1L3,1L4,L5 1300 - 1600 D4, D5, D6 790 - 16000 Lamaay col.,2013

Nota: Se muestran subrayados los VMS mayoritarios en las diferentes matrices ambientales.

Jpaaual uoronposus



Capitulo 1

residuales reciben importantes aportaciones tanto urbanas como industriales de estos
contaminantes. Las concentraciones de VMS lineales y ciclicos que se han detectado
se encuentran entre 0,7 y 1700 ng L™ y desde 0,01 a 691 pg L™, respectivamente. El
predominio significativo de los VMS ciclicos se debe a la gran utilizacion de
productos de uso doméstico y aseo personal que se vierten a las aguas residuales,
puesto que en dichos productos los VMS ciclicos estan en concentraciones elevadas
del orden de los 11000 — 151000 pg g ' (Horri y Kannan, 2008; Wang y col., 2009;
Dudzina y col., 2014). Con respecto a la presencia de VMS en aguas superficiales, en
general se han estudiado rios en zonas cercanas a descargas de plantas de tratamiento
de aguas residuales donde los compuestos que se han detectado con mas frecuencia
son los VMS ciclicos. Asi se ha detectado D5 (Sparham y col., 2008) en los rios Nene
y Gran Ouse (Inglaterra), D3, D4 y D5 (Sanchis y col., 2013) en aguas del rio
Llobregat (Espafia) y D4, D5 y D6 (Wang y col.,2013b) en rios de Ontario y Québec
(Canad4), a unos niveles de concentracion entre los 13 y los 1480 ng L™, siendo los
valores mas elevados los de Canadé. Tan solo en un caso se ha detectado un siloxano

lineal, el L3, a una concentracién de 59,9 ng L™ (Sanchis y col., 2013).

Dado que los VMS son volétiles, el aire es el compartimiento ambiental donde mas
facilmente pueden encontrarse. Como se puede observar en la Tabla 1.3 las
concentraciones que se han detectado en aire varian significativamente en funcion del
tipo de ambiente estudiado, exterior, interior o de zonas industriales. Los menores
niveles de concentracion se han detectado en aire de ambientes exteriores de zonas
alejadas de las fuentes de emision (VMS lineales: 0,0074 - 0,531 ng m> y ciclicos: 0,1
- 117 ng m™). En este tipo de muestras, las concentraciones mas bajas de los VMS
ciclicos corresponden a zonas rurales de Suiza (0,3 — 9 ng m™) (McLachlan y col.,
2010) y a diversas zonas ubicadas en el Artico (0,1 — 3,9 ng m™) (Krogseth y col.,
2013b). En comparacion con estos bajos niveles de concentracion, en el aire de
ambientes exteriores de zonas urbanas se han detectado niveles de VMS ciclicos hasta
cuatro 6rdenes de magnitud superiores, siendo las concentraciones mas elevadas las
encontradas para el D4 en Reykajavic, Islandia (2,1 pg m>) (Kaj y col., 2005b) y para
el D5 en Chicago, EUA (1,1 pg m™) (Yucuis y col., 2013). Por el contrario, las
concentraciones de los VMS lineales (0,013 — 0,66 ng m™) en aire de zonas urbanas

son similares a las encontradas en zonas alejadas de las fuentes de emision. Por lo
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general, el VMS que se encuentra a mayor concentracion es el D5. Sin embargo,
Genualdi y col. (2011) detectaron el D3 y D4 como compuestos mayoritarios en aire
de ambientes exteriores de la costa oeste de Norteamérica. Este hecho se atribuyd al
transporte de emisiones de estos compuestos generadas en ciudades industriales de
China. En cuanto a los niveles que se han detectado en zonas industriales, las
concentraciones resultan superiores a los encontradas en el aire de zonas urbanas y
oscilan entre los 0,48 y 79 ng m™ para los VMS lineales y entre los 0,02 y 20,5 pg m™
para los ciclicos. Los valores de concentracion mas elevados se han encontrado para el
D4 (20,5 png m”) en Guangzhou (China) (Wang y col., 2001) y para el D5 (19 pg m>)
en Stockvik (Suecia) (Kaj y col., 2005a), siendo estos dos los VMS mayoritarios en
este tipo de muestras. Por otra parte, en aire de ambientes interiores también se han
encontrado concentraciones elevadas de VMS (lineales: hasta 93 pg m™, ciclicos:
hasta 730 pg m™) (Tabla 1.3). En este caso, los niveles de concentracion de estos
compuestos dependen de la densidad ocupacional y la existencia de ventilacion al
exterior (Shields y Weschler, 1992). Por ejemplo, Shields (1996) detecté una
concentracion promedio de D4 y D5 de 2,5 y 7,0 ug m™, respectivamente, en oficinas
con una densidad ocupacional menor a 0,4 ocupantes/90 m’, mientras que las
concentraciones aumentaron hasta 10,2 y 39,6 ug m™ en oficinas con una densidad
ocupacional de 3 a 5 personas/90 m”. En aire de ambientes interiores, los niveles de
concentracion mas altos son los encontrados para el D6 en dormitorios infantiles en
Suiza (164 ng m>) (Kaj y col., 2005a) y para el D5 en dormitorios de adultos en Italia
(730 pg m™) (Pieri y col. 2003).

1.4 Toxicidad y legislacion

Los estudios de toxicidad que se han publicado en la literatura sobre los VMS se han
centrado fundamentalmente en los compuestos ciclicos, ya que son los que presentan
un mayor volumen de produccion y tienen muchas mas aplicaciones que los lineales vy,
en consecuencia, se encuentran con mas frecuencia y mayor concentracién en el
medio ambiente. Por otra parte, dada la tendencia que tienen estos contaminantes a
asociarse a los sdlidos en suspension en los sistemas acuaticos y a acumularse en los
sedimentos, se ha considerado de interés evaluar los efectos toxicos en organismos

bénticos. Ya en 1994, Kent y col. (1994) estudiaron la toxicidad del D4 utilizando
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como organismo indicador al invertebrado bentdnico Chironomus tentants y no
observaron efectos adversos (NOEC) en sedimentos con un contenido de carbono
organico del 0,27 al 4,1% y para concentraciones entre 54 a 120 mg kg™ p.s. Estudios
similares llevados a cabo por Norwood y col. (2013) para el D5 utilizando el anfipodo
bentonico Hyalella azteca y sedimentos con un contenido de carbono organico de 0,5
y 11 % pusieron de manifiesto que la concentracion letal para el 50% de los
individuos expuestos (LC50) era de 191 y 857 mg kg p.s., respectivamente. La
mayor toxicidad en sedimentos con bajo contenido de carbono orgénico se explica
porque en ellos la biodisponibilidad es mayor. La Agencia de Medio Ambiente de
Canada publico un estudio (Environment Canada and Health Canada, 2008a,b) en el
que se evalta la toxicidad del D5 en sedimentos utilizando como organismo indicador
el Chironomus riparius. Para este organismo el valor de LC50 fue de 450 mg kg™
Como se puede observar, los valores de NOEC y LC50 que se han determinado para
el D4 y D5 en sedimentos resultan considerablemente superiores a los niveles de
concentracion que se han encontrado para estos compuestos en esta matriz (0,001 —
5,84 mg k™) (Sparham y col., 2011; Zhang y col., 2011; Sanchis y col., 2012; Wang
y col., 2013b), lo que sugiere que el riesgo de que estos compuestos sean toxicos para

los organismos bentdnicos es minimo.

La toxicidad de los VMS ciclicos también se ha estudiado en organismos acuaticos
que no viven en la zona bentdnica sino mas bien en la columna de agua. Asi, Souza y
col. (1995) observaron efectos toxicos del D4 en la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) y determinaron para este compuesto valores de NOEC y LC50 de 4,4y 10 ug
L', respectivamente. También detectaron efectos toxicos del D4 en la pulga de agua
(Daphia magna) y se estimaron valores de NOEC y LC50 de 8 y 15 pg L7,
respectivamente. Otros autores han estudiado los efectos tdxicos producidos por el D6
utilizando también la pulga de agua como organismo indicador, y en este caso el valor
de NOEC es de 4,6 pg L' (Environment Canada and Health Canada, 2008c).
Considerando estos valores de NOEC y LC50 como representativos para la biota que
vive en la columna de agua, las concentraciones que se han publicado en la literatura
para el D4 y el D6 en agua de rio (0,010 - 1,48 ug 1) (Sparham y col., 2008; Sanchis
y col., 2012; Wang y col., 2013b), no deberian generar efectos toxicos importantes

hacia este tipo de especies.
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Respecto a la toxicidad de los VMS frente a la flora y los organismos vivos que
habitan los suelos se tiene muy poca informaciéon. Solamente se ha publicado un
trabajo (Velicogna y col., 2012) en el cual se evaltan los efectos adversos producidos
por el D5 en diferentes organismos terrestres utilizando suelos agricolas mezclados
con lodos de depuradoras de aguas residuales. Los resultados muestran que el D5
produce efectos adversos en el Trébol rojo (Trifolium pratense) y en la lombriz de
tierra (Eisenia andrei) pero a concentraciones muy elevadas, puesto que se determind
un valor de LC50 para ambas especies superior a 4054 mg kg'. En cambio este
compuesto genera efectos nocivos mas importantes en otros organismos. Por ejemplo,
retarda el crecimiento de la cebada (Hordeum vulgare) y disminuye la supervivencia y
reproduccion del colémbolo (Folsomia candida). Para el colémbolo se determinaron
valores de LC50 de 813 mg kg' y para la cebada se determinaron valores de
concentracion inhibitoria para el 50% de los individuos expuestos (IC50) entre 209 y
2051 mg kg'. Ahora bien, los valores de LC50 determinados para diferentes especies
terrestres, son significativamente superiores a los niveles de concentracion a los que se
ha encontrado el D5 en suelos de diferentes origenes (5,8 — 711 ng g'p.s) (Sanchez-
Brunete y col., 2010; Wang y col., 2013b), por lo que parece que los efectos toxicos

generados por este contaminante frente organismos terrestres es poco significativo.

Por lo que hace referencia a la toxicidad de los VMS en mamiferos, ésta se ha
estudiado por diferentes autores mediante experimentos realizados con ratones de
laboratorio. Los resultados que se han publicado hasta el momento demuestran que el
D4 afecta el proceso reproductivo mimificando o inhibiendo la actividad enddgena del
estrogeno, a través de un mecanismo dependiente del receptor ERa (McKim y col.,
2001), aunque este efecto no se manifiesta para los compuestos ciclicos D3 y D5 (He
y col., 2003). Por otra parte, se ha puesto de manifiesto que la exposicion de ratones
de forma prolongada al D4 genera afectaciones en el higado y la induccidon del
citocromo P450 (Utell y col., 1998), ademés de producir efectos de inmunosupresion
(He y col., 2003). La exposicion de forma prolongada al D5 también genera efectos
adversos notables, tales como cambios significativos en la patologia de los pulmones
(Siddiqui y col., 2007), mientras que la inhalacion de vapores del D3 genera
afecciones en el higado y el rifidén, hipertrofia hepatocelular y afecta ademas al sistema

reproductivo (OSHA, 2007). Por lo que hace referencia a los siloxanos lineales,
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McKim y col. (2001) observaron que el L2 no es potencialmente estrogénico, sin
embargo la inhalacidon de sus vapores produce en ratones lesiones histologicas en los
riflones y aumenta la concentracion de creatinina y urea en el plasma (Cassidy y col.,
2001). En general, los efectos observados en ratones pueden producirse también en
humanos, sin embargo no existe ningln trabajo en la literatura que lo confirme. Por el
contrario, existe un estudio publicado que demuestra que la exposicion a los VMS
ciclicos durante el uso de productos de aseo personal no provoca un aumento de
concentraciones que puedan considerarse un peligro para la salud humana (Hanssen y

col., 2013).

Ademas de los articulos que estudian la toxicidad de los VMS, también se han
publicado extensos trabajos de revision realizados por diversas agencias ambientales
europeas y norteamericanas, con el propdsito de evaluar si estos contaminantes deben
ser o no regulados. Asi, la Agencia Medioambiental Canadiense, clasifica los VMS
ciclicos D4, D5 y D6 como productos quimicos de elevada produccién y uso, y de
elevada persistencia y bioacumulacion. Estudios realizados el afio 2008, indican que el
D4 y el D5 entran en el medio ambiente en cantidades o concentraciones que podrian
llegar a causar un dafio ecoldgico (Environment Canada and Health Canada, 2008a,b).
Por el contrario, la revision publicada por la Agencia Ambiental Inglesa en el afio
2009, considerd que el D5 no representa un riesgo para los organismos que se viven
en el aire, agua y suelos, y solamente presenta un cierto peligro para los que se
encuentran en los sedimentos (Booke y col., 2009b). En esta ultima publicacion, se
clasifica al D5 como un compuesto muy bioacumulable y muy persistente, sin
embargo ni el D4 ni el D6 se incluyen en esta categoria (Booke y col., 2009a,c). En
las regulaciones de la Comunidad Europea sobre los compuestos quimicos y su uso
con garantias de seguridad (REACH, 2006), el D4 y el DS estan clasificados como
compuestos muy bioacumulables en peces, sin embargo al D6 no se le da esta
categoria. De manera similar, la Agencia Europea de Productos Quimicos (ECHA) ha
clasificado al D5 como compuesto muy bioacumulable, debido a su elevada
persistencia en sedimentos y a su elevado factor de bioconcentraciéon en peces
(ECHA, 2013). Recientemente, la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de
Estados Unidos (EPA) incluy6 al D4 en una lista de 18 sustancias quimicas que se

estan evaluando en el periodo 2013 — 2014, con el proposito de decidir si seran
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sometidas a regulacion (U.S. Environmental Protection Agency, 2013). Como puede
observarse, las agencias de medio ambiente europeas y norteamericanas coinciden en
cuanto a la clasificacion de algunos de estos contaminantes, principalmente el D4 y
DS, como compuestos muy persistentes y bioacumulables. Sin embargo, actualmente
en ningln pais existe regulacion sobre la produccion y uso de estos compuestos. Esto
pudiera estar relacionado con el hecho de que las concentraciones de VMS que se han
detectado en el medio ambiente, son en muchos casos inferiores a las que pueden

generar efectos toxicos.

1.5 Métodos de analisis de los metilsiloxanos volatiles

Normalmente se consideran compuestos organicos volatiles aquellos cuya presion de
vapor es mayor o igual a 0,1 mmHg a 20°C (13 Pa) (Slack y col., 2003). Como puede
observarse en la Tabla 1.2, con excepcion del LS y el D6, los VMS estudiados en este
trabajo coinciden con esta definicion. Por esta razon, los métodos utilizados para el
analisis de VMS requieren la aplicacion de cuidados especiales para evitar que se
produzcan pérdidas por evaporacion. Por otra parte, el andlisis de los VMS conlleva
una serie de dificultades adicionales relacionadas fundamentalmente con problemas de
contaminacion. A continuacion se describe la problematica que presenta el analisis de
estos compuestos y se comentan los métodos y estrategias que se han aplicado para su

determinacion en muestras ambientales.

1.5.1 Problematica del analisis de los metilsiloxanos volatiles

Debido a la gran cantidad de materiales y productos que contienen siliconas, la mayor
dificultad que presenta el analisis de los VMS es debida a la contaminacién de las
muestras lo que conlleva la aparicion de los VMS en los blancos de método dando
lugar a falsos positivos y a errores en la cuantificacion. Entre las principales fuentes
de contaminacién hay que citar los septum de silicona comunmente utilizados en los
inyectores de los cromatografos de gases, los cuales generan una contribucidon
importante de VMS ciclicos. En relacidon con este problema, Horri y Kannan (2008)
estudiaron la contaminacion de fondo producida en el blanco instrumental por 5 tipos

diferentes de septum y estimaron que ésta se encontraba entre 1,6 y 6,0 pg para el D4,
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D5 y D6. Estos autores observaron ademds que dicho aporte era menor para los
siloxanos de mayor peso molecular (D4>D5>D6) y que se podia controlar
modificando la temperatura del inyector. Asi, consiguieron disminuir 10 veces la
contaminacion de fondo producida por el D4, reduciendo la temperatura en el inyector
de 250 a 100°C. Para evitar este tipo de contaminacion, diversos autores proponen
utilizar un septum Merlin en lugar del de silicona en el inyector del cromatdgrafo
(Kierkegaard y col, 2010; MacLachlan y col., 2010; Krogseth y col., 2013a). Los
septum Merlin estan constituidos con un material elastdémero a base de fluorocarbono

resistente a elevadas temperaturas por lo que su utilizacion no aporta VMS al anélisis.

La fase estacionaria de las columnas cromatograficas, normalmente de
polidimetilsiloxano, es otra fuente de contaminacion de VMS. Como consecuencia de
la degradacion térmica y/o oxidativa, las fases de polidimetilsiloxano pueden aportar
D3 y D4 a los blancos instrumentales y se ha puesto de manifiesto que estos
compuestos, en concreto el D4, se generan en mayor cantidad si se inyectan muestras
hiimedas (Varaprath y col., 2006). Ahora bien, cabe indicar que la contaminacién de
fondo por VMS producida por el sangrado de las columnas es significativamente
menor que el aporte de los septum de silicona (Horri y Kannan, 2008). De todos
modos se intenta disminuir al maximo esta contaminacién y para ello, en la mayor
parte de los trabajos publicados en la literatura se utilizan columnas con fases
estacionarias de polidimetilsiloxano de bajo sangrado (VF-5 MS, DB-XLB, DB-1 MS
y DB-5 MS) (Tabla 1.4) que producen un aporte de VMS muy reducido. Algunos
autores para disminuir esta contaminaciéon de fondo recomiendan emplear columnas
con fases estacionarias de polietilenglicol como la DB-FFAP y la DB-Wax (Sparham

y col., 2008; Warner y col., 2010), aunque su utilizacion ha sido mucho menor.

En el analisis de VMS, ademas de la contaminacién de fondo generada por los septum
y las fases estacionarias, existen otras fuentes de contaminacién importantes que estan
asociadas principalmente a las etapas de toma de muestra, pre-tratamiento y
extraccion de las muestras. En relacion con este problema, Yucuis y col. (2013) han
puesto de manifiesto recientemente la importancia de controlar las condiciones
ambientales de los laboratorios ya que encontraron D4, D5 y D6 en el aire de un
laboratorio de la Universidad de Iowa (EUA) a concentraciones de hasta 75 ng m™,

39000 ng m™> y 220 ng m™, respectivamente. La presencia de VMS en el aire del
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laboratorio puede provocar una contaminacion notable de las muestras, de los
disolventes y de los reactivos utilizados en el analisis. Entre las fuentes de emision
responsables de la presencia de estos compuestos en el aire de los laboratorios cabe
citar el equipamiento, las juntas de goma de silicona, el aceite de las bombas de vacio,
ademas de las emisiones producidas por el personal técnico que realiza el analisis
debido al uso generalizado de productos de aseo personal (Varaprath y col., 2006).
Para evitar este tipo de contaminacién, en los trabajos publicados en la literatura se
sugieren diferentes estrategias. Una de ellas consiste en realizar la preparacion tanto
de las muestras como de los patrones de calibracion en el mismo punto de muestreo
evitando asi la contaminacion generada por el aire del laboratorio, estrategia propuesta
por Sparham y col. (2008) para el andlisis de D5 en aguas fluviales. De manera
similar, Borga y col. (2012) realizaron el pre-tratamiento inicial las muestras de
pescado colectadas en el propio sitio de muestreo. Otros autores recomiendan realizar
las etapas de pre-tratamiento y extraccidn, asi como la preparacion de los patrones, en
una cadmara limpia con una cabina de flujo laminar. Este procedimiento ha resultado
efectivo para minimizar la contaminacién de fondo de VMS en el analisis de
diferentes tipos de matrices incluyendo muestras de aire, biota sedimentos
(Kierkegaard y McLachlan, 2010; Kierkeegard y col., 2010; Warner y col., 2010;
Sparham y col., 2011).

Como ya se ha indicado anteriormente la contaminacion en el andlisis de los VMS
puede ser debida al propio técnico que realiza el andlisis ya que los productos de aseo
personal utilizados habitualmente contienen elevadas concentraciones de VMS,
especialmente de D4, D5 y D6 (Horri y Kannan, 2008; Wang y col., 2009; Dudzina y
col., 2014). Por esta razdén, en los protocolos de analisis de VMS se indica que el
personal debe evitar la utilizacion de productos de aseo personal durante el muestreo y
analisis para minimizar el riesgo de contaminacion (Kaj y col., 2005b; Warner y col.,
2010; Borga y col., 2012). Por otra parte, los VMS también se encuentran como
contaminantes en diferentes tipos de materiales de laboratorio utilizados en el analisis.
Por ejemplo se ha detectado la presencia de D5 en los cartuchos de extraccion en fase
y solida (SPE) Isolute ENVI+ empleados para el muestreo de este compuesto en aire
(Kierkegaard y Mc.Lachlan, 2010). Otro caso de contaminacion es el descrito por

Sparham y col. (2008) que observaron una contaminacidén importante por D5 del agua
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Tabla 1.4. Métodos de analisis de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales mediante GC-MS.

Extraccion / preconcentr. Meétodo de analisis Analitos Matriz Recupera- LODs Referencias
ciéon (%)

Sedimentos, lodos y suelos
Extraccion con agitacion GC-HRMS EI+, D4-D6 sedimentos - 0,6-09ng g Warner y col., 2010
(n-Hex) DB-Wax ETR p.h.

(30mx0,25mmx0,25um)
Extraccion con agitacion GC-FID, VF-IMS D4, D5 lodos activados 74-101 - Dewil y col., 2007
(n-Hex) (30mx0,25mmx0,25um)
Extraccion con agitacion GC-MS EI+, HP-5 MS L3-L5, D4- lodos activados 49-71° 0,003-3,3 ngg”' Bletsou y col., 2013
(n-Hex, DCM/ n-Hex 1:1, (30mx0,25mmx0,25um) D6 p-s.
acetato de etilo/n-Hex, 1:1,v/v)
Extraccion con agitacion (acetato  GC-MS El+, Rxi-5 MS L4,L5, sedimentos, lodos ~ Valor LOQ:s: Zhang y col., 2011
de etilo/n-Hex. 1:1, v/v), (30mx0,25mmx0,25um) D4-D6 activados promedio: 0,28-2,0 ng g
purificacion : silice 79° p.s.
Extraccion con agitacion (ACN/n-  GC-MS EI+, HP-5 MS D4-D6 suelos, 69-114 3-11ng g'p.s. Wang y col., 2013¢
Pentano, 1:1, v/v) (30mx0,25mmx0,25um) sedimentos, lodos

PTV-LVI (15 ul) activados
UAE GC-MS/MS EI+, L3-L5, D3- sedimentos 82-108 0,3-09ng g’ Sanchis y col., 2012
(acetato de etilo/ n-Hex, 1:1, v/v) DB-5 MS D5 p.s.

(30mx0,25mmx0,25um)
UAE (acetona) + HS-SPME GC-MS EI+, HP-5 MS L4, L5, lodos activados 75-93" <Ingg'ps Xuycol., 2013
(PDMS/DVB, 25°C, 40min) (30mx0,25mmx0,25um) D3-D6
Extraccion en columna (UAE) (n-  GC-MS EI+, ZB-5 MS L4-L5, D4- suelos 88-111" 0,4-1,1 ng g'1 p.s  Sanchez-Brunette
Hex) (30mx0.25mmx0.10um) D6 y col., 2010
PLE (acetato de etilo, 100°C y GC-MS EI+, ZB-5HT D4, D5 sedimentos 73-78 7-37ng g 'p.s. Sparham y col., 2011
1500 psi) (30mx0,25mmx0,25um)
Extraccién con agitacion On-column (5pul) D5 85,113 1ngg'p.s.
(ACN + n-Hex)
Purga y trampa TD-GC- HRMS EI+, L2-L5, D3- sedimentos, lodos - Kaj y col., 2005a,b
(Tenax, 70°C, 20min) CP-SIL8CB D6. activados

(30mx0,25mmx0,5pum)
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Tabla 1.4. Métodos de analisis de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales mediante GC-MS (cont.)

Extraccion / preconcentr. Método de analisis Analitos Matriz Recupera- LODs Referencias
cion (%)

Biota marina
Extraccion con agitacion GC- HRMS EI+, L2-L5, peces y focas - 0,4-5ng g p.h. Kaj y col., 2005a,b
(n-Hex) HP-Ultra2 D3-De6.

(25mx0,2mmx0,1 1mm )
Extraccidn con agitacion GC- HRMS EI+, L3-L5,D3- pecesy - 0,04-50 ng g'p.h.  Schlabach y col.,
(n-Hex) HP-Ultra2 De. mejillones 2007

(25mx0,2mmx0,1 1mm )
Extraccion con agitacion GC- HRMS EI+, L3-L5, D3- peces - 0,09-11 ng g'p.h.  Evenset y col., 2009
(n-Hex) HP-Ultra2 De6.

(25mx0,2mmx0,1 Imm )
Extraccion con agitacion GC-HRMS EI+, D4-D6 peces, focas y 83-91 0,5-10,1 ng g p.h.  Warner y col., 2010
(n-Hex) DB-Wax ETR zooplancton

(30mx0,25mmx0,25um)
Extraccion con agitacion GC-MS EI+, HP-5 MS D4, D5 peces 82-93 30-100 ng g’ p.h.  Woodburn y col.,
(THF) (30mx0,25mmx0,25um) 2013
Extraccién con agitacion GC-MS EI+, HP-5 MS D4-D6 peces 70-91 25-39ng g’ p.h. Wang y col., 2013¢
(n-Pentano) (30mx0,25mmx0,25um)

PTV-LVI (15 pl)
Purga y trampa GC-MS EI+, DB-5 MS D4-D6 peces y focas 56-82 0,21-0,56 ng g’ Kierkegaard y col.,
(ENV+,73°C, 75-200 ml min’', 24- (30mx0,25mmx0,25um) p.h. 2010a, 2011, 2013b,c
72h)
Purga y trampa GC-MS EI+, DB-5 MS D4-D6 peces 'y - LOQs: Borga y col. 2012,
(ENV+,73°C, 75-200 ml min™, 36h)  (30mx0,25mmx0,25um) zooplancton 0,42-3,7ng g"' p.h. 2013
Purga y trampa TD-GC-MS El+, D4-D6 peces 19-117 2-7ng g'p.h McGoldrick y col.,
(Carbotrap B, 75°C, 100 ml min™, DB-5 MS 2014
15 min) (30mx0,25mmx0,25um)
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Tabla 1.4. Métodos de analisis de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales mediante GC-MS (cont.)

Extraccion / preconcentr. Método de analisis Analitos Matriz Recupera- LODs Referencias
cion (%)

Aguas
liquido-liquido GC-MS EI+, HP-5 MS L3-L5, D4- aguas residuales  49-108" 0,03-8,1 ngL"  Bletsouy col., 2013
(n-Hex, DCM/ n- Hex/, 1:1, acetato  (30mx0,25mmx0,25um) D6
de etilo/n-Hex, 1:1,v/v)
liquido-liquido GC-MS/MS EI+, L3- L5, agua de rio, aguas  40-115" 0,1-13ng L" Sanchis y col., 2012
(n-Hex) DB-5 MS D3-D5 residuales

(30mx0,25mmx0,25um)
MASE GC-MS EI+, HP-5 MS D4-D6 agua de rio, aguas  100-107 9-27ng L™ Wang y col., 2013¢
(n-Pentano, 29°C, 60 min) (30mx0,25mmx0,25m) residuales

PTV-LVI (15 pul)
UAE-DLLME GC-MS EI+, DB-624 L2,L4,L5, aguas residuales 71-99 2-400 ng LT Cortada y col., 2014
(clorobenceno, 13 pl /13 ml, 2300 (60mx0,25mmx1,4pm) D3-D6
rpm)
HS GC-MS EI+, DB-FFAP D5 agua de rio, aguas  81-99 LOQs: 10ng L’ Sparham y col., 2008
(80°C, 10min) (30mx0,25mmx0,25um) residuales
HS GC-MS EI+, DB-Wax D4-D6 aguas residuales 14-98 10-200 ng L™ Van Egmond y col.,
(80°C, 10min) (30mx0,25mmx0,25um) 2013
HS-SPME GC-MS EI+, HP-5 MS L4, L5, aguas residuales 78-96 32-78ng L’ Xuycol., 2013
(PDMS/DVB, 25°C, 40min) (30mx0,25mmx0,25um) D3-D6
Purga y trampa TD-GC- HRMS EI+, L2-L5,D3- aguade mary - <6-100 ng L™ Kaj y col., 2005a,b
(Tenax, 70°C, 20min) CP-SIL8CB D6. lagos, aguas

(30mx0,25mmx0,5pm) residuales
Purga y trampa TD-GC- HRMS El+, L3-L5, D4- aguas residuales - Schlabach y col., 2007
(Tenax, 70°C, 20min) CP-SIL8CB D6.

(30mx0,25mmx0,51um)
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Tabla 1.4. Métodos de analisis de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales mediante GC-MS (cont.)

Extraccion / preconcentr. Meétodo de analisis Analitos Matriz Recupera-cion LODs Referencias
(%)

Aire
Muestreo pasivo: GC-MS El+, DB-5 L3-L5, D3- aire de zona L3y D3: D3-Dé6: Genualdi y col., 2011
discos de PUF/XAD-4 (60mx0,25mmx0,25um) D6 urbana, industrial y ~ 20-80 1,1-7,1 ng m”
(6500 L d’, 90 d), eluc.: n-Hex de zonas alejadas L4,L5, D4- L3:0,011 ng m?

de fuente de D6: 70-100

emision
Muestreo pasivo: GC-MS EI+, DB-5 L3-L5, D3- aire de zona L3y D3: D3-D6: Cheng y col., 2011
discos de PUF/XAD-4 (60mx0,25mmx0,25um) D6 industrial 25-49° 7-18 ng m”
(3330 L d™, 90 d), eluc.: éter de L4, L5, D4 -
petrdleo/acetona (1:1,v/v) D6: 74-90°
Muestreo pasivo: GC-MS EI+, DB-1 D4, D5 aire de ambiente Shields, 1996;
Columna rellena de carbon (12mx0,20mm) interior Shields y Weschler,
activado, 30 d, eluc. CS, 1992
Muestreo pasivo: GC-MS EI+, HP-5 MS L3-L5, D3- aire de zonas D3-Dé6: D3-Dé6: Krogseth y col.,
Columna rellena de XAD-2 (30mx0,25mmx0,25um) D6 alejadas de fuente 77-110 11-25ng m™ 2013a,b
(10 g, 500 L d', 90 d), de emisién y aire
eluc.: n-Hex de zona urbana
Muestreo activo: D3-Dé6: D3-Dé6:
SPE, isolute ENV+ (120mg, 85-123 0,94 -2,3ngm'3
4,7-5,0Lmin", 16500 L),
eluc.: n-Hex
Muestreo activo: TD-GC-MS EI+, D3, D4, D5 aire de zona - - Wang y col., 2001
gel de silice/carbosieve/ carbén HP-5 MS industrial
activado (0,5 L min™, 10 L) (30mx0,25mmx0,25um)
Muestreo activo: TD-GC-MS EI+, L2-L5,D3- aire de zona - 4-30 ng m> Kaj y col., 2005a,b
Tenax TA DB-1701 D6. urbana, industrial y

(0,1 Lmin™, 20 L)

(30mx0,22mmx1,0pm)

aire ambiente
interior
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Tabla 1.4. Métodos de analisis de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales mediante GC-MS (cont.)

Extraccion / preconcentr. Método de analisis Analitos Matriz Recupera- LODs Referencias

cion (%)
Muestreo activo: TD-GC-MS EI+, L2-L5, D3- aire de ambiente 82-92 7-40 ng m> Pieri y col., 2013
Tenax-GR/carbon grafitizado DB-624 D6 interior
(0,12L min”, 5 L) (60mx0,25mmx1,4pm)
Muestreo activo: TD-GC-MS EI+, L2-L5, D4- aire de ambiente - - Lamaa y col., 2013
Cromosorb 106, Carbotrap C/ Varian Select Silanes D6 interior
Carbotrap/ Carboxen 1000 (60mx0,32mmx1,8pm)
(0,03 L min", 1.8 L)
Muestreo activo: GC-MS EI+, DB-5 MS D5 aire de zonas 94 0,12 ngm” Kierkegaard y
SPE, isolute ENV+ (30mx0,25mmx0,25um) alejadas de fuente McLachlan., 2010
(10 mg, 0,9 - 3 L min™", 4700 L — de emision
13000 L, eluc.: n-Hex)
Muestreo activo: GC-MS EI+, DB-5 MS D5 aire de zonas - McLachlan.y col., 2010
SPE, isolute ENV+ (30mx0,25mmx0,25um) alejadas de fuente
(10 mg, 0,9 - 4,5 L min™, 2000 L— de emisién
12000 L, eluc.: n-Hex)
Muestreo activo: GC-MS EI+, DB-5 MS L3-L5 aire de zonas L3-L5, L3-1L5:3,8-16 Kierkegaard y
SPE, isolute ENV+ (30mx0,25mmx0,25um) D3-D6 alejadas de fuente ~ D4-D6: pgm” McLachlan., 2013
(100 mg, 12 L min', 12000 L, de emision 70-80% D3-Deé:
eluc.: n-Hex) D3: 44% 0,13-0,27 ng m”
Muestreo activo: GC-MS EI+, HP-5 MS L3-L5, D4- aire de zona 90-95" LOQs: Xuycol., 2012
SPE, isolute ENV+ (30mx0,25mmx0,25um) D6 industrial y aire 0,14-0,36 ng m>
(250 mg, 0,5 L min™, 720 L), ambiente interior
eluc.: n-Hex
Muestreo activo: GC-MS EI+, D4, D5, D6 aire de zonas 99-114 0,43-0,83 ng m~  Yucuis y col., 2013
SPE, isolute ENV+ Restex RTX-5 MS alejadas de fuente
(10 mg, 3—6Lmin", 2160 — (30mx0,25mmx0,25um) de emision y aire

12960 L), eluc.: n-Hex

ambiente interior
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Tabla 1.4. Métodos de analisis de los VMS lineales y ciclicos en muestras ambientales mediante GC-MS (cont.)

Extraccion / preconcentr. Método de analisis Analitos Matriz Recupera- LODs Referencias

cion (%)
Muestreo activo: GC-MS El+, DB-5 MS D5, D6 aire de zona - LOQs: Buser y col., 2013
SPE, isolute ENV+ (30mx0,25mmx0,25m) urbana 0,81-5,07 ng m”

(80 mg, 11 — 12,5 L min™, 2000 —
8800 L), eluc.: n-Hex

Muestreo activo: APCI-MS, D4, D5 aire de zona - 6y4pgm” Badjagbo y col., 2009,
bolsas de Teflon de 56 L APCI-MS/MS industrial 2010

" Métodos que aplican etapas de concentracién con rotavapor o con corriente de nitrogeno. ACN: acetonitrilo; DCM: diclorometano; n-Hex:
n-hexano; P&T: Purga y trampa; THF: tetrahidrofurano; LODs: Limites de deteccion del método; LOQs: Limites de cuantificacion del
método; PUF: Espuma de Poliuretano; UAE: Extraccion asistida por ultrasonidos; PLE: Extraccion con liquidos presurizados; MASE:
Extraccion con disolventes asistida por membranas; SPE: Extraccion en fase sélida; HS: Extraccidén en espacio de cabeza; HS-SPME:
Microextraccién en fase solida del espacio de cabeza; TD-GC-MS: Desorcién térmica combinada con cromatografia de gases y
espectrometria de masas, p.s.: peso seco, p.h.: peso himedo, MS/MS: espectrometria de masas en tandem
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Capitulo 1

MilliQ utilizada como blanco para la preparacién de los patrones de calibracion. Por
tanto, para evitar que se produzca contaminacion durante el analisis es imprescindible

realizar un riguroso control del material de laboratorio a emplear en el mismo.

Es importante destacar que en los procedimientos de andlisis de VMS se debe prestar
una atencion especial a la toma de muestra, y esto se debe a que en esta etapa puede
también producirse contaminacion. Esta contaminacion se debe fundamentalmente a
la deposicion atmosférica de VMS en el punto de muestreo, y para controlarla la
practica comun utilizada es el empleo de blancos de muestreo. Sin embargo, la
obtencién y preparacion de muestras blancas para el andlisis de VMS también
presenta dificultades, pues dada la presencia ubicua de estos compuestos, se hace
dificil en algunos casos disponer de una muestra que no los contenga, y no siempre es
posible preparar una muestra blanca artificial que simule bien la matriz analizada. Por
ello los autores utilizan muestras muy variadas. Por ejemplo, Sanchis y col., (2012)
proponen para el analisis de aguas residuales, el uso de muestras blancas artificiales
preparadas en el laboratorio conteniendo NH4Cl, acetato de sodio, peptona, MgHPOQy,
KH,PO,4 y FeSOs mientras que otros autores, dada la complejidad de preparar
muestras artificiales exentas de VMS, han optado por utilizar sencillamente agua
MilliQ como blanco para el analisis de aguas residuales aunque evidentemente la
matriz es muy distinta (Bletsou y col., 2013; Wang y col.,, 2013¢c). La misma
problematica se presenta en el andlisis de matrices sélidas y, en general, se emplean
muestras que no siempre reproducen con exactitud la muestra analizar. Por ejemplo,
Bletsou y col. (2013) emplearon muestras de suelos que no contenian niveles
detectables de VMS, como matriz blanca para controlar la toma de muestra en el
analisis de lodos de depuradora, aunque evidentemente la composicion de la muestra
no es la misma, como tampoco lo es la silice utilizada por Kaj y col. (2005a,b) como
matriz blanca para el analisis de suelos, lodos y sedimentos. Otros ejemplos del
mismo tipo son la utilizacion de grasa de cerdo homogeneizada como blanco de
muestreo para la determinacién de D4, DS y D6 en higado de peces y grasa de focas
(Warner y col., 2010, 2013) o bien el empleo del adsorbente Isolute ENVI+ (~60mg)
como blanco de muestreo en el andlisis de D4, D5 y D6 en zooplancton y peces
(Kierkegaard y col., 2011; Borga y col., 2012). Todas estas alternativas pueden ser

aceptables para la preparacion de muestras blancas, siempre y cuando las mismas
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Introduccion general

permitan simular de manera suficientemente adecuada el comportamiento de las

muestras reales durante el muestreo y el analisis.

Como se menciond anteriormente, otro problema importante que se presenta en el
analisis de los VMS, es que debido a su elevada presion de vapor (Tabla 1.2) estos
compuestos tienen una gran tendencia a volatilizarse, especialmente desde matrices
acuosas debido a su poca solubilidad, lo que provoca que su determinacién
cuantitativa conlleve ciertas dificultades. Estas pérdidas por evaporacion pueden
producirse en las diferentes etapas del procedimiento analitico, como el muestreo, el
almacenamiento, el pre-tratamiento, la extraccion y la pre-concentracion. Para
minimizar el riesgo de que se produzcan estas pérdidas, se recomienda la aplicacién
de cuidados especiales. Por ejemplo, en los procedimientos de muestreo se propone
que tanto las matrices acuosas (agua de rio y agua residual) como las solidas (suelos,
lodos, sedimentos y biota), se sometan a la minima manipulacion posible durante la
toma de muestra, se transporten al laboratorio refrigeradas y en recipientes herméticos
y se conserven en estas condiciones hasta su analisis (Kaj y col., 2005a,b; Warner y
col., 2010; Borga y col., 2012). De manera similar, los tubos de adsorcion, cartuchos
de SPE, o muestreadores pasivos empleados en la toma de muestras de aire, también
deben ser refrigerados durante su transporte al laboratorio (Kierkegaard y McLachlan,
2013; Krogseth y col.,, 2013a). Por otra parte, la etapa de almacenamiento y
conservacion de las muestras también resulta critica, y en diferentes trabajos se
estudian los efectos adversos que pueden producirse. Por ejemplo, Wang y col.
(2013c) observaron para el caso de muestras de agua, que las concentraciones de D4 y
D5 se mantienen estables durante 29 dias en esta matriz si las muestras se mantienen a
4°C, sin embargo se detectaron pérdidas importantes para el D6 (60-70%) en muestras
almacenadas durante un periodo de tiempo superior a 3 dias. Este efecto se explica por
la adsorcién de este compuesto en las paredes y tapas de los viales de muestreo. En
muestras de sedimentos, los mismos autores demostraron que su almacenamiento a -
20°C durante 105 dias no producia pérdidas significativas del D4, D5 y D6. En cuanto
a las muestras de aire, Kierkegaard y McLachlan. (2013) observaron que el
almacenamiento a -17°C durante 7 dias de los cartuchos de SPE Isolute ENVI+
utilizados para la captacidon de los VMS, producia la transformacion parcial del DS en

D4 y D3. La estabilidad de los compuestos en los adsorbentes parece depender de la
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Capitulo 1

naturaleza del mismo ya que Krogseth y col. (2013a) observaron que el
almacenamiento a -18°C de muestreadores pasivos de XAD-2 durante 28 dias no
producia pérdidas significativas de los VMS lineales y ciclicos. Como se puede
constatar, tanto los cuidados que se tomen en la toma de muestra como las
condiciones de almacenamiento, tienen vital importancia para evitar las pérdidas por
volatilizacién y degradacion de los VMS, y por tanto deben ser controladas

cuidadosamente.

Ademas de las pérdidas de los VMS por volatilizacién que pueden producirse durante
el muestreo y el almacenamiento, éstas también pueden ocurrir en las etapas de pre-
tratamiento y extraccion. Por esta razon, algunos autores recomiendan utilizar técnicas
de extraccion de Espacio de Cabeza (HS) y Purga y Trampa (P&T) para el andlisis de
los VMS. Estas técnicas permiten realizar la extraccion de la muestra en un solo paso,
en viales herméticos, reduciendo la manipulacion de la misma al minimo y en
consecuencia reduciendo también las pérdidas por evaporacion. Por ejemplo, Sparham
y col. (2008) emplearon la técnica HS para el andlisis de D5 en agua de rio y aguas
residuales y Kaj y col. (2005a,b) propusieron el método de purga y trampa para
determinar VMS lineales y ciclicos en aguas, lodos y sedimentos, aunque en estos dos
ultimos casos se debe afiadir agua para obtener una suspension del sélido que permita
la extracciéon de los analitos. Sin embargo, en estos métodos de extraccion la
transferencia de los analitos a la fase gas puede verse afectada significativamente por
la matriz y por ello, con frecuencia se opta por emplear métodos de extraccion con
disolventes. Asi, la mayoria de los métodos descritos en la literatura para el analisis de
VMS en muestras ambientales utilizan, precisamente, la extracciéon con disolventes
(Tabla 1.4), aunque se debe trabajar de modo que se eviten al maximo las pérdidas por
volatilizacién. En este sentido, se recomienda utilizar procedimientos de extraccion
sencillos y rapidos, que no incluyan etapas de concentracion de los extractos con un
rotavapor o con flujo de nitrégeno, y ademads evitar si es posible el uso de etapas de
purificacion. Se puede citar como ejemplo el método propuesto por Warner y col.
(2010), que realiza el andlisis de D4, D5 y D6 en muestras de pescado, empleando la
extraccion con n-hexano mediante agitacion seguida de la inyeccién directa del
extracto en el cromatografo de gases. En este método, la simplificacién del

procedimiento de andlisis permitid a los autores evitar las pérdidas por volatilizacion.
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Sin embargo, la inyeccion directa del extracto sin previa purificacion, provoca que se
introduzcan en el sistema cromatografico compuestos co-extraidos que pueden
interferir en el andlisis y ensuciar el inyector del cromatografo de gases y la columna

de separacion.

1.5.2 Métodos de extraccion y pre-concentracion

En la Tabla 1.4 se resumen las técnicas de extraccidn y pre-concentracion que se han
empleado para el andlisis de VMS en muestras ambientales. Como puede observarse,
en el andlisis de matrices solidas tales como suelos, sedimentos, lodos activados y
biota, la técnica de extraccidn que se ha utilizado con mas frecuencia es la extraccion
con disolventes mediante agitacion seguida de la inyeccion directa del extracto en el
cromatdgrafo de gases. El disolvente de extracciéon mas empleado es el n-hexano,
aunque también se han utilizado n-pentano, tetrahidrofurano y mezclas con otros
disolventes como el acetato de etilo, diclorometano y acetonitrilo. Las recuperaciones
son en general elevadas con valores del 70 al 114% en la extraccion de sedimentos,
lodos y suelos utilizando disolventes como el n-hexano o mezclas acetato de etilo/n-
hexano (1:1, v/v) o acetonitrilo/n-pentano (1:1, v/v), y superiores al 70% para biota
con n-pentano, n-hexano y tetrahidrofurano (Tabla 1.4). Tan solo Bletsou y col.
(2013) encontraron recuperaciones inferiores, del 49-70%, al utilizar extracciones
sucesivas con n-hexano, diclorometano/n-hexano (1:1, v/v) y acetato de etilo/n-
hexano (1:1, v/v) en el andlisis de lodos de depuradora, aunque estos resultados se
pueden atribuir a pérdidas por volatilizacion ya que estos autores evaporan los

extractos en un rotavapor y con corriente de nitrégeno.

Para el analisis de VMS en matrices solidas se han utilizado también la extraccion
asistida por ultrasonidos (UAE) y la extraccion con liquidos presurizados (PLE). La
UAE se utiliza con mucha frecuencia en el andlisis de contaminantes organicos en
muestras ambientales, ya que el efecto de cavitacion producido por la energia de los
ultrasonidos favorece la penetracion del disolvente en el solido, acelerando la
transferencia de masa y mejorando la eficiencia de la extraccion. Los primeros autores
que utilizaron UAE para la extraccion de VMS fueron Sénchez-Brunete y col. (2010),

que la emplearon para la extraccion de muestras de suelos. Estos autores obtuvieron
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elevadas eficiencias de extraccion (88-111%) mediante la extracciéon de los
compuestos de interés introduciendo la muestra en el interior de una columna de
vidrio que se sumerge en un bafio de ultrasonidos, utilizando n-hexano como
disolvente a temperatura ambiente (Sanchez-Brunete y col., 1998, 2003). Otros
autores también han utilizado la UAE para el analisis de lodos de depuradora (Xu y
col., 2013) y sedimentos (Sanchis y col., 2012), empleando como disolventes acetona
el primero, y una mezcla acetato de etilo/n-hexano (1:1, v/v) el segundo. En ambos
casos se obtuvieron recuperaciones para los VMS superiores al 75%. En comparacion
con la extraccion con agitacion, la utilizacién de la UAE no conlleva una reduccion
importante en el tiempo de extraccion ni una mejora en la eficiencia de extraccion.
Ademas, cabe sefialar que algunos de los métodos que utilizan la UAE realizan la
concentracion del extracto con corriente de nitrégeno (Sanchez-Brunete y col. (2010)
y Xu y col. (2013)), lo que puede generar pérdidas por volatilizacion en el caso de

analizar los siloxanos mas voléatiles, como L2 y D3.

Como se ha indicado previamente, para el analisis de VMS también se ha empleado la
extraccion con liquidos presurizados (PLE). Esta técnica combina la extraccion con
disolventes a temperaturas (50-200 °C) y presiones elevadas (10-20 MPa), lo que
conduce a procesos de extraccion mas rapidos que los métodos clésicos, utilizando
volumenes inferiores de disolventes (Hiibschmann, 2008). Asi, Sparham y col. (2011)
utilizaron la PLE para el andlisis de D4 y D5 en sedimentos, empleando acetato de
etilo a 100°C y 1500 psi y obtuvieron recuperaciones entre el 73 y 78 %, por lo que no
parece que esta técnica aporte ninguna ventaja realmente importante respecto a los
métodos de extraccidn con agitacion o UAE. Mas bien ocurre lo contrario ya que estos
autores obtuvieron una mayor recuperacion del D5 (85 y 113%) utilizando extraccidon

con agitacion con acetonitrilo y n-hexano como disolventes que con PLE (Tabla 1.4).

En general, se intenta que los métodos de extraccion con disolventes que se utilizan
para el andlisis de VMS en matrices solidas sean lo mas simples y rdpidos como sea
posible para evitar que se produzcan pérdidas por volatilizacion. Por ello, como ya se
ha comentado, con frecuencia los extractos obtenidos se analizan directamente,
aunque ésto pueda causar la introduccion de lipidos y compuestos de elevado peso
molecular en el sistema cromatografico. Algunos autores introducen una etapa de

purificacién para solucionar este problema y esto es lo que proponen Zhang y col.
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(2011) que para el analisis de VMS en sedimentos y lodos, afiaden una etapa de
purificacion del extracto con una columna de silice antes de la determinacioén por GC-
MS. El método propuesto permitié a estos autores alcanzar una eficiencia de
extraccion promedio del 79%, lo que pone de manifiesto que la aplicacion de una
etapa de purificaciéon no siempre produce pérdidas adicionales importantes por
volatilizacidon y que a veces resulta adecuado su empleo para evitar la contaminacion

del sistema cromatografico.

Otra alternativa que han utilizado algunos autores para evitar la presencia de
compuestos de elevado peso molecular, que son potenciales interferentes en el
extracto, es el empleo de procedimientos que permitan extraer tan solo los compuestos
volatiles. Con esta filosofia se han utilizado la microextraccidon en fase solida de
espacio de cabeza (HS-SPME) y la técnica purga y trampa, las cuales se basan en la
transferencia de los analitos de la matriz a la fase gas que es la que se analiza. Entre
las ventajas que brindan estas técnicas hay que sefialar que son sencillas, no utilizan
disolventes, y requieren volumenes pequefios de muestra que se analizan, por lo
general, directamente en un vial de extraccion hermético sin etapas previas de
tratamiento. Sin embargo, la desventaja principal que presentan en el andlisis de
muestras complejas es que la matriz afecta a la transferencia de los analitos a la fase
gas. Esto requiere normalmente aplicar el método de adicion de estdndar para la
cuantificacion (Pawliszyin, 1997), o bien utilizar dilucién isotopica si se trabaja en
GC-MS. La HS-SPME se ha utilizado como una etapa de concentracion/purificacion
en el analisis de VMS en lodos de depuradora después de su extraccion con acetona
utilizando UAE (Xu y col., 2013). Los autores proponen concentrar el extracto
obtenido con corriente de nitrogeno hasta un volumen de 200ul y diluirlo
posteriormente con 40ml de agua para ser finalmente extraido mediante HS-SPME. Se
utiliza una fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB) (65 pm) y una
temperatura y tiempo de extraccion de 25°C y 40 min., respectivamente. Esta segunda
extraccion hace la funcion de etapa de purificacion puesto la HS-SPME extrae los
compuestos volatiles del extracto en solucion acuosa mientras que los de elevado peso
molecular, como lipidos y otras biomoléculas que son potencialmente interferentes,
quedan en la solucion. La eficiencia de la extraccion alcanzada con este método (75-

93%) resulta similar a la que presentan las otras técnicas de extraccion que se han
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descrito previamente y representa una alternativa al método propuesto por Zhang y
col. (2011) que utiliza una etapa de purificacion mediante cromatografia de adsorcion
en columna empleando silice (0,5g). Dado que el tiempo de andlisis y las
recuperaciones de los dos procedimientos son similares, ambos métodos representan
estrategias efectivas para realizar la purificacion de los extractos en el andlisis de

VMS.

La técnica purga y trampa ha sido propuesta, como ya se ha comentado anteriormente,
para el analisis de VMS en sedimentos y lodos (Kaj y col., 2005a,b), y también se ha
aplicado para el analisis de D4, D5 y D6 en muestras de pescado (Kierkegaard y col.,
2010, 2011, 2013a,b; Borga y col. 2012, 2013; McGoldrick y col., 2014). En todos
los casos hay que afiadir agua para obtener una suspension del sélido que permita la
extraccion. En el método propuesto Kaj para la extraccion de los VMS de sedimentos
se utilizdo Tenax en la trampa de adsorcidén, mientras que para la extraccion de las
muestras de pescado se utilizaron Carbotrap B (McGoldrick y col., 2014) y cartuchos
Isolute ENV+ (Kierkegaard y col., 2010). La extraccion de la suspension de la
muestra solida se realizo a 70-75°C durante 15-20 minutos, aunque en el método
propuesto por Kierkegaard requirid un mayor tiempo de extraccion (24-72h), lo cual
lo convierte en un método muy lento. Para la desorcidon de los compuestos algunos
autores utilizan la desorcion térmica (Kaj y col., 2005a,b y McGoldrick y col., 2014),
mientras que otros utilizan n-hexano (Kierkegaard y col., 2010, 2011, 2013a,b; Borga
y col., 2012, 2013). Cabe comentar sin embargo que los sistemas utilizados para la
extraccidén, que son totalmente cerrados para evitar pérdidas y contaminacion,
requieren en el método propuesto por Kierkegaard de un montaje especial no

disponible comercialmente, por lo que no siempre resulta ventajosa su utilizacion.

De manera similar que para las muestras solidas, el analisis de VMS en agua se lleva a
cabo mediante el empleo de métodos de extraccion con disolventes, asi como de purga
y trampa y las técnicas de espacio de cabeza, HS y HS-SPME. En relacion a la
extraccion con disolventes, Sanchis y col. (2012) utilizaron la extraccion liquido-
liquido (LLE) para determinar VMS lineales y ciclicos en aguas residuales y aguas de
rio, empleando como disolvente n-hexano y realizando la extraccion LLE de manera
convencional. La desventaja que presenta este tipo de extraccidn es que puede

provocar pérdidas de los analitos més volatiles, tales como D3 y L3, para los que se
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encontraron recuperaciones del 40 y 50%, respectivamente. Estas bajas
recuperaciones son probablemente debidas a la concentracién del extracto en un
rotavapor y con corriente de nitrogeno. Bletsou y col. (2013) encontraron
recuperaciones de este mismos orden (40- 55%) para los compuestos mas volatiles L3
y D4 al analizar VMS lineales (L3-L5) y ciclicos (D4-D6) en aguas residuales. Estos
autores proponen analizar la fase disuelta y la fase particulada de la muestra que se
separan mediante centrifugacion y filtracion. Ambas fases se someten a extracciones
sucesivas con n-hexano y mezclas diclorometano: n-hexano (1:1, v/v) y acetato de
etilo: n-hexano (1:1, v/v). Recientemente se han empezado a utilizar técnicas mas
novedosas de extraccion liquido-liquido. Asi, Cortada y col. (2014) han propuesto
emplear la microextraccion liquido-liquido dispersiva asistida por ultrasonidos (UAE-
DLLME) para el analisis de VMS lineales y ciclicos en aguas residuales. Esta técnica
ofrece importantes ventajas respecto a la LLE convencional, ya que permite realizar la
extraccion de la muestra de una manera rapida y simple, sin necesidad de utilizar
grandes cantidades de disolventes orgénicos, lo que permite reducir las pérdidas por
volatilizacion. La técnica UAE-DLLME consiste en la dispersiéon de una pequefia
cantidad de disolvente extractante en la muestra liquida utilizando la energia
ultrasdnica, seguida de la separacion de la fase organica mediante centrifugacion en
un tubo coénico. En este caso se utilizo clorobenceno como disolvente de extraccion,
una relacion volumen de disolvente/volumen de muestra de 13ul/13ml y una
velocidad de centrifugacion de 2300 rpm. El método permitié obtener recuperaciones
entre 71 y 86%, superiores a los métodos cldsicos de LLE. Por otro lado, para el
analisis de D4, D5 y D6 en aguas residuales, Wang y col. (2013c) utilizaron la
extraccion con disolventes asistida por membrana (MASE). En esta técnica, los
analitos organicos presentes en la muestra acuosa se difunden a través de una
membrana de polietileno de baja densidad y se concentran en un pequefio volumen de
disolvente organico. Este método es especialmente util para muestras complejas con
alto contenido en materia organica, puesto que el empleo de una membrana previene
la formaciéon de emulsiones, al mismo tiempo que excluye los compuestos
macromoleculares y las particulas presentes en la muestra. El disolvente utilizado en
este caso fue n-pentano y la temperatura y tiempo de extraccion fueron de 29°C y 60

min, respectivamente, obteniendo recuperaciones cercanas al 100 %.
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Como se menciond anteriormente, para el analisis de VMS en muestras de agua
también se han aplicado las técnicas HS, HS-SPME y purga y trampa. Asi, Sparham y
col. (2008) utilizaron el método de HS para determinar D5 en aguas de rio y aguas
residuales, mientras que Van Egmond y col. (2013) aplicaron esta técnica al analisis
de D4, D5 y D6 en aguas residuales. En ambos casos la extraccion se realizo a 80°C
durante 10 min, inyectando 3 ml del espacio de cabeza en el GC-MS. Mientras
Sparham y col. (2008) obtuvieron recuperaciones entre 81 y 99%, las recuperaciones
obtenidas por Van Egmond y col. (2013) fueron entre el 14 y 98%. Las bajas
recuperaciones obtenidas para el D6 con este ultimo método (14-28%) se deben al
efecto matriz producido por al agua residual, que afecta significativamente la
transferencia de los analitos a la fase gas. En cuanto a la técnica HS-SPME, ésta ha
sido aplicada por Xu y col. (2013) para determinar VMS lineales y ciclicos en aguas
residuales, utilizando una fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB) y
condiciones de extraccidon similares a las mencionadas anteriormente para el analisis
de los lodos activados. Estos autores también observaron la existencia de un efecto
matriz notable, alcanzando recuperaciones para los VMS lineales y ciclicos entre 78 y
96%. En comparacion con el método de HS utilizado por Van Egmond y col. (2013),
la técnica HS-SPME permite alcanzar LODs hasta dos 6rdenes de magnitud mas bajos
en el analisis de aguas residuales (Tabla 1.4). La otra técnica utilizada en el analisis de
aguas es la purga y trampa. Esta fue utilizada por Kaj y col. (2005a,b) para el anélisis
de VMS lineales y ciclicos en muestras de agua de mar, agua de lagos y aguas
residuales. El método propuesto es el mismo que para el andlisis de lodos de
depuradora y utiliza Tenax (0,25g) como adsorbente. En general, la ventaja que
brinda utilizar las técnicas HS, HS-SPME y purga y trampa para el analisis de VMS
en aguas en comparacion con los métodos basados en la extraccion liquido-liquido,
consiste en que simplifican la metodologia de andlisis, no requieren el uso de

disolventes para la extraccion y evitan las pérdidas por volatilizacién de los VMS.

Para el analisis de VMS en aire, la toma de muestra se realiza, en general, haciendo
pasar un volumen de aire por un adsorbente solido donde quedan retenidos los VMS
y, posteriormente, se procede a la desorcion y analisis. Existen dos procedimientos de
toma de muestras de aire: el muestreo pasivo y el activo, y ambos se han utilizado

para el analisis de VMS. El muestreo pasivo es una técnica simple y de bajo coste en
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la cual el transporte de los analitos desde la atmoésfera al adsorbente se produce por
difusién. Su ventaja fundamental es que no requiere del empleo de bombas para
colectar las muestras de aire, lo que presenta ventajas innegables cuando se trata de
recoger muestras en zonas remotas. Sin embargo, presenta una importante desventaja
que consiste en que variaciones en las condiciones meteorologicas durante el periodo
de muestreo, tales como la velocidad del viento y la temperatura, influyen
significativamente en los resultados cuantitativos, ademds de que requiere tiempos de
muestreo relativamente largos lo que limita en algunos casos su aplicacion (Dettmer y
Engewald, 2003; Ras y col., 2009). El primer trabajo publicado sobre el uso de
muestreo pasivo para determinar VMS en aire es el de Shield y Weschler (1992), que
utilizaron una columna rellena de carbon activado para la captacion de D4 y D5 en el
aire ambiente interior de oficinas. Estos autores aplicaron un tiempo de muestreo de
30 dias, y emplearon disulfuro de carbono para la elucion. Para la captacion de VMS
con muestreadores pasivos se han empleado también discos de espuma de poliuretano
impregnados con resina de poliestireno divinilbenceno, XAD-4. Por ejemplo,
Genualdi y col. (2011) utilizaron este tipo de adsorbentes para la toma de muestras de
aire en zonas alejadas y de dificil acceso del Artico, asi como en extensas zonas
geograficas, que incluyen localidades urbanas e industriales de Norteamérica y
Europa. Cheng y col. (2011) adaptaron este método para el muestreo de VMS lineales
y ciclicos en el aire de plantas de tratamiento de aguas residuales y en zonas de
vertidos de residuales. El tiempo de muestreo utilizado en ambos casos fue de 90 dias
y la desorciéon de los analitos se realizd con n-hexano en el primer caso y con una
mezcla éter de petroleo/acetona (1:1, v/v) en el segundo. Las recuperaciones obtenidas
con estos sistemas de muestreo pasivo fueron superiores al 70 %, sin embargo para los
analitos mas volatiles L3 y D3 las recuperaciones fueron menores del 50 % (Cheng y
col.,, 2011). Estas pérdidas deben tenerse en cuenta durante la calibracion de los
sistemas de muestreo pasivo y por tanto no deberian afectar los resultados
cuantitativos, aunque pueden repercutir sensiblemente en los limites de deteccion.
Krogseth y col. (2013a) evaluaron la utilizacion tubos rellenos con resina de
poliestireno divinilbenceno XAD-2 para el muestreo pasivo de D3, D4, D5 y D6 en
aire de exteriores rurales y urbanos, asi como en el aire interior de plantas de
tratamiento de aguas residuales. Los resultados del trabajo de estos autores pusieron

de manifiesto que estos sistemas permiten el andlisis de muestras de ambientes en los
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cuales las concentraciones son suficientemente elevadas (urbanos y plantas de
tratamiento de aguas residuales); sin embargo, los limites de deteccion obtenidos
fueron demasiado elevados (11-25 ng m’) para permitir su determinacion en
ambientes rurales y de zonas remotas. Los autores indican que era necesario utilizar
etapas exhaustivas de limpieza de las resinas, la utilizacion de disolventes de elevada
pureza y la eliminacidon de todas las posibles causas de contaminacion para poder

utilizar este método para este tipo de muestras.

Como se puede observar en la Tabla 1.4, la mayoria de los métodos que se han
publicado en la literatura para el analisis de VMS en aire utilizan muestreo activo.
Esta técnica de muestreo requiere el uso de sistemas de bombeo que hacen circular el
aire a través de un tubo relleno con uno o més adsorbentes a un flujo determinado, la
desorcion de los compuestos retenidos se lleva a cabo mediante desorcion térmica o
quimica. La desorcidn térmica presenta la ventaja de que la muestra se transfiere
completamente al cromatdgrafo de gases, sin la dilucion de los analitos que se produce
al utilizar la desorcion con disolventes y, en consecuencia, se pueden alcanzarse
limites de deteccion mas bajos. Se han utilizado diversos adsorbentes para el muestreo
activo. Por ejemplo, Wang y col. (2001) aplicaron el muestreo activo para determinar
D3, D4 y D5 en aire urbano e industrial empleando como adsorbente gel de
silice/Carbosieve/carbon activado y utilizando desorcion térmica (TD) y GC-MS.
Otros trabajos utilizan para el muestreo activo de VMS lineales y ciclicos en aire
adsorbentes como el Tenax TA (Kaj y col., 2005a,b) o mezclas de Tenax-GR con
carbon grafitizado (Pieri y col., 2013). En un estudio reciente se ha demostrado
también la eficiencia del Chromosorb 106 y de la combinacion de Carbotrap C /
Carbotrap | Carboxen 1000 (Lamma y col., 2013). Estos trabajos también utilizan
desorcion térmica y GC-MS para la determinacién de los analitos, alcanzando LODs

entre 4 y 40 ng m>,

Otra alternativa que se ha aplicado para el muestreo activo de VMS en aire es el
empleo de cartuchos de SPE. Asi, Kierkegaard y McLachlan (2010) utilizaron
cartuchos de SPE de Isolute ENVI+ para el muestreo de D5 en aire ambiente rural,
realizando la desorcion con n-hexano seguida de su andlisis mediante GC-MS. La
reducida masa de adsorbente del cartucho de muestreo (10 mg) combinada con un

elevado flujo de toma de muestra (1,5 — 3 L min") y un pequefio volumen de
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disolvente para la desorcion (0,1 — 0.6 mL), les permitid alcanzar un limite de
deteccion para el D5 de 0,12 ng m™. Estos mismos autores ampliaron posteriormente
el rango de compuestos a analizar con este tipo de cartuchos, estudiando los VMS
desde el L3 al L5 y del D3 al D6, y empleando en este caso una mayor masa de
adsorbente (85-100mg) (Kierkegaard y McLachlan, 2013). Los LOQs reportados para
estos compuestos se encontraron desde 3,8 a 16 pg m™ para L3-L5 y de 0,13 a 0,27 ng
m™ para D3-D6. Este método ha sido utilizado por otros autores, variando solamente
la masa de adsorbente, para el andlisis de VMS lineales y ciclicos en aire de ambientes
interiores y exteriores, obteniéndose limites de deteccion entre 0,14 y 5,07 ng m™ (Xu
y col., 2012; Yucuis y col., 2013; Buser y col., 2013, Krogseth y col., 2013a). La
utilizacion de cartuchos de SPE de isolute ENVI+ en el muestreo activo de VMS en
aire ha permitido alcanzar unos limites de deteccion mas bajos que los obtenidos con
el uso de Tenax TA (Kaj y col., 2005a,b) o Tenax-GR/carbon grafitizado (Pieri y col.,
2013). Esta ventaja puede ser especialmente util para el andlisis de aire de zonas
rurales y de sitios alejados de las fuentes de emisidon, donde los VMS se han
encontrado por lo general a niveles entre 0,01 y 29 ng m™ (Tabla 1.3). Para muestras
con concentraciones elevadas de VMS, como por ejemplo las procedentes en zonas
donde se produce biogas, Badjagbo y col., (2009, 2010) proponen recoger las
muestras de aire en bolsas de Teflon e introducir la muestra directamente en el
espectrometro de masas con una fuente de ionizacidn quimica a presion atmosférica
(APCI-MS) a un caudal de 2,5 L/min utilizando un sistema de bombeo. Estos autores
indican que una de las ventajas de este procedimiento es que no se requiere la
extraccion del adsorbente ni la separacidn cromatografica, lo que evita la
contaminacion proveniente del cromatdgrafo y las pérdidas por volatilizacion durante
la extraccion y preconcentracion. Sin embargo, los limites de deteccidon obtenidos con
este método (D4: 4 pug m’, D5: 6 ug m’) resultan insuficientes para el analisis de aire
de ambientes exteriores donde los niveles de concentracion de estos compuestos son

mucho menores (Tabla 1.3).
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1.5.3 Separacion cromatografica y determinacion por espectrometria de

masas

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) es la
técnica mds usada actualmente para la determinacién de compuestos organicos
volatiles en muestras ambientales. Esta técnica combina el elevado poder de
resolucion que ofrece la cromatografia de gases (GC) para la separacion de muestras
complejas, con la sensibilidad y selectividad que brinda la espectrometria de masas
(MS). Para el analisis de VMS en muestras ambientales la GC-MS es la técnica que
comunmente se utiliza (Tabla 1.4). La separacion cromatografica de los VMS se
realiza usualmente utilizando columnas capilares con fases estacionarias apolares de
bajo sangrado del tipo 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano (HP-5MS o DB5-MS) o la
100% dimetilpolisiloxano (VF-1MS) (Tabla 1.4). Estas fases estacionarias minimizan
la presencia de VMS como contaminantes de fondo en los blancos instrumentales
debido a su bajo sangrado. Con este mismo propdsito, algunos autores han empleado
columnas con fases estacionarias de polietilenglicol (DB-Wax ETR, DB-FFAP)
puesto que ¢éstas no aportan VMS al andlisis (Sparham y col., 2008; Warner y col.,
2010). Otro tipo de columnas que también se han utilizado en la determinacion VMS
por purga y trampa y desorcién térmica son la DB-1701 (14% cianopropil-fenil 86%
dimetilpolisiloxano), la Varian Select Silanes (trifluoropropil-metilpolisiloxano) y la
DB-624 (6% cianopropil-fenil 94% dimetilpolisiloxano), (Kaj y col., 2005a,b; Pieri y
col.,, 2013; Lamaa y col.,, 2013). Por lo que hace referencia a los sistemas de
inyeccion la mayor parte de los autores utilizan la inyeccidon split/splitless
convencional y volumenes de muestra de 1-2pL, aunque Sparham y col. (2011)
proponen la inyeccion en-columna (on-column) de 5ul de muestra para el analisis de
D4 y D5 en sedimentos de rio utilizando un retention gap (10m x 0,53mm) delante de
la la columna cromatografica. Recientemente se ha propuesto la de inyeccidén de
grandes volimenes con vaporizacion a temperatura programada (PTV-LVI) en el
modo de derivacion del disovente (solvent split) (Wang y col., 2013c) lo que permite
inyectar un mayor volumen de muestra (15 pL), y en consecuencia disminuir los
limites de deteccidon. La desventaja de este procedimiento radica en que la inyeccidon

PTV-LVI en el modo split, requiere una cuidadosa optimizacion de las condiciones
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experimentales de inyeccion para conseguir que los analitos volatiles no se pierdan

durante la etapa de eliminacion del disolvente.

Como se ha mencionado anteriormente, los métodos que se emplean actualmente para
el andlisis de VMS utilizan la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de
masas. Sin embargo, se pueden encontrar algunos trabajos publicados en la literatura
de hace ya algunos afios en los que se ha utilizado el acoplamiento de la cromatografia
de gases a otras técnicas instrumentales, con el objetivo principal de confirmar la
identificacion estructural de los VMS y sus productos de degradacion en muestras
complejas. Por ejemplo, Sommerlade y col. (1993) utilizaron la cromatografia de
gases acoplada a la MS y a la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR), para identificar los productos de la reaccion en fase gas del L2 y D4 con
radicales OH, y Wachholz y col. (1995) utilizaron esta misma combinacion para la
identificacion estructural de VMS ciclicos obtenidos en reacciones de sintesis. Por
otra parte, Scheihkofler y Niessner (1999) acoplaron la GC a la MS y a la
espectrometria de emision atomica (GC-MS/AES) para identificar y cuantificar VMS
lineales y ciclicos en muestras de biogds. En este método se empled una trampa
criogénica para concentrar los analitos provenientes de la muestra gaseosa y una

unidad de desorcion térmica para transferirlos al cromatografo.

En la Tabla 1.4 se incluyen los trabajos publicados en la literatura que utilizan
cromatografia de gases para la determinaciéon de VMS en muestras ambientales. Como
se puede observar en esta tabla, tan solo se ha publicado un trabajo (Dewil y col.,
2007) que no emplea la espectrometria de masas para determinar VMS. Estos autores
utilizaron un detector de ionizacién a la llama (FID), para determinar D4 y D5 en
lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales. Este método les permitié la
cuantificacion de estos compuestos en los lodos, sin embargo debe indicarse que el
detector FID no es lo suficientemente sensible y selectivo para analizar VMS en otras
muestras ambientales tales como aguas de rio, suelos, aire y biota, donde los VMS
estdn presentes a muy bajos niveles de concentracion (Tabla 1.3). De hecho, el
acoplamiento de la cromatografia de gases a la espectrometria de masas es la técnica
que normalmente se emplea para el analisis de VMS. El modo de ionizacién que se
utiliza con mdas frecuencia es la ionizacidon electronica (EI) y se trabaja en

monitorizacion selectiva de iones (SIM) utilizando habitualmente analizadores
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cuadrupolares. Con este modo de ionizacidn, el patron de fragmentacion que
presentan los VMS se caracteriza principalmente por la pérdida de grupos metilo,
generandose iones [M-15]" (Varaprath y col., 2006) que normalmente son los que
seleccionan en modo SIM. Entre las masas (m/z) que se utilizan para la determinacién
de los VMS se pueden citar: m/z 147 (L2), 221 (L3), 207 (D3), 281 (D4) y 355 (D5).
En algunos casos, los iones generados correspondientes a la pérdida del grupo CHs—
Si(CH3)4, los cuales presentan masas (m/z) 341 (D6), 207 (L4) y 281 (L5), son
también seleccionados. Algunos autores proponen utilizar la espectrometria de masas
en tandem (MS/MS) para la determinacion de VMS a fin de minimizar el efecto de la
presencia de interferencias provenientes de la matriz. Por ejemplo, Sanchis y col.
(2012) emplearon esta técnica para determinar VMS lineales y ciclicos en aguas
residuales y agua y sedimentos de rio. Para ello emplearon un espectrometro de masas
de triple cuadrupolo (QqQ) y trabajaron en EI y monitorizacion de reacciones
selectivas (selected reaction monitoring, SRM). Por otra parte, Badjagbo y col. (2009,
2010) utilizaron la ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI) en modo positivo
para la determinacion de D4 y D5 en muestras de biogas. En los espectros de masas
obtenidos en APCI, se observa como pico base y practicamente unico correspondiente
al ion molecular protonado [M+H]", con masas m/z de 297 para el D4 y 371 para el
D5, que son los unicos VMS estudiados por estos autores. Una de las ventajas de
utilizar APCI en lugar de EI para el analisis de estos compuestos es, segun los autores,
que esta técnica de ionizacion permite diferenciar los VMS de los
dimetilsiloxanodioles, los cuales presentan un espectro de masas idéntico en EI. Estos
autores estudiaron también los espectros MS/MS del D4 y del D5 obtenidos en un
triple cuadrupolo y utilizaron esta técnica para su analisis en muestras de aire
comprimido y biogas. En resumen, como se puede observar en la Tabla 1.4 la mayor
parte de los trabajos publicados utilizan EI y MS en modo SIM, aunque algunos
autores proponen el uso de la espectrometria de masas en tdandem (MS/MS) (Sanchis y
col., 2012) o alta resolucion (HRMS) (Kaj y col., 2005a,b; Schlabach y col., 2007;
Evenset y col., 2009; Warner y col., 2010) a fin de aumentar la selectividad en el

andlisis de los VMS y reducir las posibles interferencias.

44



ANALISIS DE METILSILOXANOS
VOLATILES EN MUESTRAS
AMBIENTALES

CAPITULO 2






Andlisis de metilsiloxanos voldtiles en muestras ambientales

2.1 Introduccion

Como se ha comentado en la introduccion de esta memoria, la estrategia mas eficaz
para el andlisis de VMS en muestras ambientales consiste en simplificar las etapas de
tratamiento de la muestra para evitar asi las pérdidas por volatilizacion. En este
sentido, una opcion recomendada en la literatura consiste en utilizar técnicas de
extraccion que permitan la transferencia directa de los compuestos volatiles de la
muestra a la fase gas, como son la purga y trampa y las técnicas de espacio de cabeza
(HS) y HS-SPME. Esto facilita la determinacion de solamente los analitos volatiles,
mientras que los compuestos de mayor peso molecular no volatiles que estan presentes
en las muestras, como por ejemplo los lipidos, no son extraidos. Entre estas técnicas,
la HS-SPME ha sido la que se ha utilizado en esta tesis. La HS-SPME es una técnica
de extraccion y pre-concentracion sencilla en la cual se introduce una fibra,
constituida por un nucleo de silice fundida revestido de un polimero que actia de fase
estacionaria, en el espacio de cabeza de la muestra durante un determinado periodo de
tiempo de modo que los analitos se adsorben en la misma hasta que se alcanza el
equilibrio. Posteriormente, los analitos se desorben térmica o quimicamente para su
determinacion cromatografica. Esta técnica puede llegar a ser relativamente selectiva
eligiendo el tipo de fibra a utilizar segiin la naturaleza del analito y modificando las
condiciones de extraccion. En la Tabla 2.1 se incluyen los distintos tipos de fibras de
SPME disponibles comercialmente que se utilizan en el analisis por cromatografia de
gases. Las fases estacionarias estdn inmovilizadas sobre la fibra y pueden estar
parcialmente o muy entrelazadas. Las fibras de polidimetilsiloxano (PDMS) se han
utilizado tradicionalmente para el analisis de compuestos volatiles y semivolatiles,
frecuentemente apolares o poco polares tanto en aplicaciones con GC como con
HPLC, y entre estos podemos citar a los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHSs), los bifenilos policlorados (PCBs) y los pesticidas. En la fase estacionaria de
PDMS la extraccion de los analitos se produce principalmente mediante absorcion, y
la capacidad de la fase para retener los analitos depende fundamentalmente de su
espesor (7, 30 y 100 um) y de la volatilidad del analito. Por lo general, se emplean
fibras de mayor espesor para el andlisis de compuestos muy volatiles. Asi, analitos
como el benceno, xileno y acenafteno se extraen mejor con una fibra de PDMS de

espesor 100 pm que con la de 7 pm (Shirey, 2000). También existen fases
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Tabla 2.1. Distintos tipos de fibras de SPME disponibles comercialmente.

Fase estacionaria Espesor Polaridad  Descripciéon ~ Temp. Técnica Tipo de
(um) de la fase Méx recomendada compuestos a
O analizar
Polidimetilsiloxano (PDMS) 100 No polar No enlazada 280 GC/HPLC Volatiles
Polidimetilsiloxano (PDMS) 30 No polar No enlazada 280 GC/HPLC No polares-
semivolatiles
Polidimetilsiloxano (PDMS) 7 No polar Enlazada 340 GC/HPLC Poco polares-
semivolatiles
Polidimetilsiloxano/divinilbenceno 65 Bipolar’ Parcialmente 270 GC Polares-
(PDMS/DVB) entrelazada volatiles
Polidimetilsiloxano/divinilbenceno 60 Bipolar® Parcialmente 270 HPLC General
(PDMS/DVB) entrelazada
Polidimetilsiloxano/divinilbenceno 65 Bipolar® Muy 270 GC Polares-
(PDMS/DVB) (Stableflex") entrelazada volatiles
Poliacrilato (PA) 85 Polar Parcialmente 320 GC/HPLC Polares-
entrelazada semivolatiles
Carboxen/Polidimetilsiloxano 75 Bipolar’ Parcialmente 320 GC Gases y
(CAR/PDMS) entrelazada volatiles
Carboxen/Polidimetilsiloxano 85 Bipolar’ Muy 320 GC Gases y
(CAR/PDMS) (Stableflex") entrelazada volatiles
Carbowax/Divinilbenceno 65 Polar Parcialmente 265 GC Polares
(CW/DVB) entrelazada
Carbowax/Divinilbenceno 70 Polar Muy 265 GC Polares
(CW/DVB) (Stableflex") entrelazada
Divinilbenceno/Polidimetilsiloxano/Carboxen 50/30 Bipolar’ Muy 270 GC Volatiles
(DVB/PDMS/CAR) (Stableflex") entrelazada
Divinilbenceno/Polidimetilsiloxano/Carboxen 50/30 Bipolar’ Muy 270 GC Volatiles
(DVB/PDMS/CAR) (Stableflex')’ entrelazada

'Fibras Stableflex: El recubrimiento esta depositado sobre una fibra de silice fundida flexible.

?Se encuentra sobre una fibra de 2 cm de longitud.

? Fases estacionarias que permiten la retencion tanto de compuestos polares como no polares.
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mixtas con dos o tres constituyentes, donde se afiade al polisiloxano materiales
porosos como por ejemplo el divinilbenceno (DVB) o Carboxen (CAR) que permiten
aumentar la retencion de los compuestos volatiles o de elevada polaridad. Entre estas
fases mixtas podemos citar al polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB),
carboxen/polidimetil-siloxano (CAR/PDMS) y divinilbenceno /
polidimetilsiloxano/carboxen (DVB/PDMS/CAR), que son especialmente efectivas en
la extraccién de analitos polares como pesticidas, herbicidas y fenoles, asi como
compuestos volatiles de bajo peso molecular como los BTEX (benceno, tolueno,
xileno y etilbenceno) (Ouyang y Pawliszyn, 2006). En este tipo de fases estacionarias,
la interaccidn entre la fibra y los analitos se produce principalmente por adsorcion en
estos polimeros solidos, los cuales presentan una elevada area superficial. Por otra
parte, las fases estacionarias de tipo polar como el poliacrilato (PA) son efectivas para
la extraccion de analitos polares como por ejemplo fenoles y alcoholes. En este tipo de
fibra, aunque el recubrimiento es un polimero sélido, su baja densidad hace que los
analitos sean absorbidos de forma similar como ocurre con las fibras de PDMS. Sin
embargo, los coeficientes de difusion de los analitos en las fibras de PA son menores.
Como fases estacionarias de caracter polar también se encuentra la fibra de tipo mixto
carbowax/ divinilbenceno (CW/DVB), que se ha aplicado en el analisis de compuestos

polares como la anilina, ftalatos y fenoles (Shirey, 2000).

En cuanto al proceso de HS-SPME, cabe comentar que las condiciones experimentales
pueden permitir incrementar la eficacia de la extraccion. Los pardmetros que afectan
el proceso de extraccion son el tiempo y la temperatura de extraccidn, la agitacion de
la muestra, el volumen de muestra asi como las condiciones de la muestra (pH,
adicion de sales o disolventes organicos). El tiempo de extraccion es el tiempo
necesario para llegar al estado de equilibrio y es caracteristico de cada analito-fibra.
Dado que para algunos compuestos el tiempo requerido para alcanzar esta situacion es
muy elevado generalmente se opta por trabajar en condiciones de no equilibrio para
no alargar el tiempo de anélisis. Una variable relacionada con el tiempo de extraccion
es la agitacion de la muestra ya que ésta incrementa la difusién de los analitos al
espacio de cabeza disminuyendo el tiempo requerido para llegar al equilibrio. La
temperatura de extraccidén contribuye de dos formas completamente opuestas a la

eficiencia de extraccion. Por un lado, los coeficientes de difusion de los analitos en la
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muestra aumentan al incrementar la temperatura, por lo que aumenta la cantidad de
analito extraida y por otro, dado que el proceso de adsorcion de los analitos sobre la
fibra es exotérmico, los coeficientes de distribucion de los analitos entre la muestra y
la fibra disminuyen, por lo que la eficacia de la extraccion se ve afectada
negativamente. La concentracion de sal en la muestra y la modificacion del pH
también pueden afectar al proceso de HS-SPME. La presencia de sales en la muestra
hace aumentar la fuerza i6nica disminuyendo la solubilidad de los analitos, lo que
permite que se liberen mas analitos al espacio de cabeza. Cuanto mayor es la
solubilidad de los analitos en la fase acuosa mayor es la influencia que tiene la adicién
de sal sobre la eficacia de la extraccion. Sin embargo, si los analitos se encuentran en
forma ionizada la eficacia de la extraccién disminuye por lo que el pH de la muestra
es otro factor a tener en cuenta en la optimizacién del proceso de HS-SPME cuando se
analizan compuestos con caracteristicas acidas o basicas. Por ultimo, se debe indicar
que la presencia de disolventes orgénicos en las muestras acuosas hace disminuir la
cantidad de analito extraida, ya que aumenta la solubilidad de los analitos en la
muestra. Por otro lado, también hace disminuir la cantidad extraida puesto que se
produce un fenémeno de competencia entre los analitos y el disolvente por la fibra.
Para el caso de muestras sélidas, la presencia de agua puede facilitar la difusion de los
analitos desde la matriz hasta la fibra, y por tanto con frecuencia se prepara una
suspension acuosa de la muestra, y se extraen los analitos volatiles transferidos al
espacio de cabeza. En este caso, la eficiencia de extraccidon estd condicionada no solo
por la difusién de los analitos a la fase gas, sino también por el equilibrio sélido-

liquido (Pawliszyin, 1997).

Aunque la técnica HS-SPME se utiliza normalmente para la extraccion/pre-
concentracion de matrices acuosas, también se ha empleado en el andlisis de muestras
solidas después de una extraccion inicial de la muestra con un disolvente. De hecho,
se han publicado en la literatura métodos de anélisis que combinan la HS-SPME con
distintos procedimientos de extraccion de matrices solidas, tales como la extraccion
asistida por microondas (MAE), la extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) o bien
la extraccion con fluidos supercriticos (SFE), que se han utilizado, por ejemplo, para
el andlisis de PCBs, pesticidas clorados, difeniléteres polibromados (PBDEs) y PAHs
en muestras de biota (Rodil y col., 2005; Lambropoulou y col., 2006a,b; Herbert y
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col., 2006; Fidalgo-Used y col., 2008). En concreto para los VMS, esta estrategia ha
sido la utilizada por Xu y col. (2013) para su determinacién en lodos de depuradora.
Este autor propone preparar una disolucion acuosa al 0.5% (v/v) a partir de un
pequefio volumen del extracto organico obtenido de la muestra (en acetona), y extraer
los analitos de esta solucion mediante HS-SPME utilizando una fibra de PDMS/DVB
(65um). Considerando el elevado contenido de materia orgdnica que presenta una
matriz como los lodos, la aplicacion de la HS-SPME resulta muy ventajosa puesto que
permite la extraccién y preconcentracion selectiva de los compuestos de interés,
evitando la introduccion en el sistema cromatografico de compuestos de elevado peso

molecular no volatiles presentes en el extracto que pueden provocar su contaminacion.

Otra opcion recomendada en la literatura para el andlisis de compuestos volatiles y
que también se ha aplicado para el andlisis de VMS, es la extraccion de la muestra con
disolventes y la inyeccion directa del extracto en el cromatografo de gases. En este
caso, el mayor problema deriva de las pérdidas por volatilizaciéon en el propio proceso
de extraccion si se utilizan elevadas temperaturas, como ocurre por ejemplo con el
PLE y la MAE, y por esta razon en la gran mayoria de los métodos publicados en la
literatura para el andlisis de VMS se realiza la extraccion de la muestra a temperatura
ambiente y no se concentran los extractos, aunque esto ultimo puede conducir a una
pérdida de sensibilidad notable del método. Este hecho es especialmente critico en el
analisis de muestras donde los VMS se encuentran a bajos niveles de concentracion.
Una opcion para compensar esta pérdida de sensibilidad es la inyeccidon de volimenes
de muestra superiores a los comunmente utilizados en cromatografia de gases con
columnas capilares, que en los sistemas de inyeccion clasicos split/splitless son de 1-
2ul. Esta opcion ha dado lugar a diversas técnicas que se conocen con el nombre
general de técnicas de inyeccion de grandes volumenes (LVI). La caracteristica
principal que marca la diferencia entre éstas es el mecanismo de transferencia de la
muestra a la columna de separacion, aunque también existen otras diferencias en
cuanto al volumen maximo de inyeccion, y a su capacidad para el andlisis de
compuestos termolabiles y extractos con una elevada presencia de componentes de la
matriz. Entre las técnicas de LVI mds conocidas y con un mayor volumen de
aplicaciones cabe citar la inyeccion de grandes volimenes con vaporizacién a

temperatura programada (PTV-LVI) y la inyeccidén en columna (on-column) (OC-
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LVI). Otras técnicas conocidas, aunque se han utilizado con mucha menor frecuencia,
son: la inyeccidn en un bucle (loop) de inyeccidn, la inyeccion directa de la muestra
(DSI), 1a inyeccidn sin derivacion (splitless) pulsada (PSI) y la inyeccidn splitless con
recondensacion concurrente de disolvente (CSR-LVI). Dado que el uso de la
extraccion con disolvente combinada con la LVI es una de las estrategias propuestas
en esta memoria para el andlisis de VMS, a continuacidén se comentan las distintas
técnicas de LVI que se conocen actualmente, focalizando la atencion en la técnica

seleccionada para la determinacion de los VMS.

El primer trabajo sobre el uso de la LVI fue publicado por Vogt en 1979 (Vogt y col.,
1979), donde se utiliz6 un inyector con vaporizacidn a temperatura programada (PTV)
en el modo de derivacion del disolvente (solvent split), para la inyeccion de
volimenes de muestra de hasta 250ul. Como es sabido, este tipo de inyector estd
equipado con un sistema avanzado de control de temperatura que permite calentar o
enfriar el inyector de manera muy rapida. La inyeccion se realiza de modo similar a la
split/splitless, aunque en este caso, el calentamiento controlado de la camara de
vaporizacion permite que los componentes de la muestra puedan ser evaporados
gradualmente de acuerdo a sus temperaturas de ebulliciéon. Con esto se consigue
eliminar los efectos de discriminacion causados por la evaporacion rapida de la
muestra, tal y como ocurre en la inyeccion splitless convencional y en consecuencia
que se puedan analizar mezclas complejas de compuestos con un amplio intervalo de
temperaturas de ebullicion, incluyendo analitos con mas de 60 dtomos de carbono
(Hiibschmann, 2008). En la técnica PTV-LVI se utilizan tres modos bdsicos de
inyeccion: inyeccion sin derivacion (splitless), inyeccion con inundacién de vapor e
inyeccion con derivacion (split). De estos tres modos el mas ampliamente utilizado es
la PTV-LVI con eliminacion de disolvente (solvent split), el cual permite la inyeccion
de volimenes de muestra de hasta 1 ml (Engewald y col., 1999). En esta técnica, la
inyeccion se realiza utilizando una temperatura en el inyector inferior al punto de
ebullicion del disolvente manteniendo a su vez la valvula del split abierta. De esta
manera se logra que los analitos de interés se retengan en el /iner, especialmente si
este esta relleno con algiin material adsorbente como Tenax o Cromosorb, mientras
que el disolvente es eliminado a través de la valvula del spliz. Seguidamente, el

inyector PTV se calienta rapidamente para transferir los analitos a la columna
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cromatografica en modo sin derivacidn (splitless) y manteniendo la temperatura del
horno del cromatédgrafo suficientemente baja para reenfocar los analitos en cabeza de
columna. Con este procedimiento los compuestos no volatiles permanecen en el /iner
después de la transferencia de la muestra hacia la columna de separacion, y esto hace
que la técnica PTV-LVI con eliminacidén de disolvente sea muy adecuada para el
analisis de muestras contaminadas. Sin embargo, no es la mejor opcidn para el analisis
de compuestos volatiles puesto que pueden perderse durante la evacuacion del
disolvente a través de la valvula de split (Hoh y Mastovska, 2008). Para este tipo de
analitos es recomendable utilizar la técnica PTV-LVI en el modo sin eliminacion del
disolvente o splitless durante la inyeccidn, aunque evidentemente y dado que todo el
disolvente se introduce en la columna cromatografica, el volumen de muestra que se
puede inyectar es menor. La técnica PTV-LVI en modo splitless se ha utilizado para
analizar compuestos semivolatiles tales como n-alcanos (Dellavedova y col., 2006),
PAHs (Fernandez-Gonzalez y col., 2008) y cloroanilinas (Kristenson y col., 2004), y
permite alcanzar un volumen maximo de inyeccion de 20 pl (Grob y Li, 1988). En
general, la desventaja principal que presenta la técnica PTV-LVI es que los
compuestos inyectados pueden descomponerse térmicamente en el /iner durante la
fase de calentamiento y, por esta razon, su campo de aplicacion se restringe a

compuestos que no sean termolabiles.

La técnica de inyeccion de grandes volimenes en columna (OC-LVI) fue introducida
por Grob en 1985 (Grob y col., 1985) para la inyeccion de volumenes de muestra
superiores a 100 pl. A diferencia de la inyeccion on-column convencional donde la
muestra liquida se introduce directamente en la columna cromatografica (Grob, 1988),
en la técnica OC-LVI la muestra se introduce en una pre-columna inerte (retention
gap) colocada delante de la columna de separacién. La inyeccion se realiza
manteniendo el horno a una temperatura por debajo del punto de ebullicion del
disolvente. Con esto se consigue retener la muestra en forma liquida en el refention
gap, creandose una trampa de disolvente donde los analitos volatiles son retenidos,
mientras que el disolvente se evapora y se transfiere gradualmente a la columna de
separacion (Teske y Engewald, 2002). En la inyeccion OC-LVI con split, se coloca
una valvula a la salida del retention gap que permite evacuar los vapores del

disolvente antes de que entren a la columna cromatografica, y se eleva la temperatura
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del horno cuando todo el disolvente se ha eliminado, lo que permite transferir los
analitos de interés a la columna de separacion. El volumen maximo que se puede
inyectar con esta técnica viene condicionado por las dimensiones del retention gap y,
en algunos casos, se ha podido llegar a inyectar volumenes superiores a 800 ul (Hoh y
Mastovska, 2008). De manera similar a la técnica PTV-LVI, la inyeccion OC-LVI
también se puede realizar en el modo splitless, pero en este caso se puede alcanzar tan
solo un volumen maximo de inyeccioén de 20-30 pl (Hilbschmann, 2008). Este ultimo
procedimiento se ha utilizado para inyectar compuestos volatiles y semivolatiles,
como por ejemplo en el andlisis de m-alcanos (Korytar y col., 2000) y terpenos
(Kjeldsen y col., 2001), que pueden perderse durante la etapa de eliminacién del
disolvente. Una ventaja importante en comparaciéon con la inyeccion PTV-LVI,
consiste en que la OC-LVI se puede utilizar para analizar compuestos termolabiles,
puesto que la muestra se introduce directamente en la precolumna inerte sin una etapa
previa de vaporizacion. El aspecto mas critico de esta técnica es que tiene poca
tolerancia para extractos contaminadas, ya que los componentes no volatiles de la
muestra quedan retenidos en la precolumna después de la inyeccion, y esto puede

generar efectos de adsorcion y ensanchamiento de picos (Hiibschmann, 2008).

Las técnicas de inyeccidn directa de grandes volumenes (DSI) y la inyeccidon en un
bucle (loop), tal y como hemos mencionado, se han utilizado con mucha menor
frecuencia que las técnicas PTV-LVI y OC-LVI descritas anteriormente y tienen un
campo de aplicacion mucho mads especifico. La DSI, introducida por Amirav y
colaboradores en 1997 (Jing y Amirav, 1997; Amirav y Dagan, 1997), esta disefiada
para el andlisis directo de extractos sin purificar o de la misma muestra en si, con la
idea de reducir el tiempo de analisis al méximo. Esta técnica utiliza un inyector PTV
modificado, que introduce en el /iner la muestra contenida dentro de un micro-vial
utilizando un dispositivo automatizado. Dado que utiliza un inyector PTV modificado,
su principio de funcionamiento es similar a la técnica PTV-LVI con eliminacién de
disolvente (solvent Split), aunque en este caso el volumen méaximo de inyeccidn estd
condicionado por el tamafio del micro-vial (20-30ul). Después de cada andlisis se
sustituye el micro-vial donde permanecen los compuestos no volatiles de la muestra,
con otro conteniendo la nueva muestra a analizar, con la ayuda de un sistema

automatizado. Esto impide la contaminacion del /iner y de la columna cromatografica
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por retencion de compuestos no volatiles a diferencia de lo que ocurre normalmente
cuando se utiliza un inyector convencional para el andlisis de extractos sin purificar
(L1 y col., 2009). De manera similar a la inyeccion PTV-LVI, su desventaja principal
es que se puede producir degradacion de los compuestos termolabiles y, ademas,
pérdidas de los analitos volatiles si se utiliza una valvula split para evacuar el

disolvente.

La inyeccion de grandes volimenes en un bucle (loop) de inyeccion, se utiliza
fundamentalmente en el acoplamiento de la cromatografia de liquidos a la de gases
(Grob y Stoll, 1986; Grob y col., 1989). En esta configuracién, la inyeccién en el
cromatdgrafo de gases se realiza introduciendo la muestra liquida en un bucle
instalado en una vélvula de varias vias conectada a un refention gap que esta unido a
su vez a la columna de separacion cromatografica. Normalmente se coloca una
valvula de split antes de la columna cromatografica para eliminar los vapores del
disolvente. En esta técnica, el volumen méaximo de inyeccion viene determinado por el
tamafio del bucle y la transferencia de la muestra desde el bucle a la precolumna se
realiza con el propio gas portador. A semejanza con la técnica OC-LVI, en la
precolumna se crea una trampa de disolvente que retiene los analitos mientras que el
disolvente se transfiere gradualmente a la columna de separacion (Biedermann y
Grob, 2012). Esta técnica presenta la ventaja de poder ser utilizada para analizar
compuestos termolabiles, puesto que durante la introduccion de la muestra en el bucle
de inyeccion y durante su transferencia a la precolumna no se utiliza una etapa de
vaporizacion. De manera similar a otras técnicas de inyeccion que hemos mencionado,
su desventaja principal radica en que se pueden producir pérdidas de los compuestos

volatiles durante la apertura de la valvula de split.

También se pueden inyectar elevados volumenes de muestra utilizando un inyector
split/splitless convencional, y para ello se usan dos técnicas de inyeccion: la inyeccion
sin derivacion (splitless) pulsada (PSI) y la inyeccion splitless de grandes volumenes
con recondensacién concurrente de disolvente (concurrent solvent recondensation,
CSR-LVI). En la técnica PSI, se utiliza un retention gap colocado justo delante de la
columna de separacidon cromatografica donde se retiene la muestra en forma liquida,
dado que se aplica durante la fase inicial de la inyeccién una temperatura en el horno

inferior al punto de ebullicién del disolvente. Para conseguir la introduccién de un
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volumen elevado de muestra con un inyector convencional de este tipo, se aplica una
presion elevada (hasta 250 kPa) en el inyector inmediatamente después de introducir
la muestra (1-2 min), lo que produce un aumento significativo del flujo de gas
portador (8-9 ml min™) y, en consecuencia, se acelera la transferencia de los vapores
de la muestra a la columna. De este modo se consigue inyectar volimenes de muestra
superiores a los que permite la inyeccion splitless convencional (1-3ul). El volumen
maximo de inyeccion depende de varios factores, como el tamafio del liner, el
disolvente de inyeccién y la temperatura y presion generada en el inyector, y se
encuentra, en general, entre 5y 10 pul (Hoh y Mastovska, 2008; Li y col., 2009). Esta
técnica se ha aplicado al anélisis de compuestos semivoldtiles entre los que podemos
citar PCBs y PBDEs (De Boer y col., 2001; Zhao y col., 2007), y su ventaja principal
es que la reduccidn del tiempo de residencia de los analitos en el inyector, minimiza la
posibilidad de que ocurra degradacidon térmica de los compuestos termoldbiles, y
ademas evita que se produzcan efectos de discriminacion durante la inyeccidon debidos

a la adsorcidn de analitos en el /iner (Godula y col., 1999).

La técnica de inyeccion CSR-LVI fue descrita por primera vez por Magni y Porzano
(2003), y permite la inyeccioén de un volumen de muestra liquida de hasta 50 pl. En la
misma, se utiliza un /iner que contiene lana de vidrio en su interior (Figura 2.1), donde
se produce la vaporizacion de la muestra, y una precolumna inerte delante de la
columna de separacion, donde tiene lugar la recondensacion de los vapores del
disolvente (Biedermann y col., 2004). La CSR-LVI requiere que la inyeccion de la
muestra se realice mediante la formacion de una banda de liquido en lugar de por
pulverizacidén, de modo que se evita la evaporacion explosiva de la muestra, lo que
limitaria el volumen de inyeccion. Para impedir la formacion de un espray, la aguja de
la jeringa se introduce tan solo 2-3 cm en el inyector y se aplica una velocidad de
inyeccion rapida (100 pl/s) con un inyector automatico. Esto permite que la muestra
atraviese la camara de vaporizacién como una banda de liquido hasta quedar retenida
en el relleno de lana de vidrio colocado en el fondo del /iner. Al iniciarse la
vaporizacidon de la muestra toda esta zona del inyector se enfria a la temperatura de
ebullicion del disolvente, y en consecuencia el proceso de vaporizacion prosigue a una
velocidad relativamente lenta (Grob y Biedermann, 2002). Durante este proceso

(aprox. 60 s), las valvulas de split y purga de septum se mantienen cerradas
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generandose un gran aumento de presion en el inyector, de modo que se consigue que
la transferencia de los vapores de la muestra a la precolumna se produzca de forma
rapida. Simultdneamente, se mantiene el horno del cromatografo a una temperatura
inferior a la temperatura de evaporacion del disolvente, con lo cual la muestra
vaporizada en el inyector recondensa en la precolumna y esto genera un fuerte efecto
de succidn. Al producirse la evaporacion lenta de la muestra y la transferencia
acelerada de los vapores a la precolumna se logra el efecto deseado: los procesos de
evaporacion en el inyector y recondensacion en la precolumna ocurren
simultdneamente y ademas de manera “auto-regulada”. Esto ultimo significa que el
incremento de presidn que se genera en el inyector regula la velocidad de
transferencia de los vapores a la precolumna, de tal forma que los vapores generados
durante la inyeccion nunca llegan a sobrepasar la capacidad del /iner, y por tanto
pueden ser inyectados volumenes de muestra liquida superiores a los utilizados en la
inyeccion splitless convencional (Magni y Porzano, 2003). Una ventaja muy
importante de esta técnica de inyeccion es que la muestra se transfiere completamente
a la columna cromatogréfica, sin la eliminacién del disolvente mediante una valvula
split, con lo que esta técnica resulta ideal para el anélisis de compuestos volatiles. Por
otra parte, el hecho de que la vaporizacion de la muestra se produce en un /iner con
lana de vidrio permite que los compuestos no volatiles permanezcan en el liner,
evitando su entrada en la columna, y por tanto, aumenta su robustez, haciendo que
esta técnica sea especialmente adecuada para el andlisis de muestras muy
contaminadas. Ademas, la transferencia acelerada de la muestra a la columna de
separacion, reduce los efectos de degradacion térmica que suelen producirse en el
inyector, y en consecuencia ésta es una técnica apropiada para analizar compuestos
termolabiles. A pesar de las ventajas que brinda la técnica de CSR-LVI, actualmente
existen muy pocos articulos relativos a su aplicacion. Solamente se han publicado tres
trabajos en los cuales se ha utilizado ésta técnica para el andlisis de PAHs (Cavagnino
y col., 2003) y pesticidas (Walorczyk, 2012; Walorczyk y Drozdzynski, 2012). La
mayor parte de la informacidn sobre la utilizacién de la CSR-LVI se encuentra en las
notas técnicas de aplicacion de los fabricantes de instrumentacidn, tales como Thermo
Fisher Scientific y Restek, que describen su uso para el andlisis de retardantes de
llama bromados, hidrocarburos, PCBs, dioxanos y pesticidas (Misselwitz y Cochran,

2010; Robarge y col., 2004, 2007, 2010; Rattray y col., 2012). En comparacién con
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las otras técnicas de LVI, que también se pueden utilizar para el andlisis de
compuestos volatiles, la CSR-LVI es més robusta que la OC-LVI para el andlisis de
muestras contaminadas. Por otra parte, permite alcanzar un mayor volumen de
inyeccidn (hasta 50ul) que las técnicas PSI y PTV-LVI en modo splitless, y por tanto
es superior a estas en cuanto a su sensibilidad. Dada estas ventajas, y en especial su
efectividad para el andlisis de compuestos volatiles, en esta tesis se ha seleccionado la

CSR-LVI para el analisis de VMS.

2.2 Trabajo experimental

En este apartado se incluye el trabajo experimental realizado en esta tesis, el cual esta
orientado principalmente al desarrollo de métodos de andlisis para determinar VMS en
muestras ambientales mediante GC-MS. El apartado esta dividido en dos bloques. En
el primero se incluyen dos métodos analiticos que se han desarrollado aplicando la
técnica de extraccion/preconcentracion HS-SPME (apartado 2.2.1), mientras que en el
segundo se describen tres métodos que utilizan la técnica de inyeccion de grandes

volumenes CSR-LVI (apartado 2.2.2).

En el primer trabajo se desarrolla un método de HS-SPME para la determinacion de
VMS en agua de rio (apartado 2.2.1.1). Este trabajo se ha publicado con el titulo
Analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in water by headspace-solid phase
microextraction and gas chromatography—mass spectrometry en la revista Talanta 89
(2012) 63 — 69. En este estudio se evaluan diferentes tipos de fibras de SPME para la
extraccion de VMS, y se optimizan los parametros experimentales de esta técnica.
Ademas, una vez establecido el método se ha aplicado al analisis de VMS lineales y
ciclicos en muestras de agua de los rios Llobregat y Besos (Barcelona, Espafia).
Seguidamente se incluye un trabajo, Solvent extraction combined with headspace
solid-phase microextraction and gas chromatography-mass spectrometry for the
analysis of lineal and cyclic methylsiloxanes in mussels, pendiente de publicacion en
el que se ha establecido un método para determinar VMS en mejillones, que combina
la extraccion sélido-liquido y la técnica HS-SPME, (apartado 2.2.1.2). En este caso,

la HS-SPME se ha utilizado para la extraccién y preconcentracion selectiva de los

59



Capitulo 2

analitos, utilizando las condiciones experimentales optimizadas previamente para el

analisis de aguas.

Los trabajos pertenecientes al segundo bloque (apartado 2.2.2), se inician con el
estudio y optimizacién de los diferentes parametros experimentales de la técnica de
inyeccion CSR-LVI combinada con GC-MS, empleada en un método desarrollado
para determinar VMS en suelos y lodos de depuradora publicado en la revista Journal
of Chromatography A, 1268 (2012) 150-156, con el titulo Analysis of linear and
cyclic methylsiloxanes in sewage sludges and urban soils by concurrent solvent
recondensation — large volume injection — gas chromatography—mass spectrometry
(apartado 2.2.2.1). En dicho trabajo, la aplicabilidad de esta técnica de inyeccion se
demuestra determinando VMS lineales y ciclicos en suelos urbanos y en lodos de
plantas de tratamiento de aguas residuales. A continuacién se incluye un trabajo
publicado en Talanta 118 (2014) 245-252 con el titulo Linear and cyclic
methylsiloxanes in air by concurrent solvent recondensation—large volumen injection—
gas chromatography—mass spectrometry, en el que se ha desarrollado un método para
determinar VMS en aire, en el que también se utiliza la CSR-LVI para aumentar la
sensibilidad (apartado 2.2.2.2). En este estudio se evalian diferentes tipos de
materiales adsorbentes para la captacion de VMS en aire y se ha estudiado su
presencia en aire ambiente urbano y aire de interior de oficinas, laboratorios y
domicilios particulares. Por ultimo, se incluye un trabajo titulado Solid phase
extraction combined with —large volumen injection — gas chromatography — mass
spectrometry for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in wastewater, que
esta pendiente de publicacidon, donde se desarrolla un método para la determinacion de
VMS en aguas residuales que sigue una estrategia de analisis totalmente diferente al
método establecido para aguas de rio. En este caso se combina la extraccion mediante
discos de SPE de C;s de formato reducido (5,5mg/1ml) con la CSR-LVI (apartado
2.2.2.3). Este método incluye el analisis por separado de la fase disuelta y la fase

particulada del agua residual.
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2.2.1 Técnica espacio de cabeza - microextraccion en fase solida (HS-SPME)

combinada con GC-MS

2.2.1.1 ARTICULO CIENTIFICO I:

Analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in water by headspace —
solid phase microextraction — gas chromatography - mass

spectrometry.

E. Y. Companioni-Damas, F. J. Santos, M. T. Galceran

Talanta 89 (2012) 63— 69.
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This paper proposes a new method for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in water sam-
ples based on headspace-solid phase microextraction (HS-SPME) coupled to gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). The extraction efficiency of four commercially available SPME-fibres was evalu-
ated and it was found that a 65 pm polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB) coating was the

most suitable for the extraction of siloxanes. The method provided good linearity (r>0.999) and preci-
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respectively.

sion (RSD % <17%), and low limits of quantification ranging from 0.01 to 0.74ngL~" for linear siloxanes
and between 18 and 34ngL-! for cyclic siloxanes. The HS-SPME-GC-MS method was applied to the
analysis of linear and cyclic siloxanes in river waters from Catalonia (NE, Spain) and the results showed
concentrations of linear and cyclic siloxanes ranging from 0.09 to 3.94ngL-! and 22.2 to 58.5ngL!,

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Cyclic and linear methylsiloxanes represent a new group of
compounds proposed as priority chemicals following environmen-
tal risk assessments. This is due to their widespread use, their
physicochemical properties — which have the potential to persist
in the natural environment - and their bioaccumulation capac-
ity [1]. Over the last three decades, these compounds have been
used widely in the industrial production of silicon polymers and
in consumer goods such as electronics, health and personal care
products, cleaning agents, cookware and medical devices [2,3]. Due
to their high volatility, these compounds have been detected in
both outdoor and indoor environments [4-10] as they are released
into the atmosphere during manufacturing processes and by the
use of consumer products. In addition, due to their high affin-
ity to the organic matter [11], these compounds have also been
found in effluents and sludges from wastewater treatment plants
(WWTPs) [11-13]. Several reports indicate that these compounds
cause toxic effects on wildlife, such as estrogen mimicry, connec-
tive tissue disorders, adverse immunologic responses, and liver
and lung damage [14-17]. Although information about their tox-
icity is still limited it is important to have an understanding
of the occurrence and distribution of these compounds in the
environment.

* Corresponding author. Tel.: +34 934021275; fax: +34 934021233.
E-mail address: mtgalceran@ub.edu (M.T. Galceran).

0039-9140/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.talanta.2011.11.058

The analysis of linear and cyclic siloxanes in the environment
is not easy due to their high volatility and the potential sources
of background contamination that affect their final determination
[2]. Linear and cyclic methylsiloxanes have been found in envi-
ronmental samples, such as air [4-9], biota [1,5,6,18,19], sediment
[5,6,13,20], sludge [5,6,12,13], soil [5,6,21], water [5,6,11] and dust
[22], and also in landfill biogas samples [23,24]. Headspace (HS)
[11] and purge and trap [5,6,18,25] techniques combined with
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) are the methods
commonly used for the analysis of these compounds in solid and
water samples. Among the siloxanes, decamethylcyclopentasilox-
ane (D5) has been the most abundant compound in all matrices [6].
Nevertheless, limited information about the occurrence of silox-
anes in natural water has been reported because they are present
at very low concentration levels (<100ngL-1). In a recent study,
Sparham et al. [11] proposed the use of HS-GC-MS which would
constitute a method with enough sensitivity to analyse these com-
pounds at these concentration levels. This method was applied to
the analysis of D5 in river water and treated wastewater. Another
simple and solvent free method that could improve the detection
limits is headspace-solid phase microextraction (HS-SPME), which
is frequently used to analyse environmental samples [26]. To date,
HS-SPME has not been applied to the analysis of methylsiloxanes,
although it has been used to study the volatile composition of
polysiloxane rubber [27].

The aim of the present paper was to develop an HS-SPME
method combined with GC-MS for routine analysis of linear and
cyclic methylsiloxanes in water samples. To achieve maximum sen-
sitivity and selectivity, the HS-SPME parameters that affect the
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Table 1

Quantification and confirmation ions selected for the analysis of linear and cyclic siloxanes by HS-SPME-GC-MS.

Compound Abbreviation Retention time Time window Molecular ion Quantification Confirmation
(tg) (min) (min) (m/z) ion (m/z) ion (m/z)
Hexamethyldisiloxane L2 5.40 5:00-7:00 162 147 [M-CHs]* 131,117
Hexamethylcyclotrisiloxane D3 7.78 7:00-8:50 222 207 [M-CH3]* 191,177
Octamethyltrisiloxane L3 8.83 8:50-10:00 236 221 [M-CHs3]* 205, 189
Octamethylcyclotetrasiloxane D4 10.76 10:00-11:40 296 281 [M-CH3]* 265, 249
Methyltris(trimethylsiloxy)silane IS-1 11.71 11:40-12:50 310 295 [M-CHs3]* 207,281
Decamethyltetrasiloxane L4 11.98 11:40-12:50 310 207 [M-CH3-Si(CH3)4]* 295,191
Decamethylcyclopentasiloxane D5 13.32 12:50-13:60 370 355 [M-CHs3]* 267,339
Tetrakis(trimethylsiloxy)silane IS-2 13.83 13:60-15:20 384 281 [M-CH3-Si(CH3)4]* 369, 265
Dodecamethylpentasiloxane L5 14.65 13:60-15:20 384 281 [M-CH3-Si(CH3)4]* 369, 265
Dodecamethylcyclohexasiloxane D6 15.84 15:20-16:50 444 341 [M-CH3-Si(CH3)4]" 429,325

extraction and desorption processes were optimised. The method
was applied to the determination of cyclic and linear volatile
methylsiloxanes in river water samples.

2. Experimental
2.1. Chemical and materials

Hexamethyldisiloxane (L2), octamethyltrisiloxane (L3),
decamethyltetrasiloxane (L4), dodecamethylpentasiloxane (L5),
hexamethylcyclotrisiloxane (D3), octamethylcyclotetrasiloxane
(D4), decamethylcyclopentasiloxane (D5), dodecamethylcyclo-
hexasiloxane (D6) were obtained at a purity of over 97% from ABCR
(Darmstadt, Germany). Methyltris(trimethylsiloxy)silane (IS-1)
and tetrakis(trimethylsiloxy)silane (IS-2) were used as internal
standards for linear and cyclic methylsiloxanes, respectively. They
were also purchased from ABCR at a purity of over 98%.

Individual stock standard solutions of each compound and inter-
nal standards of 2000 mg L~! were prepared in acetone for residue
analysis (Merck) from their respective pure standards. Secondary
individual standard solutions were prepared by successive dilution
of the stock standard solutions in acetone to give concentrations
of 10mgL-! for cyclic siloxanes and 1 mgL-! for linear siloxanes.
A standard mixture of all the compounds at concentrations rang-
ing from 0.01 to 20 wg L~! for linear siloxanes and between 10 and
150 wg L~ for cyclic siloxanes was prepared in acetone by dilu-
tion from the secondary individual standard solutions. This solution
was stored at 0°C and was prepared monthly. For siloxane deter-
mination, six calibration water standard solutions were prepared
by adding of 20 L of the standard mixtures into a 40 ml screw-
cap glass vial fitted with black Viton septa (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) containing 20 ml of bottled natural mineral water at concen-
trations between 0.01 and 20 ng L~! for linear methylsiloxanes and
between 10 and 150 ng L~ for cyclic methylsiloxanes. In addition,
appropriate amounts of the internal standard solutions were added
to each calibration solution to give a concentration of 1ngL-! for
IS-1 and 70ngL-"! for IS-2. By using this procedure for the prepa-
ration of water calibration solutions, the amount of acetone in all
vials was kept constant, which prevents changes in the selectiv-
ity of the SPME fibre. To evaluate the internal standard method,
standard addition was used for quantification of a river water sam-
ple. For this purpose, replicate analyses (n=3) of this sample were
carried out spiking the sample with an adequate amount of stan-
dard solution of linear and cyclic siloxanes at 0%, 50%, 100%, 150%
and 200% of the estimated concentrations and using IS-1 and IS-2
as internal standards at a concentration of 1ngL~! and 70ngL-!,
respectively. All standards and samples were prepared in a laminar
flow cabinet of a clean room (Class 100). Acetone and sodium chlo-
ride for residue analysis were purchased from Merck. All glassware
was treated with chromosulphuric acid, solvent rinsed and heated
to 400 °Cbefore use. Nylon syringe filters (0.2 wm) were supplied by
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Filter-Lab (Barcelona, Spain). Natural mineral water was obtained
from Font Vella (San Hilari Sacalm, Spain).

HS-SPME  experiments  were  performed
manual fibre holder supplied from Supelco. Four com-
mercially available SPME fibres were tested: 100pum
polydimethylsiloxane (100 wm-PDMS), 65pum polydimethyl-
siloxane/divinylbenzene (65 wm-PDMS/DVB), 50/30 pm
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (50/30 pm-
DVB/CAR/PDMS) and 85pum carboxen/polydimethylsiloxane
(85 wm-CAR/PDMS) purchased from Supelco. Before use, each
fibre was conditioned in the GC injection port under helium flow
according to the manufacturer’s recommendation. After condi-
tioning, fibre blanks were run periodically to ensure there were no
contaminants or carryover present.

with a

2.2. Water samples

Twelve water samples were collected in the Llobregat and Besos
Rivers (Barcelona, NE Spain)in May of 2011. These rivers are located
in the northeast of Spain and flow into the Mediterranean Sea near
the city of Barcelona. The lower sections of these rivers run through
very densely populated and industrialized areas, receiving exten-
sive urban and industrial waste water discharges from more than
3 million inhabitants. Sampling sites in the Llobregat River were
located downstream of the towns of Martorell, Molins de Rei, Sant
Boi de Llobregat and el Prat de Llobregat (one sample each). In addi-
tion, three surface water samples were collected before the intake
of the San Joan Despi drinking water treatment plant (DWTP), the
biggest DWTP supplying water to the city of Barcelona. Five water
samples from the Besds River were collected at the towns of Mont-
cada i Reixach, Santa Coloma de Gramanet and Sant Adrid de Besos.
Glass bottles (100 ml) fitted with black Viton septa were filled with
water without headspace and stored in the dark at 4 °C before being
analysed. Field blanks consisting of 100 ml of natural mineral water
were prepared at the same sampling points and they were analysed
along with the real water samples. Before analysis, the river water
samples were filtered using nylon syringe filters (0.2 wm) to avoid
the presence of particulate matter.

2.3. HS-SPME method

The HS-SPME procedure was carried out as follows: 20 ml water
sample was placed in a 40ml screw cap glass vial fitted with
black Viton septa containing a 10 mm x 5 mm PTFE-coated stir bar
and an appropriate amount of the internal standards was then
added by weight through the septum of the sample vial. The final
internal standard concentrations were 70ngL-! for cyclic silox-
anes and 1ngL-! for linear siloxanes. To prevent any losses of the
analytes through the septum hole, a stainless steel rod (0.55 mm
0.D. x 15mm of length) was used for closing the septum hole
just after addition of internal standard. Moreover, to avoid the
possible adsorption of analytes the steel rod was not exposed to
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the headspace vapours. Before the HS-SPME analysis, the sam-
ple vial was vortex mixed for 3 min and conditioned for 10 min
in a thermostatic water bath at the extraction temperature. Then
the sample and the calibration solutions were extracted with a
65 wm-PDMS/DVB fibre at 25 °C for 40 min using a constant mag-
netic agitation rate of 750 rpm. Finally, thermal desorption of the
analytes was carried out by exposing the fibre in the GC injec-
tor port at 240°C for 5min. The fibre was kept in the injector
port for an additional time of 5 min, with the injector port in split
mode (purge on) to prevent possible carryover. Further details
about the optimisation of the HS-SPME procedure are given in
Section 3.1.

2.4. GC-MS determination

The determination of the linear and cyclic siloxanes by GC-MS
was carried out on a trace GC 2000 Series gas chromatograph
(ThermoFisher, Milan, Italy) coupled to a DSQ II mass spectrom-
eter (ThermoFisher, Milan, Italy). The chromatographic separation
of the target compounds was performed on a DB-5 MS (5% phenyl,
95% methyl polysiloxane) fused silica capillary column (J & W Sci-
entific, Folson, USA), 60 m x 0.25 mm L.D., 0.25 pm film thickness.
The oven temperature was programmed from 40 °C (held for 2 min)
to 250°C at 10°Cmin~! (held for 5min). Helium was used as a
carrier gas at a constant flow-rate of 1mlmin~! held by elec-
tronic flow control. The injector temperature was maintained at
240°C and the splitless injection mode (2 min) was used for the
HS-SPME experiments. An SPME glass inlet liner (I.D., 0.75 mm,
SGE Europe) and a 23-gauge Merlin Micro-seal septum (Supelco,
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Bellefonte, PA, USA) were used for the SPME analysis. The MS was
operated in electron ionisation (EI) mode with 70eV and 100 p.A.
Transfer line and ion source temperatures were set at 280°C and
250°C, respectively. For data acquisition, the selected ion monitor-
ing (SIM) mode was used at a dwell time of 100 ms and a delay
time of 20 ms. Table 1 shows the ions selected for quantification
and confirmation of the linear and cyclic methyl siloxanes using
the GC-MS method. Quantification of siloxanes was carried out by
internal standard method, using methyltris(trimethylsiloxy)silane
(IS-1) and tetrakis(trimethylsiloxy)silane (IS-2) as standards
for cyclic and linear siloxanes, respectively. Xcalibur ver-
sion 2.0 software was used for data acquisition and results
processing.

2.5. Quality control

Criteria for ensuring the quality of the data included specific
tests for checking the GC separation, the sensitivity of the GC-MS
system using standards and a quality control water sample (a river
water sample spiked at 1 and 40 ng L~! for linear and cyclic methyl-
siloxanes, respectively), the validity of the calibration, and the
possible carryover between samples. Procedural blanks covering
both the instrumental and the HS-SPME procedure were routinely
performed every three samples to evaluate the contribution of
background levels on the siloxane response. In addition, each water
sample was accompanied by a field blank to ensure the accurate
tracing of any contamination. The mean value of the area of each
analyte in the field blanks was used for subtraction. The personnel
involved in this work refrained the use of personal care products
to minimize the contamination before or during the sampling and
analysis. The preparation of standards, procedural blanks, and sam-
ples were carried out in a clean air cabinet under a laminar flow.
Limits of detection (LODs) and quantification (LOQs) were set as
the amount of analyte that provides a response in the field blank
equal to the mean plus three and ten times the standard deviation,
respectively. To confirm the identification of siloxanes, the follow-
ing restrictive criteria were applied: (a) the isotope ratios between

15 20 25 30 40 50
Extraction temperature (°C)

100 A C
80 A
60 A

40

Relative peak area (%)

20 A

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

Extraction time (min)

Fig. 1. Behaviour of the commercially SPME fibres (A): (¥4 ) 100-p. PDMS, (I ) 65-
wm PDMS/DVB, (2 ) 30/50-p.m CAR/DVB/PDMS, and (¥ ) 65-p.m CAR/PDMS, on
the extraction of linear and cyclic siloxanes. Effect of extraction temperature (B),
and time (C) on the extraction efficiency of linear and cyclic siloxanes by HS-SPME.
Compounds: (¢) L2, (A) L3, (K ) L4, () L5, (m) D3, (x) D4, (O) D5, (a) D6 (conditions:
65-m DVB-PDMS fibre, extraction time 50 min and desorption time 5 min).

the selected ions monitored should be within £15% of the theoreti-
cal value, and (b) the retention times should be within +2 s of those
observed for the standards.

3. Results and discussion
3.1. Headspace-SPME optimisation

The presence of siloxanes in procedural blanks as background
contamination produced by the instrument, laboratory products
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and reagents, and also ambient air, are the major difficulty in the
analysis of siloxanes in environmental samples [2,11,28]. This con-
tamination affects quantification and requires a thorough control
of the blanks to ensure the reliability of the results. In the present
work, some actions were taken into account to reduce the con-
tribution of background contamination to the procedural blanks.
For instance, the use of a Merlin micro-seal septum instead of a
silicone septum in the GC injector port and black Viton septa in
the SPME vials allowed a reduction of 90% of the background lev-
els of cyclic siloxanes in the instrumental blanks. However, the
main sources of contamination of procedural blanks came from the
ambient air and the ultrapure water used for preparing blanks and
standards. Experiments carried out using bottled natural mineral
water and the use of a laminar flow cabinet for sample handling
and standard preparation allowed a substantial reduction in the
background levels of linear siloxanes (96-99%), although for cyclic
siloxanes this reduction was slightly lower (62-92%). Therefore, to
minimize the contribution of siloxanes to the procedural blanks,
we recommend the use of a laminar flow cabinet and bottled nat-
ural mineral water for preparing of both procedural blanks and
standards.

The first step in the optimisation of the HS-SPME procedure
was the selection of the appropriate fibre for the analysis of silox-
anes. The following four SPME fibres were tested to obtain the
best sensitivity and selectivity for siloxane determination: 100 pm
PDMS, 65 p.m PDMS/DVB, 50/30 um DVB/CAR/PDMS and 85 pm
CAR/PDMS. For this purpose, a long extraction time (50 min) and a
pre-equilibration time of 15 min were applied to ensure that max-
imum amounts of cyclic and linear siloxanes were extracted. In
addition, the extraction temperature and desorption time were
fixed to 30°C and 2 min, respectively. The desorption tempera-
ture was 250°C for all fibres, which is within the recommended
operating temperature range. For this study, 10ml of a bottled
mineral water sample spiked with 200ngL-! of each compound
was analysed using the five fibres. No carryover on second desorp-
tion was found for any of the fibres, indicating that the complete
removal of analytes at these conditions was achieved. Fig. 1(A)
shows the relative peak area obtained for cyclic and linear silox-
anes using the studied fibres. The 65 pm PDMS/DVB fibre and
CAR/DVB/PDMS fibre provided the highest extraction yields for all
the compounds. The PDMS/DVB coating was selected for all subse-
quent experiments due to the slightly higher extraction efficiencies
obtained.

After the fibre was selected, several HS-SPME parameters
related to the extraction and desorption steps were optimised. Ini-
tially, the effect of temperature on the siloxane extraction yield
was examined using a sampling time of 50 min and a desorp-
tion temperature and time of 250°C and 5 min, respectively. As
Fig. 1(B) shows, maximum relative responses were obtained for
all the compounds at an extraction temperature of 25°C. At tem-
peratures above 25°C lower responses were obtained because of
the decrease in the distribution constants of the analytes between
the headspace and the fibre coating. Sodium chloride (NacCl, 0-30%,
w/w) was used to study the effect of the ionic strength. In our case,
the addition of NaCl did not significantly improve the amount of
siloxane extracted. This could be attributed to both the high volatil-
ity of these compounds that allowed a rapid migration from the
aqueous solution to the headspace, and to their low solubility in
water. We also studied the influence of the headspace and aque-
ous solution volume ratio (V},/Vy) on the siloxane extraction yield
using a 40 ml vial. An aqueous volume of 20 ml (V},/V = 1) was cho-
sen since it provided the best results. Larger aqueous volumes were
not tested because when reducing the headspace volume the com-
plete spreading of the fibre was not possible. The extraction time
required to reach the equilibrium between the fibre coating and
the headspace was evaluated. This parameter was studied from 5
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Table 2

Quality parameters of the HS-SPME-GC-MS method and analysis of a spiked river water sample by internal standard and standard addition methods.

Concentration (ngL~1)

Method LOQ

(ngL™1)

Method LOD

(ngL-1)

Intra-day precision

Correlation
(RSD, %) @

Linear range

(ngL™")

Compound

coefficient ()

Significance level ¢
(p-value)

0.949

0.205

Standard addition
(mean+S.D.)P
093 +£0.14

1.02 £ 0.15

1.20 £ 0.17

1.18 £ 0.17

41.2 + 3.0
414+ 24
409+ 19

Internal standard
(mean+S.D.)P
0.94 + 0.16

Spiked concentration

(ngL™")

0.99
1.03
1.04
1.02

42.2

0.17
0.01
0.03
0.74

34
19
19
18

0.05

17
16
13
14

0.9998
0.9990
0.9998
0.9995
0.9997
0.9944
0.9998
0.9995

0.2-20
0.01-20

L2
L3
L4
L5
D3

1.16 + 0.14
0.97 + 0.18

0.003
0.01
0.25

11

0.225

0.03-20

0.734
0.600

0.426

1.05 + 0.20
418 £ 2.4
415+ 2.5
41.6 + 3.5
423 + 28

0.8-20

35-150
20-150
20-150
20-150

40.2

D4

0.189
0.260

40.4
40.8

D5

411 £ 26

D6

6 (spiked level: 1ngL~! for linear and 40 ng L~ for cyclic siloxanes).

apn=
b n=3,

¢ Significant differences between methods for p-value <0.05 (at 95% confidence level).
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Table 3
Concentrations of linear and cyclic siloxanes (ng L~!) in Llobregat and Besos river water samples by HS-SPME-GC-MS.
Compound Concentration (ngL~")
Llobregat river (n=7) Besos river (n=5)
Detection frequency Mean? Min Max Median Detection frequency Mean® Min, Max Median
L2 717 0.77 0.33 1.53 0.43 3/5 1.32 0.93 1.65 1.37
L3 77 1.02 0.58 2.14 0.72 5/5 0.56 0.17 0.85 0.78
L4 6/7 0.27 0.09 0.55 0.18 3/5 0.57 0.16 0.80 0.75
L5 5/7 2.19 0.95 3.94 1.98 3/5 1.28 0.99 1.44 1.41
D3 0/7 nd - - nd 0/5 nd - - nd
D4 0/7 nd - - nd 0/5 nd - - nd
D5 2[7 229 222 235 22.9 1/5 58.5 - - nd
D6 0/7 nd - - nd 1/5 21.2 - - nd

2 Mean of seven river water samples (3 replicate analyses of each sample).
b Mean of five river water samples (3 replicates analyses of each sample).
nd: not detected, <LOD.

to 50 min using the optimal conditions previously established. As
shown in Fig. 1(C), where the extraction time profiles obtained for
the linear and cyclic siloxanes are given, a period of 40 min was
enough to reach the equilibrium and so it was chosen as the optimal
extraction time. For the desorption process, several temperatures
(220, 230, 240 and 250°C) of the GC injector port were studied,
maintaining the desorption time constant at 5min. Up to 240°C

5.43

100 L2

an increase in the response was observed, so this temperature was
selected. Finally, the quantitative desorption of the analytes from
the fibre coating to the injector port was achieved in 2 min and
no sample carryover was observed at these conditions. In sum-
mary, the HS-SPME optimal conditions for the analysis of linear
and cyclic siloxanes in water using a 65 wm PDMS/DVB fibre were:
an extraction temperature of 25 °C, an extraction time of 40 min, a
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Fig. 2. GC-MS (SIM) chromatogram of a water sample from the Besds River analysed by HS-SPME-GC-MS.
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headspace/aqueous volume ratio of 1 (20 ml/20 ml) in a 40 ml glass
vial, a desorption temperature of 240 °C, a desorption time of 2 min
and no salt addition.

3.2. Analysis of linear and cyclic siloxanes in river water samples

To examine the performance of the proposed HS-SPME-GC-MS
method, quality parameters such as linearity, limits of detection
(LOD), limits of quantification (LOQ) and repeatability were estab-
lished (Table 2). Bottled mineral water spiked from 0.01 to 20 ng L~!
for linear siloxanes and between 20 and 150 ng L~ for cyclic silox-
anes were used to study linearity. Regression coefficients (r) higher
than 0.999 were obtained for all the compounds (Table 2) at con-
centrations ranging from the limit of quantification to 20ngL~!
for linear and 150ngL-! for cyclic siloxanes, respectively. Since
no blank river water samples were found, the field blanks (n=12)
obtained from each sampling point were used to estimate the LOD
and LOQ values of the method. Each field blank was analysed in
triplicate using the developed method and the method LOD and
LOQ were determined as the concentration of analyte that provides
a response equal to the mean (12 field blanks x 3 replicates) plus
three and ten times the standard deviation, respectively. Method
LODs ranged from 0.003 to 0.25 ng L~! for linear siloxanes and from
6 to 11ngL-"! for cyclic siloxanes (Table 2), while the LOQs were
between 0.01 and 0.74ngL-! for linear and from 18 to 34ngL~!
for cyclic siloxanes. These values are lower than those reported
using purge and trap method [6], but similar to that found by
Sparham et al. [11] for D5 using headspace-GC-MS. The intra-day
precision of the whole HS-SPME-GC-MS method was also stud-
ied by analysing a river water sample with very low concentration
levels of siloxanes (<0.1ngL~! for linear and <10ngL-! for cyclic
siloxanes) spiked at a concentration of 1ngL~! for linear silox-
anes and 40 ng L~! for cyclic siloxanes. Six independent analyses of
the spiked river water sample were performed using the proposed
HS-SPME-GC-MS method and relative standard deviations (RSD%)
lower than 17% were obtained for all the compounds (Table 2). In
addition, to assure that the matrix did not affect the reliability of
the results obtained by internal standard method using as calibra-
tion solutions spiked bottled natural mineral water, quantification
by the standard addition method was also applied (Section 2.1)
for the analysis of water samples using HS-SPME-GC-MS. For this
purpose, replicate analyses (n=3) of a river water sample spiked
at 1ngL-! for linear and 40 ng L~ for cyclic siloxanes were carried
out using both quantification methods and the results obtained are
summarized in Table 2. As can be seen, good agreement between
the two quantification methods was obtained and no significant dif-
ferences were observed (p-value > 0.05), demonstrating the validity
of the internal standard method and the absence of matrix effect
using the HS-SPME-GC-MS.

In order to evaluate the applicability of the optimised HS-
SPME-GC-MS method to the analysis of linear and cyclic siloxanes
in waters, twelve river water samples collected at the Llobregat and
Besds Rivers were analysed in triplicate and the results are sum-
marized in Table 3. Linear siloxanes were found in Llobregat and
Besds river waters at concentration levels ranging between 0.09
and 3.94ngL-! and from 0.16 to 1.65 ng L', respectively. For cyclic
siloxanes, concentrations of the D5 ranged from 22.2 ng L~ (Llobre-
gat River) to 58.5ngL~! (Besds River), while the D6 was only found
in a sample from Besos River (21.2ngL~1). D3 and D4 were not
detected in any of the samples analysed. Fig. 2 shows as an exam-
ple the GC-MS selected ion monitoring (SIM) chromatograms of a
water sample from the Besés River. The differences in the concen-
tration levels between linear and cyclic siloxanes are in agreement
with data reported in the literature [5,6] and can be attributed to
the widespread use of consumer products that mainly contain D5
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siloxane [4,11]. Similar concentrations for D5 have been found in
water samples from two UK rivers (12.9-59.2ngL-1)[11].

4. Conclusions

A new headspace-SPME method combined with GC-MS has
been developed to analyse siloxanes in water samples. The
PDMS/DVB fibre (25°C, 40 min) was found to be the most effec-
tive coating for the extraction of siloxanes. The proposed method
provided low limits of quantification, from 0.01 to 0.74ngL~!
for linear siloxanes and from 18 to 34ngL-! for cyclic silox-
anes, and precise results (RSD<17%) for the analysis of river
water samples. The absence of matrix effect using the HS-SPME
has been demonstrated allowing to propose the internal stan-
dard method with water standard solutions as calibrants for the
quantification of the target compounds. The HS-SPME-GC-MS has
proved to be a fast and sensitive method for the analysis of lin-
ear and cyclic siloxanes at ngL~! levels in river water and can
be proposed as a novel method for the routine analysis of these
compounds.
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Solvent extraction combined with headspace solid-phase microextraction and gas
chromatography-mass spectrometry for the analysis of linear and cyclic

methylsiloxanes in mussels.

E. Y. Companioni, F. J. Santos*, M. T. Galceran
Analytical Chemistry Department, University of Barcelona,

Avda. Diagonal 645, 08028 Barcelona, Spain.

Abstract

A simple and fast method based on a solvent extraction combined with headspace-
solid phased microextraction (HS-SPME) and gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) was developed for the determination of linear and cyclic methylsiloxanes in
mussels. The extraction efficiencies of three solvents (methanol, tetrahydrofuran and
acetonitrile) were evaluated and it was found that acetonitrile was the most suitable
solvent for the quantitative extraction of the target compounds. In addition, the effect
of the amount of mussel extract in the HS-SPME extraction efficiency was also
studied in order to achieve the maximum sensitivity. The method provides good
linearity (r>0.998) using a matrix-matched calibration and precision (RSD <14%)
with low limits of detection ranging from 0.10 ng g wet weigh (ww) for linear and 4
ng g"'ww for cyclic methylsiloxanes. The method was applied to the analysis of linear
and cyclic methylsiloxanes in mussels collected at 23 sites from the Catalan coastline
(NW Mediterranean). Results showed concentrations ranging from 0.17 to 4.01 ng g
1

ww and between 6.7 and 630.8 ng g'ww for linear and cyclic methylsiloxanes,

respectively, with D5 as the dominant methylsiloxane.

Keywords: Linear and cyclic methylsiloxanes; biota; mussels; solid-phase

microextraction; gas chromatography-mass spectrometry;

* Corresponding author.
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1. Introduction

Volatile methylsiloxanes (VMS) are a new group of emerging pollutants that are
attracting a great attention worldwide because they are globally distributed, persistent
in the environment, bioaccumulative and potentially harmful to organisms [1,2]. They
are used in a wide range of industrial applications, including the production of higher
weight silicone polymers, and as a component of personal care and consumer products
[3,4]. Due to their high vapour pressure (Table S1) [5,6], VMS are released into the
atmosphere during the manufacturing processes and by the use of consumer product.
The atmosphere is the major reservoir of VMS as well as the most important medium
for their global distribution [7]. In addition, wastewater treatment plant (WWTPs)
effluents become an important source of VMS to the environment because they are
not totally removed during the wastewater treatment [8]. Once in the aquatic media,
they are adsorbed in sediments and tend to bioaccumulate through the food web
[2,10,11] due to their high hydrophobicity (log Kow >3.85, Table S1) [3,5,9]. Several
field works conducted in Norway [12], UK [13], Sweden [14], Scandinavia countries
[1,15], and the European Arctic [2], demonstrated the important tendency of cyclic
VMS to bioaccumulate in fish and other marine organisms. However, their effects to
aquatic organisms are still unclear, but studies on laboratory animals revealed that
they can cause estrogen mimicry, connective tissue disorders, adverse immunologic
responses, and liver and lung damage [16-19]. VMS are not still legislated in the
European Union and by the US Environmental Protection Agency (EPA), despite their
potential risk for the marine ecosystem and their tendency to affect higher trophic
level organisms including humans. Although information about their toxicity is still
limited it is important to have an understanding of the occurrence and distribution of

these compounds in the environment.

The Mediterranean Sea is an area that receives the impact of 21 bordering countries,
being the rivers, run-off and WWTP effluent discharges considered the main sources
of contamination. The Catalan coast, which is located in the NW Mediterranean Sea,
is a highly populated and industrialized area with textile, tanneries, paper mills and
chemical industries as principal sectors. This coastal area receives the water
discharges of 6 main rivers, including the Ebro River which is one of the largest river

basins in Spain that discharging to the Mediterranean Sea. The presence of several
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pollutants derived from urban and industrial activities have been identified in the
seawater of this coastal zone such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) [17],
alkylphenols (APs) [18], nonionic surfactants [19], aromatic monosulfonic acids [20]
and perfluorinated chemicals [21]. Regarding to the volatile methylsiloxanes, their
presence has been detected in waters of the Llobregat and Besos Rivers [22,23], which
act as drivers of these pollutants into the Mediterranean Sea. Currently, there is no
data available about the occurrence of VMS in the Mediterranean Sea, and this
information is important to know the real impact that produces these pollutants in the
marine environment. The use of mussel to assess the levels and trends of chemical
pollution in coastal waters was first suggested in the mid-1970s [24]. This marine
organism filters large volumes of seawater and it is able to accumulate pollutants in its
tissues to a degree proportional to their bioavailability. Their limited capacity for
metabolizing and their resistance to a wide range of contaminant levels, make them an
ideal sentinel organism [25,26]. The usefulness of mussels as bioindicators is highly
increased when chemical analysis is integrated with data on the biological effects of
pollutants. Regarding the VMS, mussels have been used as sentinel organism to
measure their presence in seawater of the Inner Oslofjord, Norway [15]. Published
studies also show the use of different fish marine organisms to determine these
pollutants in the aquatic media [2,12]. Since the mussel Mytilus galloprovincialis are
the most abundant specie along extensive areas of the Mediterranean coast, it could be
used as biomonitor oragnims to assess the presence of VMS in this coastal zone. So
far, there are few analytical methods published for the determination of VMS in biota.
These methods are based on solvent extraction followed by direct injection in the gas
chromatograph — mass spectrometer (GC-MS) [1,27] and purge and trap technique
combined with and GC-MS [28]. The absence of a clean-up step in the sample
treatment causes the contamination of the GC-MS system by the co-extracted matrix
components, affecting its performance. Purge and trap method uses a long purging
time (24 - 72h) that increases the analysis time and reduced the throughput. For these
reasons, the development of new methods for the analysis of VMS in biota samples is
required. Headspace-solid-phase microextraction (HS-SPME) has been widely used to
the analysis of volatile in biological samples [29-32]. Some applications combine
solvent extraction with HS-SPME to increase the selectivity of the method avoiding

the contamination of the GC system [33]. To date, HS-SPME has not been used to the
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analysis of VMS in biota samples, and can be an excellent alternative to existing

methods.

The aim of this work was to develop a method using solvent extraction followed by
HS-SPME-GC-MS to determine linear and cyclic methylsiloxanes in mussels. For this
purpose, we evaluated several parameters affecting the extraction efficiency of HS-
SPME method, such as the solvent extraction and matrix components to obtain
maximum sensitivity and selectivity in the analysis of the VMS. Quality parameters,
such as linearity, recovery, limits of detection and quantification and precision were
established and the proposed method was applied to the analysis of linear and cyclic
methylsiloxanes in mussels collected along the Catalan coastline in order to assess the

occurrence of these contaminants in this area.

2. Experimental
2.1. Chemicals and Materials

Hexamethyldisiloxane (L2), octamethyltrisiloxane (L3), decamethyltetrasiloxane (L4),
dodecamethylpentasiloxane (LS), hexamethylcyclotrisiloxane (D3),
octamethylcyclotetrasiloxane  (D4), decamethylcyclopentasiloxane (D5) and
dodecamethylcyclohexasiloxane (D6) were obtained at a purity of over 97 % from
ABCR (Darmstadt, Germany). Methyltris(trimethylsiloxy)silane (SS-1) and
tetrakis(trimethylsiloxy)silane (SS-2) were used as surrogate internal standards for
quantification of linear and cyclic methylsiloxanes. All these internal standards were
also purchased from ABCR at a purity of over 97 %. Individual stock standard
solutions of the target compounds and internal standards were prepared in acetonitrile
from their respective pure standards at a concentration of 1000 pg ml". Secondary
individual standard solutions were prepared by successive dilution of the stock
standard solutions in acetonitrile to give concentrations of 10 pg ml™ for linear and
100 pg ml™ for cyclic methylsiloxanes. Six standard mixtures of the target compounds
at concentrations ranging from 6 to 1000 ng ml™ for linear and between 400 and
32000 ng ml" for cyclic methylsiloxanes were prepared in acetonitrile from the
individual secondary standard solutions. Appropriate amounts of the surrogate internal

standards SS-1 and SS-2 were added to each standard mixture to give concentrations
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of 150 and 5000 ng ml™, respectively. All standards were prepared monthly and stored
at -20 °C and. For quantification by HS-SPME a matrix matched method was used. To
this end, blank mussel extracts (2ml) were spiked with 20 pl of the standard mixtures
to give concentrations ranging from 0.06 to 10 ng ml™ for linear and between 4 and
320 ng ml" for cyclic methylsiloxanes. Matrix-matched calibration solutions for the
HS-SPME analysis were prepared by adding 100 pl of the spiked extracts to 20 ml of
natural mineral water contained into a 40 ml screw-cap glass vial fitted with black
Viton septa (Supelco, Bellefonte, PA, USA) to obtain concentrations ranging from 0.3
to 50 ng L™ for linear and between 20 to 1600 ng L™ for cyclic methylsiloxanes. A
standard mixture of the surrogate standards SS-1 (110 ng ml™") and SS-2 (3330 ng mlI’
") was prepared monthly from the corresponding secondary stock standard solutions in
acetonitrile, and was added to the mussel samples prior solvent extraction for

quantification.

Acetonitrile, n-hexane and acetone of residue analysis grade were obtained from Fluka
(Bucks, Switzerland). Natural mineral water was obtained from Font Vella (San Hilari
Sacalm, Spain). All glassware materials were treated with chromosulfuric acid for 24
h, solvent rinsed and dried at 150 °C before use. HS-SPME experiments were carried
out using a manual SPME device purchased from Supelco (Bellefonte, PA, USA). A
65 um polydimethylsiloxane/divinylbenzene (65um-PDMS/DVB) fibre supplied from
Supelco was used for the extraction of analytes. Before use, the fibre was conditioned
in the GC injection port under helium flow according to the manufacturer’s
recommendation. After conditioning, fibre blanks were run periodically to ensure

there were no contaminants or carryover present.

2.2. Sampling and sample processing

The study area comprised the NW Mediterranean Sea along the Catalan coastline,
from Llanga (42.3582° N, 3.1702° E) to Sant Carles de la Rapita (40.6049° N, 0.5829°
E) (Figure 1). Table 1 shows the location, coordinates and the characteristics of each
sampling site. A total of twenty three sites were sampled during summer of 2012 and
comprised municipalities with more than 5000 inhabitants, including Barcelona and
Tarragona with a relatively high population density, and four river mouths (Besos

River, Llobregat River, Ter River and Ebro River) with an important influence of
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industrial and urban activities. Sampling area is a highly urbanized region that
receives the continuous input from treated and untreated WWTP discharges, run-off
and river waters. All WWTPs discharge treated effluents into the coastal waters via
submarine sea emissaries (0.3 — 3.6 km from the coast at 30 m deep) that constitute
the main source of the coastal water pollution [34]. Other important inputs of
contaminants to the coastal waters are the river waters, especially the Besos and
Llobregat Rivers which flow through the highly populated and industrialized ring
around Barcelona [35,36], and the coastal area around Tarragona city that is highly

influenced by the petrochemical industries and refineries [37,38].
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Figure 1. Sampling locations along the catalan coastline (NW Mediterranean Sea).

Mussel (Mytilus galloprovincialis) were manually collected at 0.3 m depth of each
sampling site (~40 specimens, 5.0 — 8.0 cm shell length), and were immediately
wrapped in pre-cleaned aluminium foil, stored at 0 °C and transported to the
laboratory within 24 h. Once in the laboratory, the samples were processing into a

laminar flow cabinet of a clean room camera to avoid any contamination from the
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laboratory air. The mussels were then opened and the soft body parts were separate

from the shell and rinsed with natural mineral water after removing the byssus threads.

Table 1. Sample code, location, coordinates and detailed description of each sampling

site.

Sample Coordinate

code Location N E Site description

1 Llang¢a 42.3582 3.1702 Urban and touristic

2 Empuriabrava 42.2360 3.1260 Urban and touristic (Gulf of Roses)
3 Torroella de Montgri 42.0236 3.1946 Ter River mouth

4 Palamos 41.8473 3.1215 Urban and touristic

5 Tossa de Mar 41.7214 2.9368 Urban and touristic

6 Blanes 41.6706 2.7914 Urban and touristic

7 Santa Susanna 41.6292 2.7190 Touristic

8 Sant Pol de Mar 41.6003 2.6253 Touristic

9 Arenys de Mar 41.5755 2.5460 Touristic and fishing

10 Cabrera de Mar 41.5040 2.3994 Touristic

11 Premia de Mar 41.4869 2.3546 Urban and touristic

12 El Masnou 41.4750 2.3074 Urban and industrial

13 Badalona 41.4307 2.2410 Urban and industrial

14 San Adria del Besos 41.4182 2.2335 Besos River mouth

15 Prat de Llobregat 41.2874 2.1075 Near Llobregat River mouth
16 Cubelles 41.1972 1.6729 Foix River mouth

17 Vilanova i la Geltra 41.2103 1.7199 Urban and fishing

18 Calafell 41.1859 1.5678 Urban and touristic

19 Torredembarra 41.1327 1.3961 Urban and touristic

20 Tarragona 41.1098 1.2534 Urban, petrochemical, industrial
21 L Hospitalet de I'Infant 40.9663 0.8912 Urban and touristic

22 L"Ampolla 40.8085 0.8389 Near of Ebro River Delta

23 Sant Carles de la Rapita 40.6049 0.5829 Near of Ebro River Delta

From each sampling site, pooled samples of 20 g were homogenised using an Ultra-
Turrax homogenizer (Ultra-Turrax T25; IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Germany) and immediately stored at -18°C in preheated glass vials until the analyses.

2.3. Solvent extraction and HS-SPME analysis

For the analysis of the mussel samples, a solvent extraction step followed by HS-
SPME was used. Briefly, aliquots of 1 g wet weight (ww) of each composite mussel
sample (in triplicate) were weighted into 4 ml-vials, spiked with 30 ul of the surrogate
standard solution to gives concentrations of 3 and 100 ng g ww of SS-1 and SS-2,
respectively, and kept at 4°C overnight to equilibrate. SS-1 and SS-2 were used for
quantification and to control the recovery of the linear and cyclic methylsiloxanes,
respectively. The sample was then extracted by shaking for 30 min with 2 ml of

acetonitrile at room temperature. After that, the extract was centrifuged at 3500 rpm
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for 10 min and the solvent layer was transferred to a 2-ml vial. For the analysis of the
target compounds, a HS-SPME method previously developed for the analysis of VMS
in water sample [21] was used with minor modifications. Briefly, 20 ml of mineral
natural water was placed in a 40 ml screw cap glass vial fitted with black Viton septa
containing a PTFE-coated magnetic stir bar (10 mm x 5 mm), and a 100 pl aliquot of
the mussel extract was added through the septum of the sample vial. To prevent any
loss through the septum hole before the insertion of the SPME fibre, a stainless steel
rod (0.55 mm O.D. x 15 mm of length) was used for closing the septum hole.
Moreover, to avoid the possible adsorption of analytes the steel rod was not exposed
to the headspace vapours. Before the HS-SPME analysis, the sample vial was vortex
mixed for 3 min and conditioned for 10 min in a thermostatic water bath at the
extraction temperature. The sample and the matrix-matched calibration solutions were
extracted with a 65um-PDMS/DVB fibre at 25°C for 40 min using a constant
magnetic agitation rate of 750 rpm. Thermal desorption of the analytes was carried out
by exposing the fibre in the GC injector port at 240°C for 2 min. To avoid possible
carryover, the fibre was kept in the injector port for an additional time period of 5 min,
with the injector port in split mode. Procedures blanks were run periodically during
the analysis to check possible fiber contaminations. Further details about the

optimisation of the HS-SPME procedure are given in section 3.1.

2.4. GC-MS determination

The determination of the linear and cyclic methylsiloxanes by GC-MS was carried out
on a trace GC 2000 Series gas chromatograph (ThermoFisher, Milan, Italy) coupled to
a DSQ II mass spectrometer (ThermoFisher, Milan, Italy). The chromatographic
separation of the target compounds was performed on a DB-5 MS (5 % phenyl, 95 %
methyl polysiloxane) fused silica capillary column (Agilent-J&W Scientific, Folson,
USA) of 60 m x 0.25 mm L[.D., 0.25 um film thickness. The oven temperature was
programmed from 40°C (held for 2 min) to 250°C at 10°C min" (held for 5 min).
Helium was used as a carrier gas at a constant flow-rate of 1 ml min” held by
electronic flow control. The injector temperature was maintained at 240°C and a
splitless time of 2 min was used. A SPME glass inlet liner (I.D., 0.75 mm, SGE
Europe) and a 23-gauge Merlin Micro-seal septum (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
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were used for the SPME analysis. The MS was operated in electron ionisation (EI)
mode with an electron energy of 70 eV and an emission current of 250 pA. Transfer
line and ion source temperatures were set at 280°C and 200°C, respectively. For data
acquisition, selected ion monitoring (SIM) mode was used at a dwell time of 100 ms
and a delay time of 20 ms. Table 2 shows the ions selected for quantification and
confirmation of the linear and cyclic methylsiloxanes using the GC-MS method.
Quantification =~ was  carried out by  matrix-matched method using
methyltris(trimethylsiloxy)silane (SS-1) and tetrakis(trimethylsiloxy)silane (SS-2) as
surrogate standards. Xcalibur version 2.0 software was used for data acquisition and

results processing.

2.5. Quality control procedures

Criteria for ensuring the quality of the data included specific tests for checking the GC
separation, the sensitivity of the GC-MS, and the possible carryover between samples.
Procedural blanks covering both instrumental and sample treatment procedures were
routinely analysed for every five samples or standards to assess the contribution of
background levels. In addition, a field blank was used for each sampling site in order
to evaluate the field contamination of VMS via air deposition. The background
contribution detected in the field blanks was substracted from the analyte signal for
quantification. A mussel sample with no detectable levels of the target compounds
was used as blank for analytical optimisation. Due to the presence of methylsiloxanes
in a great variety of consumer products, the analyst took care to avoid the use of
personal care products or other possible contamination sources during the sampling
and analysis. In addition, the preparation of standards, procedural blanks, and the
sample treatment were performed in a laminar flow cabinet of a clean room (Class
100) to avoid any VMS contamination from laboratory air [22]. Method limits of
detection (LOD), typically ranging from 0.03 to 4 ng g' wet weight (ww), the
linearity of matrix-matched calibration (from 0.3 to 50 ng L™ for linear and between
20 to 1600 ng L™ for cyclic methylsiloxanes), and the precision (generally RSD% <
13%), were routinely checked to ensure the quality of the results. To confirm the
identification of the target compounds, the following restrictive criteria were applied:

(a) the ion abundance ratios between the selected ions monitored had to be within
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Table 2. Quantification and confirmation ions, linear range and quality parameters of the proposed method obtained for linear and cyclic

methylsiloxanes.
GC-MS (SIM) Mussel samples
Quantification Confirmation ion Spiked level Mean+sd® Spiked level Mean+sd” mLOD mLOQ
COMPOL o ey (m2)* (gg'ww) (gg'ww) (gg'ww)  (gglww)  (ggww) (g g'ww)
L2 147 131,117 1.6 1.8+£0.2 48 50£3 0.03 0.1
L3 221 205,189 1.7 1.5+£0.2 47 47+3 0.04 0.1
L4 207 295,191 1.8 1.7+£0.2 49 50+2 0.04 0.1
L5 281 369,265 1.8 1.6+0.2 50 53+3 0.1 0.4
D3 207 191,177 9.9 99+2 103 100+ 5 4 10
D4 281 265,249 9.5 9.1+£1.1 102 99+3 2 6
D5 355 267,339 9.4 9.0+0.9 101 106 £ 6 2 6
D6 341 429,325 9.6 9.8+0.8 104 101 +£5 2 6

* Quantification ion: SS-1, m/z 295; SS-2, m/z 281; Confirmation ion: SS-1, m/z 207,281; SS-2, m/z 369,265.

® Concentration: mean + standard deviation , n=8.
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+15% of the theoretical value, and (b) the retention times had to be within +2 s of

those observed for the standards.

3. Results and discussion
3.1 Optimization of the extraction procedure

For the analysis of VMS in mussel samples, a method based on a solvent
extraction procedure followed by HS-SPME extraction was developed. To this end,
several parameters that affect the efficiency of the solvent extraction procedure and
the partitioning of the analytes between the SPME fibre and headspace were studied
and optimized sequentially. The first step of the study was the selection of the organic

solvent for the extraction of the target compounds from the mussel matrix. For this
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Figure 2. Effect of extraction solvents: acetonitrile (H),tetrahydrofurane () and
methanol (LJ), on the response of linear and cyclic methylsiloxanes from mussel
samples (1g wet weight of mussel, 2 ml of each solvent, extraction time 30 min). (HS-

SPME conditions are indicated in section 2.3.)
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purpose, a blank mussel sample spiked at 3 ng g”'ww for linear and 100 ng g”'ww for
cyclic VMS was extracted by shaking for 30 min with 2 ml of each studied solvent
(methanol, tetrahydrofuran and acetonitrile). For the determination of VMS, an aliquot
of 50 pl of the organic extract was added to 20 ml of mineral water and analysed by
HS-SPME-GC-MS using the conditions previously described in sections 2.3. and 2.4.
Figure 2 shows the response, expressed as relative peak area (%), obtained for all de
compounds using the studied solvents. As can be noted, acetonitrile was the solvent
that provided the highest extraction efficiency for all the compounds and it was
selected as extraction solvent for the analysis of VMS. To assure the quantitative
extraction of the analytes, a re-extraction of the spiked blank sample was carried out
using a fresh portion of 2 ml of acetonitrile. The HS-SPME analysis of this second
extract showed the presence of VMS at very low concentrations (<5% of the spiked
level), demonstrating that the quantitative recovery of all the compounds using only a

extraction step.

It is known that the presence of organic solvents or matrix components in aqueous
phase at a percentage higher than 1% (v/v) affect significantly to the distribution
constant of the analytes between the fibre coating and the headspace, resulting in a
decrease of extraction efficiently of the fibre [39]. Therefore, the effect on the HS-
SPME extraction yield of the VMS due the presence of both acetonitrile and mussel
components in the aqueous phase were evaluated. To this end, two aqueous solutions
containing a percentage of 0.25% (v/v) of acetonitrile and blank mussel extract were
spiked at 10 ng L for linear and 300 ng L for cyclic methylsiloxanes. These
solutions were analysed using the HS-SPME-GC-MS method. Figure 3A shows the
response obtained for all the compounds using pure acetonitrile and the mussel
extract. As can be observed, the presence of matrix components on the aqueous phase
caused a higher decrease on the extraction efficiencies than those found using only
acetonitrile. To optimise the percentage of the mussel extract in the aqueous phase,
different amounts of the spiked blank mussel extract, ranging from 0.1 to 1.5 % (v/v),
were added to 20 ml of mineral water in a 40 ml vial and the solutions were analysed
by HS-SPME-GC-MS. Figure 3B shows the response of the VMS in function of the
percentages of the mussel extract in the aqueous phase. As can be seen, until a

percentage of 0.50% (v/v) no significant differences in the peak areas were observed,
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Figure 3. (A) Effect of acetonitrile (B) and sample matrix (EI) on the extraction
efficiency of linear and cyclic methylsiloxanes by HS-SPME using a percentage 0.25
% (v/v) of acetonitrile or mussel extract in the aqueous solution. (B) HS-SPME
extraction efficiency of the target compounds using different percentages of mussel
extract in the aqueous solution. (HS-SPME conditions are indicated in section 2.3.)

Compounds: (A) L2, (@) L3, (X) L4, (l) L5, (-+) D3, (O) D4, () D53, (wa) D6.
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while at higher values an important decrease in the extraction efficiency was obtained.
In view of the results obtained a percentage of 0.50% (v/v) of the mussel extract in the
aqueous phase was chosen for the HS-SPME analysis in order to obtain the highest

response of the target analytes.

3.2. Performance of the analytical method

To examine the performance of the proposed method, quality parameters such as
linearity, precision, accuracy and limits of detection and quantification, were
established (Table 2). Linearity was studied using matrix-matched calibration
solutions containing linear and cyclic methylsiloxanes at concentrations ranging 0.3 to
50 ng L' for linear and between 20 to 1600 ng L' for cyclic methylsiloxanes.
Correlation coefficients (r) higher than 0.998 were obtained for all the compounds
within the concentration range tested. Limits of detection (LODs) and quantification
(LOQs) of the whole method were established by analysing field blanks in triplicate
using the developed method. LODs and LOQs were determined as the concentration
of analyte that provides a response equal to the mean of field blanks plus three and ten
times the standard deviation, respectively. LODs ranged from 0.03 to 0.10 ng g"'ww
for linear and from 1.5 to 4 ng g ww for cyclic methylsiloxanes, while LOQs were
between 0.1 and 0.4 ng g'ww for linear and from 5.7 to 10 ng g'ww for cyclic
methylsiloxanes (Table 2). These values were up to two orders of magnitude lower
than those reported using solvent extraction [2,40,41], although for cyclic VMS the
LODs are slightly higher than those obtained using purge and trap [28]. The accuracy
and intra-day precision of the method was studied using blank mussel samples spiked
at two concentration levels (low level: 2 ng g'ww for linear and 10 ng g'ww for
cyclic methylsiloxanes; medium level: 50 ng g'ww for linear and 100 ng g"'ww for
cyclic methylsiloxanes). Eight independent analyses of the spiked mussel samples
were carried out and the results obtained are given in Table 2. As can be seen, good
agreement was achieved between the spiked concentrations and the obtained values
with a relative standard deviation (RSD, %) lower than 14 % for all the compounds. In
view of the results, the validity of the proposed method has been demonstrated and it
can be proposed for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in mussel
samples. In addition, the developed method offers practical advantages over methods
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reported in the literature such as a significant reduction of the sample treatment (~ 1h)
and a high selectivity in the extraction of the VMS. For instance, methods based on
purge and trap often requires a purge time of 24 — 72 h [28], and many of the solvent
extraction methods directly inject the dirty extracts to the GC-MS [1,2,41,42].

3.3. Occurrence of linear and cyclic VMS in mussels.

The occurrence of linear and cyclic methylsiloxanes in mussel collected along the
Catalan coastline (NW Mediterranecan Sea) as bioindicators of contamination was
assessed using the developed method. A total of twenty three mussel samples were
analysed in triplicate and the mean concentrations with the corresponding standard
deviations are summarised in Table 3. The recovery of the surrogate SS-1 and SS-2 in
all samples ranged from 89 to 96 %. Figure 4 shows, as an example, the GC-MS
(SIM) chromatograms obtained for a mussels sample collected in Prat de Llobregat
(sample 15). Generally, concentrations of cyclic methylsiloxanes in the analysed
mussels (7.5 — 631 ng g ww) were up to three orders of magnitude higher than those
found for linear methylsiloxanes (0.17 — 2.32 ng g ww). L5 and L4 were detected in
fifteen out of the twenty three analysed samples with a highest values detected in
levels were always below of the limits of detection of the method. The presence of the
linear VMS in aquatic media is always associated with the WWTP discharges, and
samples collected in the Besos River mouth (sample 14, L4: 1.69 + 0.16 ng g ww,
L5: 2.32 + 0.20 ng g ww). L3 was only detected in five out of the samples and
L2their detection at lower concentrations can be attributed to low production volume
and uses compared with the cyclic methylsiloxanes. Similar concentrations were
found in cod liver from the Inner Oslofjord, Norway (L4: 1.1 — 2.9 ng g'1 ww and L5:
0.8 — 1.5 ng g ww) [15] and the Norwergian Arctic (L3: 0.13 and 0.33 ng g ww)
[43], while a higher concentration value was found for L4 in flounder liver from the

Wadden Sea, Denmark (33 ng g ww) [1].

Regarding the presence of cyclic methylsiloxanes in mussels, D5 was detected in all
samples at levels ranging from 9 to 631 ng g ww. The concentration pattern in all
studied samples is dominated by the D5 which accounted for more than 70 % of the

total VMS concentrations. D6 (8.2 - 31 ng g”' ww) were detected in twelve out of the
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Table 3. Concentrations of linear and cyclic methylsiloxanes (ng g wet weight)
determined in mussels.

No. Concentrations (mean + SD) (ng g g ww) *

L2 L3 L4 L5 D3 D4 D5 D6
1 <0.03*  <0.04° <0.04° <0.4° <4° <2° 38+4 82+08
2 <0.03° <0.04° <0.04° <0.1° <4° <2® 20+2 <2®

3 <0.03®> 0.30+005 0.44+0.07 0.80=0.08 < 4b 10£2 103+8 103+1.0
4 <0.03° <0.04° <0.04° <0.4° <4° <2 3842 99+1.2
5 <0.03° <0.04®  022+004 0.78+0.11 <4° <2 29+2 <6°

6 <0.03° <0.04° <0.04° <0.4° <4° <2 41+3 <6°

7 <0.03® 0.17+£0.03 0.53+0.07 0.58+0.07 <4° <2° 25+4 9.4+0.8
8 <0.03° <0.1° 0.53+0.06 0.91 +0.09 <4b <6 28+3 8.8+0.9
9 <0.03° <0.1° 0.20£0.04 0.43+0.08 <4° <2° 9+1 <6°
10  <0.03° <0.1° <0.1° 0.49 +0.07 <4° <6° 1342 <6°
11 <0.03° <0.1° 0.32+0.06 0.48+0.09 <4° <2° 16+2 <20
12 <0.03® 0.18+£0.03 090+0.12 1.67+0.25 <4b <6 160 + 12 14+2
13 <0.03® 025+0.03 0.60+0.07 0.61+0.07 <4° <2b 147 +6 13+1
14 <0.03° <0.1° 1.69+0.16 2.32+0.20 <4° <2 631+19 31+3
15 <0.03® 031+£0.06 043+007 1.47+0.16 <4> 202 157+9 16+2
16 <0.03° <0.1° 0.24+0.03 0.57+0.09 <4b <6 98 + 6 14+2
17 <0.03° <0.1° 0.29+0.06 0.39+0.09 <4 77405 382 75405
18 <0.03° <0.1° <0.1° 0.45 + 0.04 <4b <6 31+1 <6
19  <0.03®* <0.04° <0.1° <0.4° <4b <6 25+2 <6°
20 <0.03° <0.1° 0.20+0.04 0.43+0.08 <4> 2543 79+ 6 8.4+0.9
21 <0.03®* <0.04° <0.1° <0.4° <4b <2° 45+ 4 <6°
22 <0.03° <0.1° <0.1° <0.4° <4° <2 39+3 <6°
23 <0.03° <0.04° <0.04° <0.4° <4° <2b 30+3 <2®
=3

® below method limit of detected.
¢ below method limit of quantification.

twenty three samples analysed, while D4 (7.7 - 25 ng g”' ww) was only determined in
four samples and D3 was always bellow the detection limits. To our knowledge, this is
the first report on the occurrence of methilsiloxanes in mussels from Spanish
coastline. The concentration distribution profile obtained for these compounds
(D5>D6>D4) was similar than those found for cyclic VMS in personal care and
consumer products [43-45], which are considered to be the most important sources of
these compounds in the marine environment. The highest concentration of D5 was
found in mussels collected from Sant Adria del Besos (sample 14: 631+19 ng g'ww),
followed by El Masnou, Badalona, Prat de Llobregat and Cubelles (samples 12, 13, 15
and 16, respectively: 98 — 160 ng g ww) that are located in the coastline near to

Barcelona, and Torroella de Montgri (sample 3: 103 ng g ww) where the levels
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found could be attributed to the input of Ter River mouth. The highest values of D5
detected in samples from the Besos River mouth could be related with the wastewater
discharges of the highly populated and industrialized ring around Barcelona and the
incomplete removal of these compounds in the WWTPs. In addition, relatively high
levels of D5 were found in the mouth of Llobregat, Ter and Foix rivers which received

extensive urban and industrial wastewaters, as well as surface runoff from agricultural
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Figure 4. GC-MS (SIM) chromatograms of linear and cyclic volatile methylsiloxanes
in a mussel sample collected near to the Llobregat River mouth (sample 15)(*:

Background contribution).
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areas. The presence of D5 in mussels collected near of the Ebro river mouth (30 and
39 ng g"'ww) was also detected but at lower concentrations than those found in other
river mouths. This fact could be attributed to the high flow of the Ebro river that
produces a dilution effect of the contaminants [46,47]. D6 is also an important
component of the personal care and consumer products, although it is always in these

products and the environment at concentrations lower than those found for D5 [2,43].

In this study, D6 was mainly detected in mussels from Barcelona coastline, and it
confirms that it is a highly polluted area. Similar to D5, the highest level of D6 was
found in Sant Adria del Besés (sample 14: 31 + 3 ng g' ww), while lower
concentrations ranging from 7.5 to 16 ng g'ww were determined in the other
sampling sites. The levels found for cyclic VMS in this study were similar to those
found in fish muscle from the Humber Estuary, England (D4: 2.7 — 10.4 ng g ww,
D5: 12 — 762 ng g ww and D6: 2.3 — 27 ng g ww) [13], and the Lake Mjosa,
Norway (D4: 2.9 — 4.5 ng g ww, D5: 6.4 — 230 ng g'ww and D6: 0.82 — 7.2 ng g’
ww) [12], but up to two orders of magnitude higher than those reported for mussels
from the Inner Oslofjord, Norway (D4: 1.3 — 2.3 ng g'ww, D5: 3.3 — 8.7 ng g'ww and
D6: 1.3 — 1.8 ng g'ww) [15]. In addition, similar levels were also detected for D4 (11
— 13 ng g'ww) and D6 (5.2 — 8.7 ng g'ww) in fish liver from coastal areas of
Scandinavia and other Nordic Countries, although for D5 the concentrations were
slightly lower (D5: 26 — 52 ng g ww) [1] than those determined in the present study.
Similar concentration profiles were found for cyclic VMS in fish liver and muscle
from the Norwergian Arctic (D4: 2.6 - 9.2 ng g'1 ww, D5: 2.2 - 19.1 ng g'1 ww and
D6: 2.2 - 10.7 ng g ww) [48], although data reported for cod liver from the Inner
Oslofjord (Norway) showed concentrations of cyclic methylsiloxanes up to one order
of magnitude higher than those measured in the present study (D4: 70 — 134 ng g’
ww, D5: 1491 — 2200 ng g ww and D6: 74 — 152 ng g ww) [15].

5. Conclusions

A method based on a solvent extraction with acetonitrile combined with a HS-SPME
was developed for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in mussels. In this

method, the amount of the mussel extract in the aqueous phase was shown to be a
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critical factor for minimising the matrix effect and increasing the extraction efficiency
of the HS-SPME procedure. The proposed method provides a significant reduction in
the analysis time (~ 1h) and a selective extraction of the target compounds, avoiding
the presence of the matrix components into the GC-MS system. The method provides
good linearity (r>0.998), precision (RSD < 14%) and low limits of detection (0.04 -
0.1 ng g'ww for linear and 1.5 - 4 ng g'ww for cyclic methylsiloxanes) and was
applied to the analysis of VMS in mussels collected from the Catalan coastline as
bioindicator of the siloxanes contamination. The highest concentration of cyclic VMS
was detected in mussels collected from Barcelona coast indicating the important
contribution of the urban and industrial activities to the coastal contamination. Among
the VMS, D5 and D6 were the predominant compounds in all mussel samples,
demonstrating that the personnel care and consumer products are the main sources of
siloxane contamination. The developed method has shown to be capable of giving
accurate and reproducible results for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes
in mussels at low ng g ww levels, and can be proposed for the routine analysis of

these compounds in mussels.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. Physical-chemical properties of the linear and cyclic methylsiloxanes.

Compound Abbrev  Molecular Water Boiling  Vapour log
weight solubility  point pressure Ky,
gmol’)  (ugL', (C) (P,
25°C)* 25°C)°
Linear methylsiloxane:
Hexamethyldisiloxane L2 162 930.7 107 5620 4.2
Octamethyltrisiloxane L3 236 34.49 153 520 4.80
Decamethyltetrasiloxane L4 310 6.74 194 50 5.40
Dodecamethylpentasiloxane L5 384 0.070 230 6.0 6.0
Cyclic methylsiloxanes
Hexamethylcyclotrisiloxane D3 222 1,560 135 1147 3.85
Octamethylcyclotetrasiloxane D4 297 56.20 176 124.5¢ 6.98 ¢
Decamethylcyclopentasiloxane D5 371 17.03 211 20.4°¢ 8.07 ¢
Dodecamethylcyclohexasiloxane D6 445 5.13 245 2.26° 8.87¢

* from [3]; ° from [5];

¢ Calculated as: K,,,= Henry’s law constant (Pa m’ mol'l) /R XT;
Henry’s law constant= Vapour pressure (Pa) / Solubility (mol m?) [6].
4 from [9]
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2.2.2 Extraccion en fase sélida (SPE) e inyeccion splitless de grandes

volimenes con recondensacion concurrente de disolvente (CSR-LVI)

2.2.2.1 ARTICULO CIENTIFICO III:

Analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in sewage sludges and
urban soils by concurrent solvent recondensation — large volume

injection — gas chromatography—mass spectrometry.

E. Y. Companioni-Damas, F. J. Santos, M. T. Galceran

Journal of Chromatography A, 1268 (2012) 150— 156.
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ABSTRACT

Concurrent solvent recondensation-large volume injection (CSR-LVI) is a gas chromatography injection
technique that is particularly suitable for determining volatile compounds. In the present work, we eval-
uated the applicability of this technique for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in sewage
sludges and soils after solvent extraction to prevent losses of low-molecular-weight compounds. The
CSR-LVI injection method was optimised to achieve maximum sensitivity and good chromatographic
peak shapes. A liner packed with deactivated glass wool and a 5m x 0.32 mm I.D. uncoated fused-silica
precolumn was used. This made it possible to inject extract volumes of up to 30 wl. Good linearity
(r>0.9993) and precision (RSD <15%), with recoveries ranging from 80 to 100% and method limits of
quantification from 0.03 to 0.4ngg~' wet weight (0.04-1.5ngg"! dry weight for sewage sludges and
0.01-0.5ngg ! dry weight for soils) were obtained. The developed method was applied to the analysis of
linear and cyclic methylsiloxanes in sewage sludges collected from several wastewater treatment plants

in Catalonia (NE Spain) and urban soils from the city of Barcelona.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Polydimethylsiloxanes (PDMS) are a new group of emerging
contaminants that represent a potential risk to the environment
due to their bioaccumulative and persistence properties [1,2].
Because of their physico-chemical properties, such as high ther-
mal stability, hydrophobicity, film-forming capacity and surface
activity, they have been extensively used throughout the world in
a wide range of industrial products and consumer goods, including
electronics, personal-care products, cleaning agents and medical
devices [3,4]. These compounds are released into the environment
through volatilisation during manufacture processes and through
the use of siloxane-based products [5]. Several studies suggest that
some cyclic methylsiloxanes are potential carcinogens, can impair
fertility and have endocrine-disrupting properties [5-7]. These sug-
gestions have raised concerns about their effects on humans and
the environment.

Recently, linear and cyclic methylsiloxanes have been found in
environmental samples of air, water, sediment, soil, sludge and
biota [1,2,8-18]. Very few papers have been published regarding
their presence in sewage sludges and soils. In terms of soils, only

* Corresponding author. Tel.: +34 934034874; fax: +34 934021233.
E-mail address: javier.santos@ub.edu (F.J. Santos).

0021-9673/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2012.10.043

one paper has been published, by Sanchez-Brunette et al. [11],
where the levels of linear and cyclic methylsiloxanes in agricul-
tural and industrial soils from Spain were studied. Kaj et al. [5]
and Zhang et al. [18] studied the presence of these compounds
in sewage sludges from Nordic countries and China, respectively.
Purge and trap [5], and solvent extraction [11,18] combined with
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) are the most
commonly used methods for the analysis of these compounds in
solid matrices. The main difficulties associated with their analy-
sis are the relatively high volatility of these compounds and their
occurrence in procedural blanks, mainly due to GC instruments
and the laboratory air. To ensure reliable and reproducible results,
there must be a thorough control of the blanks and prevention of
losses, especially of the most volatile methylsiloxanes. A possible
approach to solving this problem is to skip the preconcentration
steps, although this results in a decrease in sensitivity. The use of
large volume injection (LVI) techniques can be an excellent way
to overcome sensitivity losses. The techniques most commonly
used for LVI in gas chromatography are on-column (OC-LVI) and
programmed temperature vaporisation (PTV-LVI) [19]. OC-LVI is
proposed for most analytes from high to low volatility, including
thermally labile compounds. However, this method is not suffi-
ciently rugged for dirty samples containing matrix components
with high boiling points, since the inertness of the precolumn
and the efficiency of the chromatography peaks are lost [19,20].
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Table 1

Retention time and quantification and confirmation ions selected for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes by CRV-LVI-GC-MS method.

Abbreviation Name Chemical formula Retention time (min) Quantification ion (m/z) Confirmation ion (m/z)
D3 Hexamethylcyclotrisiloxane CsH1303Si3 10.38 207 [M—-CHs]* 191,177
Is? Bis(trimethylsiloxy)methylsilane C7H2,0,Si3 10.54 207 [M—-CHs]* 221,191
L3 Octamethyltrisiloxane CgHy40,Si3 10.84 221 [M—CHs]* 205,189
D4 Octamethylcyclotetrasiloxane CgH2404Si4 12.06 281 [M—-CHs]* 265, 249
SS-1b Methyltris(trimethylsiloxy)silane C10H3003Siy4 12.90 295 [M—CHs]* 207, 281
L4 Decamethyltetrasiloxane C10H3003Si4 13.16 207 [M—CHj3-Si(CH3 )4]* 295,191
D5 Decamethylcyclopentasiloxane C10H3005Sis 14.46 355 [M—-CHs]* 267,339
$S-2P Tetrakis(trimethylsiloxy)silane CgHa503Siy 15.00 281 [M—CH3-Si(CH3)4]" 369, 265
L5 Dodecamethylpentasiloxane C12H3604Si5 15.80 281 [M—CH3-Si(CHj3)4]* 369, 265
D6 Dodecamethylcyclohexasiloxane C12H3606Sig 17.06 341 [M—CHs3-Si(CHs)4]* 429, 325

2 1S: internal standard.
b SS: surrogate standard.

PTV-LVI provides higher ruggedness for dirty extract injections,
which allows analysis of up to about 100-150 .l of sample at once
using the solvent-split injection mode [19,21]. For volatile com-
pounds, PTV splitless injection must be applied to prevent losses,
but only up to 25 p.l of sample can be injected [19]. Concurrent sol-
vent recondensation (CSR) is an alternative large volume injection
technique that was introduced by Magni and Porzane [22] and Bie-
dermann et al. [23]. It is a splitless injection technique that allows
the injection of up to 50 pl of sample in a conventional split/splitless
injector and takes advantage of the high pressure increase in the
injector port due to expansion of the solvent vapours and the strong
suction effect caused by recondensation in the retention gap at a
low temperature. Since there are no losses of high-volatile com-
pounds, CSR-LVI splitless injection is suitable for the analysis of
volatile compounds [24]. So far, the CSR-LVI technique has been
used for a limited number of applications [24,25], despite its con-
siderable advantages.

The aim of this paper was to develop a fast and sensitive method
based on solvent extraction and CSR-LVI-GC-MS to analyse lin-
ear and cyclic methylsiloxanes in soils and sludges, preventing
losses of the analytes during sample treatment. For this purpose,
we evaluated the performance of the CSR-LVI injection technique
by optimising several parameters that affect the sensitivity of the
method, such as liner type, retention gap length, injector and ini-
tial oven temperatures, splitless time and injection volume. Finally,
the proposed method was validated and applied to the analysis of
linear and cyclic methylsiloxanes in sewage sludge and urban soil
samples.

2. Experimental
2.1. Chemical and materials

The linear and cyclic methylsiloxanes studied were:
octamethyltrisiloxane  (L3), decamethyltetrasiloxane (L4),
dodecamethylpentasiloxane (L5), hexamethylcyclotrisiloxane
(D3), octamethylcyclotetrasiloxane  (D4), decamethylcy-
clopentasiloxane (D5) and dodecamethylcyclohexasiloxane
(D6). All of the compounds were obtained from ABCR
(Darmstadt, Germany) and had a purity above 97%. For
quantification, methyltris(trimethylsiloxy)silane (SS-1) and
tetrakis(trimethylsiloxy)silane (SS-2) were used as surrogate
internal standards, while bis(trimethylsiloxy)methylsilane (IS)
was employed as internal standard. All of these standards were
also purchased from ABCR (>97% purity). Individual stock standard
solutions of the target compounds and internal standards were
prepared in n-hexane from their respective pure standards at a
concentration of 1000 wgml~!. Standard mixtures of the target
compounds at concentrations of 1 pgml~! and 100ng ml~! were
prepared in n-hexane from the individual secondary standard

100

solutions of 10 wg ml~!. All standards were prepared monthly and
were stored at —20°C. A set of seven calibration solutions contain-
ing the linear and cyclic methylsiloxanes at concentrations ranging
from 0.01 and 30ngml~! was prepared daily by dilution of the
corresponding standard mixtures in n-hexane. In addition, appro-
priate amounts of the internal standard (IS) and the surrogates
(SS-1 and SS-2) were added to each calibration solution to give con-
centrations of 5ngml~!, 3ngml~! and 3.5ngml~!, respectively.
A mixture of the surrogate standards SS-1 (50ngml~!) and SS-2
(10 pgml~1), prepared daily from the corresponding individual
stock standard solutions in acetone, was added to the sample prior
to extraction for quantification. In addition, a standard solution
of IS at 50ngml~! in n-hexane was used as a syringe standard
for recovery determination. n-Hexane of residue analysis grade
was obtained from Fluka (Bucks, Switzerland). Anhydrous sodium
sulphate (purity >99%) of residue analysis grade and fine copper
powder of analysis grade (>99.7%) were obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). Before use, the anhydrous sodium sulphate
was baked at 400°C for 4h and the copper powder was treated
prior use with diluted nitric acid (regent grade, Fluka), rinsed
with water (HPLC grade, Fluka) and acetone (residue analysis
grade, Fluka), and dried using purified nitrogen. Strata SI-1 silica
SPE cartridges (100 mg, 1 ml) were purchased from Phenomenex
(Torrance, CA, USA).

2.2. Sludge and soil samples

Sludge samples were collected from six wastewater treatment
plants (WWTPs) located in the region of Catalonia (NE Spain) in
April 2011. Two of the WWTPs treat effluents of industrial and
urban origin (WWTP 1 and 2), while the other WWTPs receive
only urban sewage (WWTP 3-6). All of the plants carry out primary
and secondary wastewater treatment. Surface urban soils (0-5 cm)
were collected from six areas in the city of Barcelona (NE Spain) in
November 2011. The sampling sites were natural parks located in
different areas of the city that contain grass-covered zones or other
vegetation types. Depending on the size of the area, several subsam-
ples of top soil (0-5 cm) were collected at each site. Sludge and soil
samples were shipped to our laboratory in glass containers without
headspace under cool conditions (4 °C). Since no blank sludge sam-
ples could be found, a sludge sample of urban industrial origin was
thermally treated for five days at 50°C to remove the target com-
pounds. After this treatment, an appropriate amount of water (75%)
was added to this material for achieving similar moisture that that
present in the sludge samples analysed (70-80%). Since the concen-
trations of linear and cyclic methylsiloxanes in this sample were
lower than the limits of detection, it was used as a field/laboratory
blank. For soil samples, an agricultural soil (20% moisture content)
without detectable amounts of the target compounds was used as
a blank for recovery and analytical optimisation.
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Table 2
Recoveries (%) and method limits of detention (mLOD) and quantification (mLOQ) of linear and cyclic methylsiloxanes using spiked sludge and soils samples.
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Compound Sludge @ Urban soil @ mLOD (ngg~! ww) mLOQ (ngg~! ww)
Recovery (%)+SD P
Low level © Medium level 4 High level © Low level ¢ Medium level 4

L3 80 + 12 89 +4 94 + 3 84 +9 94 + 8 0.004 0.01

L4 82 + 11 9245 99 + 2 86 + 8 98 + 6 0.01 0.02

L5 84 + 11 95+ 3 102 +£2 84 +38 96 + 6 0.04 0.11

D3 - 93 £ 13 103 + 10 92+ 6 96 + 7 0.11 0.37

D4 - 95 + 12 101 +9 94 + 8 94 + 6 0.11 0.35

D5 - 91 +8 95 + 6 91+5 97 + 4 0.14 0.36

D6 - 90 + 7 99 +7 94 +7 95+5 0.03 0.13

2 Moisture content (%): 75% for sludge and 20% for urban soil.
n=6.

o an o

High level for spiked sludge: 400ngg~" for linear and cyclic methylsiloxanes.

2.3. Sample extraction and clean-up

For the analysis of blank, soil and sewage sludge samples,
solid-liquid extraction and clean-up by solid-phase extraction
(SPE) were used. Briefly, 0.5 g of wet sample (soil or sludge) was
spiked with an appropriate amount of the surrogate standard solu-
tion in acetone to give concentrations of 50 ng g~ ! wet weight (ww)
and 10 pgg~! ww for surrogates SS-1 and SS-2, respectively. Sur-
rogate standard SS-1 was used for quantification and to control
the recovery of the target compounds in each sample at low con-
centration levels (linear and cyclic methylsiloxanes in soils and
linear methylsiloxanes in sludges), while the surrogate standard
SS-2 was used for the target compounds present in the samples
at high concentration levels (cyclic methylsiloxanes in sludges).
The water content (%) of each sample was determined by drying
an aliquot of 0.5 g at 105 °C to constant weight. Before extraction,
the sample was kept overnight at 4°C for equilibration and then
mixed with 2 g of anhydrous sodium sulphate and kept at 4 °C for
3 h. The sample was then extracted by shaking for 10 min with
3 ml of n-hexane in a 5 ml closed vial containing 0.2 g of activated
Cu. After that, the extract was centrifuged at 3500 rpm for 10 min
and then cooled at 4°C for 30 min before transferring the hexane
layer was then transferred into a 5ml vial. The sample was again
extracted with 3 ml of n-hexane following the procedure described
above, and the extract obtained was combined with the previous
one and kept at 4°C. The clean-up of the extract was then carried
out using a silica SPE cartridge (100 mg, 1 ml), which was previously
rinsed with 10 ml of n-hexane. Once the extract at 4°C was loaded
into the SPE cartridge (ca. 4.5 ml), 1.5 ml of n-hexane was passed
through the sorbent to achieve complete elution of the target com-
pounds. The final extract (ca. 5.5 ml) was collected into a 6 ml vial
and stored at 4 °C. Before GC-MS analysis, an appropriate amount
of bis(trimethylsiloxy)methylsilane, as the syringe internal stan-
dard, was added to an aliquot of 0.5 ml of the clean extract to give
a concentration of 5 ng ml~!. For analysis of cyclic methylsiloxanes
in the sewage sludge samples a dilution of the extract (1:200, w/w)
was required for quantification.

2.4. GC-MS determination

The GC-MS analysis of linear and cyclic methylsiloxanes was
carried out on a TRACE GC 2000 Series Gas Chromatograph (Ther-
mokFisher, Milan, Italy) coupled to a DSQ II Mass Spectrometer
(ThermoFisher). An AS2000 autosampler (ThermoFisher) equipped
with a 50 pl syringe (Hamilton, Bonaduz, Switzerland) was used
for the CSR-LVI splitless injection. The syringe needle was inserted
into the injector to a depth of 30 mm from the top and the injection
was performed at 100 wls~!. A glass liner of 105 x 5mm LD. filled

Low level for spiked sludge: 5ng g~ for linear methylsiloxanes. For spiked soil: 5ngg-! for linear and 40ngg-"! for cyclic methylsiloxanes.
Medium level for spiked sludge and soil: 100 ng g~ for linear and cyclic methylsiloxanes.

with 5mm of deactivated glass wool (Panreac, Barcelona, Spain)
in the base and a 23-gauge Merlin Microseal septum (a high tem-
perature resistant fluorocarbon elastomer, Supelco, Bellefonte, PA,
USA) were used for the CSR-LVI injection mode. Following optimi-
sation of the injection volumes, 30 .l of the extracts and standards
were used for analysis. Further details about the optimisation
of the injection volume are given in Section 3.1. The chromato-
graphic separation of the target compounds was performed on a
DB-5 MS (5% phenyl, 95% methyl polysiloxane) fused-silica capil-
lary column (J&W Scientific, Folsom, CA, USA) of 60 m x 0.25 mm
.D. with a film thickness of 0.25 pm. The column was fitted with
an uncoated fused-silica deactivate column of 5m x 0.32 mm LD.
(J&W Scientific) installed 2 mm from the injector port end. The
oven temperature was programmed from 60°C (held for 5 min)
to 285°C at 10°Cmin~! (held for 15 min). Helium (Abell6 Linde
S.A., Barcelona, Spain) with a purity of 99.999% was used as car-
rier gas at a constant flow-rate of 1mlmin~! held by electronic
flow control. The injector temperature was kept at 200°C and
the splitless mode (closing the split vent and septum purge for
1.5min) was used for the CSR-LVI injections. The MS was oper-
ated in electron ionisation (EI) mode at electron energy of 70eV
and 100 p.A of electron emission. Transfer line and ion source tem-
peratures were set at 280°C and 200°C, respectively. For data
acquisition, selected ion monitoring (SIM) mode was used at a
dwell time of 100 ms and a delay time of 20 ms. Table 1 shows
the ions selected for quantification and confirmation of the linear
and cyclic methylsiloxanes using the GC-MS method. The quan-
tification was carried out by internal standard method, using the
surrogate standards methyltris(trimethylsiloxy)silane (SS-1) and
tetrakis(trimethylsiloxy)silane (SS-2). For recovery determination,
bis(trimethylsiloxy)methylsilane (IS) was used as internal standard
and added to the extracts before GC-MS analysis. Xcalibur ver-
sion 2.0 software was used for data acquisition and processing the
results.

2.5. Quality control procedures

Specific tests to check the GC separation, the sensitivity of the
GC-MS and the validity of the calibration were carried out daily. In
addition, procedural blanks covering both instrumental and sam-
ple treatment procedures were routinely performed for every five
samples or standards in order to evaluate the contribution of back-
ground levels which was subtracted from the analyte responses.
Retention time and asymmetry factor control charts were used
to ensure the performance of the GC-column (Fig. S1 in Supple-
mentary data for L4 and D6). Instrumental limits of quantification,
typically ranging from 0.001 to 0.03ngml-!, were periodically
tested. In addition, quality parameters of the method, such as limit
of detection (LOD) and quantification (LOQ), precision (generally
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Fig. 3. CSR-LVI-GC-MS (SIM) chromatograms of a mixture of linear and cyclic
methylsiloxanes obtained using different injection volumes: (a) 30 ul, (b) 40 wl and

()50 L.
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Fig. 4. CSR-LVI-GC-MS (SIM) chromatograms of a sewage sludge (sample 4) analysed by the proposed method.

for linear and cyclic methylsiloxanes, respectively) was performed
to validate the proposed method. For each sample, a field blank was
used to determine the contribution of the background contamina-
tion during sampling and storage. The preparation of standards,
procedural blanks and sample treatments were carried out in a
laminar flow cabinet of a clean room (class 100) to prevent con-
tamination from the ambient air [9]. Because the methylsiloxanes
are present in many consumer products, the analyst took care to
avoid the use of personal care products or other possible con-
tamination sources during sampling and analysis. All glassware
materials were treated with chromosulphuric acid for 24 h, solvent
rinsed and dried at 150°C before use. To confirm the identifi-
cation of methylsiloxanes, the following restrictive criteria were
applied: (a) the ion abundance ratios between the selected ions
monitored had to be within £15% of the theoretical value, and (b)
the retention times had to be within £2 s of those observed for the
standards.

3. Results and discussion
3.1. Optimisation of the CSR-LVI conditions for GC-MS analysis

Due to the high volatility of some linear and cyclic methyl-
siloxanes, the inclusion of concentration steps before the GC-MS
analysis resulted in partial losses of the target compounds by
volatilisation. For instance, recoveries of L3 and D3 lower than
40% were obtained when the final extracts were concentrated by
rotary evaporation. To increase sensitivity of the analysis avoiding
evaporation steps, CSR-LVI was applied. This technique uses fast
injection, a packed liner and an inert uncoated fused-silica precol-
umn (retention gap) for solvent recondensation after vaporisation
in the injector port. When the sample is injected, its vapours are
transferred from the injector into the precolumn due to the strong
pressure pulse produced in the injector by the solvent evaporation
and suction into the retention gap by solvent recondensation. This
makes it possible to inject sample volumes higher than the 1-2 .l
typically injected in a conventional splitless injection.

The first step in the optimisation of the CSR-LVI technique
was the selection of the appropriate liner volume and retention
gap length to allow the injection of large volumes of samples and
standards. Initially, retention gaps of several lengths (5m, 4m,
3m and 2m x 0.32 mm LD.), were evaluated to obtain both max-
imum sensitivity and the best peak shape for all compounds. In
all cases, a liner of 5mm LD. (x105mm of length) was packed
with deactivated glass wool, 5cm from the base of the liner, in
order to improve the sample vaporisation in the GC injector. For
this study, 20 ul of a standard solution containing all the target
compounds at 20ngml~! in n-hexane was injected at 100 pls~!
using an injector temperature of 250°C, an initial temperature
of 60°C and a splitless time of 1min. The effect of the reten-
tion gap length on the peak shapes of L4 and D5 is shown in
Fig. 1a-d. Fronting peaks were observed for retention gaps up to
4m of length (Fig. 1a-c), probably because the capacity of the
precolumn for condensation of solvent was exceeded. In contrast,
using a retention gap of 5m of length (Fig. 1d), symmetric peaks
were obtained. The influence of the liner volume on the peak
shape was then evaluated using straight-through liners with two
different diameters, 5mm and 3mm LD. (x105mm of length).
Peak distortions were observed for the high-volatile compounds
when a 3mm [.D. liner was used as shown in Fig. 1e for L4,
while 5mm LD. liner proved the best peak shapes (Fig. 1d for L4
and D5). Afterwards, the effect of the injection volume (1-50 wl)
on the response of the target compounds was evaluated. Fig. 2
shows the peak area obtained for linear and cyclic methylsilox-
anes using injection volumes from 1 to 30 ul. As can be seen,
30wl provided the highest responses for all compounds. At injec-
tion volumes higher than 30 .l (Fig. 3), the peak shapes became
distorted (fronting peaks) because the capacity of the retention
gap for condensation of the solvent and trapping the analytes was
exceeded, and the flooded zone could reach the analytical column.
Since increasing the retention gap length resulted in wider peaks,
an injection volume of 30 .l was chosen as the optimum. Other
parameters, such as injection temperature (180-250°C), initial
oven temperature (40-60°C) and splitless time (0.5-2 min) were
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also investigated. Increasing the injector temperature to 200°C
resulted in an enhancement of the peaks of the most volatile com-
pounds (specially for D3), while at temperatures between 200 and
250°C no significant differences on the peak area were observed
(Fig. S2(A) in Supplementary data). Moreover, maximum responses
were obtained for all the compounds after an splitless time of
1.5 min (Fig. S2(B) in Supplementary data). As regards to the ini-
tial oven temperature, a reduction of 2 min in the analysis time
was observed when increasing the temperature from 40 to 60°C
(Fig. S3 in Supplementary data). In summary, the CSR-LVI optimal
conditions for the analysis of methylsiloxanes were: a retention
gap of 5m x 0.32 mm L.D,, a liner of 5 mm L.D. (x 105 mm of length),
an injection volume of 30 wl and an injector temperature of 200°C
using an initial oven temperature of 60°C and a splitless time of
1.5 min.

3.2. Performance of the analytical method

To examine the validity of the developed method, recovery and
limits of detection and quantification were established using sludge
and soil samples. In order to reduce background contamination, the
samples were handled in a laminar flow cabinet [9]. Recoveries of
the whole method for the target compounds were studied using a
blank sludge sample spiked at three concentration levels, 5ngg~!
dw (low level), 100ngg~! dw (medium level) and 400ngg~' dw
(high level), and a blank soil sample spiked at 5ngg-! dw for lin-
ear and 40ngg-! dw for cyclic methylsiloxanes (low level) and
100ngg~! dw (medium level). Before analysis, the spiked samples
were kept overnight at 4 °C for equilibration. Six independent anal-
yses of each spiked sample were carried out using the developed
method. Table 2 shows the recovery and the standard deviation
obtained for each analyte and spiked level. Good recoveries ranging
from 80 to 100% were obtained, even for the more volatile com-
pounds such as L3 and D3, with a RSD lower than 15%. The recovery
of the surrogate standards (SS-1 and SS-2) was also determined
and ranged from 92 to 97% for the spiked sludge and soil samples.
Limits of detection and quantification of the whole method were
established by analysing field blanks in triplicate. LODs and LOQs
were determined as the concentration of analyte that provides a
response equal to the mean of field blanks plus three and ten times
the standard deviation, respectively, an are given in Table 2. Taking
into account the average moisture content of the sludge and the
soil analysed (75% for sludge and 20% for soil) the method LOQs
expressed on dry weigth (dw) for linear and cyclic methylsilox-
anes ranged between 0.04 and 1.5ngg~! dw for sewage sludge
and from 0.01 to 0.05ngg~! dw for soils. These values are 10 to
100 times lower than those reported in the literature for soils
[5,11] and similar to those published for sludges (0.28-1ngg~! dw)
[18].

3.3. Analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in sludge and
soil samples

To examine the applicability of the proposed method, six sewage
sludge samples collected from several WWTPs located in the region
of Catalonia (NE Spain) and six soil samples from urban natural
parks in Barcelona, were analysed in triplicate. Table 3 shows the
moisture content (%) of the analysed samples and the concentra-
tion mean values with their corresponding standard deviations
obtained for linear and cyclic methylsiloxanes. Recoveries of the
surrogate internal standards were always higher than 90% for all
the samples. Fig. 4, as an example, the GC-MS (SIM) chromatograms
obtained for the sewage sludge sample 4. All target compounds
were found in the sewage sludge samples at concentrations ranging
from 4.8 to 55ng g~ dw for linear and 670 to 82,112ng g~ dw for
cyclic methylsiloxanes. These results are in agreement with those
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Table 3

Mean concentrations (ngg~! dry weight) of linear and cyclic methylsiloxanes found in sewage sludge and urban soil samples.

Concentration (mean +sd) (ngg—'dw) 2

Compound

Urban soil

Sewage sludge

Sample 6

Sample 3 Sample 4 Sample 5

Sample 5 Sample 6 Sample 1 Sample 2

Sample 4

Sample 3

Sample 2

Sample 1

24
<0.006"

<0.01°
<0.05°
<0.16°
<0.15P
1442
11+1

24 16 12 23

17
<0.005"

<0.01°
<0.04>
<0.15
<0.14>
11+1
3543

76

45+6

47 +3

55+6
2912+99
14,673 £430
82,112 +2847

77
45+6
19+1
21+1

670 +50
2528 +208
3185+273
1840+114

70

48+0.3
5.5+0.1

72
20+1

80
12+1
11+1
21+1

1204+ 109
4402 +£152

75

2443

21+1

23+1

4148 £190
8078 +562
19,272 +£1596

Moisture (%)

L3
L4
L5

<0.006"
<0.01°
<0.05>
<0.16P
<0.15

14+1

<0.005 P <0.005°

<0.006 "
<0.01°
<0.05°
<0.16°
<0.15P

15+2
47 +5

0.34+0.03 <0.01°

19+2
31+1
4642 +403

15,070 £ 499
49,919 +5253

0.24+0.02 <0.04°
<0.14>
<0.14b

30+4
36+3

43+5
1012 +44
3539+ 136

<0.14>
<0.13b

11+1
12+1

D3

D4

2106+ 209
2465 +339

9214 +963
1954+ 101

D5

7.2+0.5

11,935 +592

4069 +51

10,597 +£964

D6

4 n=3.

b <mLOD (ngg~! dry weight).
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reported in the literature on sewage sludge samples collected in the
European Nordic countries [5,6] (<1-550ngg~! dw for linear and
96-89,000ngg~! dw for cyclic methylsiloxanes). The differences
between the levels found in linear and cyclic methylsiloxanes (~3
orders of magnitude) can be attributed to the higher production
and use of cyclic methylsiloxanes in the European Union [5,27].
In contrast, linear methylsiloxanes levels found in sewage sludges
from China [18] were higher than those of cyclic compounds, prob-
ably due to a greater use of linear compounds in this country. The
concentration pattern of cyclic methylsiloxanes in all of the stud-
ied samples is dominated by the D5, which is the main siloxane
component in consumer products such as personal-care products
[26,28]. To the best of our knowledge, this is the first report on the
occurrence of siloxanes in sewage sludge from Spanish WWTPs.
For the urban soil samples (Table 3), only D5 and D6 were found
at concentration levels ranging from 11 to 30ngg~! dw and from
7.2 to 47ngg-! dw, respectively. For linear methylsiloxanes, only
L4 and L5 were detected in sample 3 at very low concentration
levels (0.34ngg~! and 0.24ngg™!, respectively). These concen-
tration levels are in line with those reported in the literature on
agricultural soils (9.2-56.9ngg™! dw for D5 and 5.8-27.1ngg!
dw for D6) [8] and are lower than those found in industrial soils
(22.3-184.1ngg ! dwforD5and 28.2-482.6 ngg~! dwforD6)[11].
Since the urban soils analysed come from natural parks in the city
of Barcelona, the presence of methylsiloxanes may be attributed to
atmospheric deposition.

4. Conclusions

A CSR-LVI-GC-MS method has been developed for the deter-
mination of linear and cyclic methylsiloxanes in sewage sludges
and soil samples. The use of CSR-LVI technique allowed the injec-
tion of 30 wl of sample extract in a standard split/splitless injector
improving the detectability and making possible the elimination
of concentration steps during sample treatment. This was crucial
for preventing losses of the most volatile compounds. Among the
CSR-LVI parameters, the retention gap length and the liner inter-
nal diameter were found to be most critical factors affecting the
sensitivity of the method. The proposed method has shown to be
capable of giving accurate and reproducible results with enough
selectivity and sensitivity at ngg~! levels and can be proposed for
the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in sewage sludge
and soil samples.
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In the present work, a simple and fast method for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in
ambient air based on active sampling combined with gas chromatography — mass spectrometry (GC-MS)
was developed. The retention efficiency of five sampling sorbents (activated coconut charcoal, Carbopack
B, Cromosorb 102, Cromosorb 106 and Isolute ENV+ ) was evaluated and Isolute ENV+ was found to be
the most effective. A volume of 2700 L of air can be sampled without significant losses of the most
volatile methylsiloxanes. To improve the sensitivity of the GC-MS method, concurrent solvent
recondensation - large volume injection (CSR-LVI), using volumes up to 30 ul of sample extract, is
proposed and limits of quantification down to 0.03-0.45 ng m 3, good linearity (r > 0.999) and precision
(RSD % <9%) were obtained. The developed method was applied to the analysis of ambient air.
Concentrations of linear and cyclic methylsiloxanes in indoor air ranging from 3.9 to 319 ng m~> and
between 48 and 292668 ng m~>, were obtained, respectively, while levels from 6 to 22 ng m > for linear
and between 2.2 and 439 ng m~> for cyclic methylsiloxanes in outdoor air from Barcelona (Spain),

were found.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Volatile methylsiloxanes (VMS) constitute a group of chemicals
that are widely used in a great variety of industrial products and
consumer goods, including personal care products, household
products, cleaning agents, sealants, and in the manufacture of
biomedical devices [1-3]. Due to their high volatility [4], these
compounds are released into the atmosphere during industrial
manufacturing and by the use of siloxane-based consumer goods
[5]. Additional sources of VMS emissions are landfills and waste-
water treatment plants [6]. Atmospheric half-lives for cyclic VMS
have been estimated to be approximately from 10 to 30 days,
while for linear VMS are around 9 days [7-9], which are con-
sidered to be enough for long-range transport [10,11]. Due to their
widespread use, these compounds have been found in outdoor
air from industrialised and urban areas [12-16], sewage treatment
plants [2,6,15], rural sites [15,17,18], and even in Arctic areas
[10,11]. The occurrence of these compounds has also been
reported in indoor ambient air from industrial [16] and office
buildings [19-22], homes [2,22], supermarkers [22] and also
in indoor dust [23]. Most of these studies showed that the

* Corresponding author. Tel.: +34 93 403 4874; fax: +34 93 402 1233.
E-mail address: javier.santos@ub.edu (FJ. Santos).

0039-9140/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2013.10.020

predominant VMS found in urban sites and indoor environments
is decamethylcyclopentasiloxane (D5) followed by octamethylcy-
clotetrasiloxane (D4) and dodecamethylcyclohexasiloxane (D6),
which are the most abundant in personal care products [24].
Several studies performed in mammalians suggest that D4 can
impair fertility and cause liver damage [25-29] and D5 is a
potential carcinogenic compound [2,3,30]. Toxicity assays carried
out on aquatic environments showed that D4 is very toxic to
sensitive aquatic organisms, while D5 and D6 do not exhibit
adverse effects on fish [3,31-35]. Several risk assessment pro-
grams conducted in Canada [36-38], the UK [39], Sweden [40] and
in a consortium of Nordic countries [2], showed that methylsilox-
anes are ubiquitous at concentrations that may have harmful
effects on the environment.

Sampling methods for the analysis of VMS in air are relatively
new and limited. Active sampling using tubes filled with Tenax
TA [2], or with a combination of sorbents (silica gel, carbon-sieve
and charcoal [12], Tenax TA/carbon-sieve [21] or Tenax GR/
graphitised carbon black [22]) followed by two-stage thermal
desorption coupled to gas chromatography-mass spectrometry
have been proposed. Isolute ENV+ commercial SPE cartridges
[11,13-18] and passive air samplers with sorbent - polyurethane -
foam disks impregnated with polystyrene-divinylbenzene copo-
lymeric resin [6,10,15] followed by Soxhlet extraction have also
been employed. The main difficulties in the analysis of these
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compounds are their high volatility, and their occurrence in the
laboratory air, GC instruments, laboratory facilities, reagents and
materials, and to the use of personal care products [41]. Procedural
blanks make the determination of linear and cyclic methylsilox-
anes difficult particularly from background locations. To ensure
reliable results, there must be a thorough control of the blanks and
avoid concentration steps to prevent losses of the most volatile
compounds during sample preparation and processing, although it
results in a decrease in sensitivity. To overcome this problem,
several large volume injection (LVI) techniques combined with GC
have been recently proposed for the GC analysis of VMS [41,42].
Among them, concurrent solvent recondensation-large volume
injection (CSR-LVI) allowed the injection of up to 30 uL of sample
extract with good peak shapes and minimising volatilisation losses
of VMS [42].

The aim of this work was to develop a simple, effective and
reliable method for the analysis of VMS in ambient air using sorbent
traps for active sampling and CSR-LVI combined with GC-MS for
their determination. For this purpose, the efficiency of several
sorbents for the sampling of linear and cyclic VMS from air was
evaluated. Quality parameters such as linearity, recovery, limits
of detection and quantification, and intra-day precision were
established, and the proposed method was applied to the analysis
of indoor and outdoor air samples.

2. Experimental
2.1. Chemicals and materials

Hexamethyldisiloxane (L2), octamethyltrisiloxane (L3), deca-
methyltetrasiloxane (L4), dodecamethylpentasiloxane (L5), hex-
amethylcyclotrisiloxane (D3), octamethylcyclotetrasiloxane (D4),
decamethylcyclopentasiloxane (D5), dodecamethylcyclohexasilox-
ane (D6) were obtained at a purity of over 97% from ABCR
(Darmstadt, Germany). For quantification, methyltris(trimethylsi-
loxy) silane (SS-1) and tetrakis(trimethylsiloxy) silane (SS-2) were
used as surrogate internal standards, while bis(trimethylsiloxy)
methylsilane (IS) was employed as injection internal standard.
All these standards were also purchased from ABCR (> 97%
purity). Individual stock standard solutions of each target com-
pound and internal standard of 2000 ug ml~!, except for SS-2
which was 10000 pug ml~!, were prepared in n-hexane from their
respective pure standards. Two standard mixtures of the target
compounds containing L2, L3, L4, L5 and D3, at 0.8 pg ml~!, and
D4, D5 and D6 at 3pugml~! were prepared in n-hexane from
individual secondary standard solutions of 80 ug ml~!. All stan-
dard solutions were prepared monthly and stored at -18°C. A set of
seven calibration solutions containing L2, L3, L4, L5 and D3 at
concentrations ranging from 0.05 to 200 ng ml~!, and, D4, D5 and
D6 at concentrations ranging from 0.05 to 500 ng ml~!, were
prepared daily by dilution of the corresponding standard mixtures
in n-hexane. In addition, appropriate amounts of internal standard
(IS) and the surrogates (SS-1 and SS-2) were added to each
calibration solution to give a concentration of 50 ng ml~'. For
quantification, a standard mixture containing the surrogates SS-1
(30 ug mL~!) and SS-2 (5700 ug mL~!), prepared daily from the
individual stock standard solutions, was added to the upper frit of
sorbent cartridge (20 ul) prior to air sampling. In addition, a
standard solution of IS at a concentration of 1000ng ml~! in
n-hexane was used for recovery determination and was added to
the final extract to give a concentration of 50 ng ml~'. n-Hexane
and dichloromethane of residue analysis grade were obtained from
Fluka (Bucks, Switzerland). Carbopack B (60/80 mesh), activated
coconut charcoal (80/120 mesh), and Cromosorb 102 and 106
(60/80 mesh) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
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USA). Empty polypropylene SPE cartridges with polyethylene frits
were also supplied from Sigma-Aldrich. Isolute ENV+ SPE car-
tridges (100 mg, 1 ml) were obtained from Supelco (Bellefonte,
PA, USA).

2.2. Sampling locations

Air samples were collected from six indoor and two outdoor
environments of urban origin located in Barcelona city (NE Spain)
between March and April 2011. Indoor air samples were taken
from different sites, including offices, chemical laboratories and
apartments. The offices contain a large amount of office equip-
ment, such as personal computers, laser and ink-jet printers and
office furniture, and are regularly occupied by 10-15 persons.
Laboratories are dedicated to the sample treatment of environ-
mental and food matrices and include a great variety of laboratory
equipment which contains some silicone-based components, such
as tubes and connections, small equipment, facility sealing, etc.
In addition, two apartments located in different areas of Barcelona
city were also studied. In this case, the samples were taken from
the living room and the bathroom of the apartments during the
weekend, which is the time period of maximum occupancy.
All indoor samples were collected at least 1.5 m above the floor
to minimise the presence of dust and particulate matter. Outdoor
air samples were collected at the university campus area in
Barcelona city, where there are located several faculties and
apartment buildings. Two sets of air samples were taken at 12 m
above the ground.

2.3. Air sampling

All samples were collected using two sampling trains con-
nected in parallel to a dual-head micro-diaphragm pump (Thermo
Fisher Scientific, Barrington, IL, USA) [17]. Each sampling train
consists of two SPE cartridges assembled in series with the inlets
facing down and was connected to the pump by PTFE tubes
(Fig. S1 in Supplementary material). The first cartridge was used
for the sorption of the target compounds, while the second or
backup cartridge was employed to check the breakthrough of the
compounds. Each pump head operated independently to pull air
through the cartridges at a selected flow rate. Each set of parallel
samples (duplicate analyses) was accompanied by a field blank
cartridge which was treated identically as the samples. At each
sampling location, a field blank was collected by turning the pump
on for few seconds to determine the contribution of the back-
ground contamination. The temperature and the relative humidity
were measured in each sampling site and the mean values during
the sampling ranged from 15 to 22 °C and between 61% and 84%,
respectively.

2.4. Sampling process optimisation

Several stationary phases: activated coconut charcoal, Carbopack
B, Cromosorb 102 and 106, and Isolute ENV+ were used to select
the appropriate sorbent for sampling the target compounds from air
samples. Polypropylene SPE cartridges (1 ml) filled with 100 mg of
each sorbent and also the commercial Isolute ENV+ cartridge
(100 mg/1 ml), rinsed with 10 ml of n-hexane and 10 ml of dichlor-
omethane, and dried using purified nitrogen ( > 99.999%) for 30 min
were used. The sorbents were spiked with 20 ul of a standard
solution of the target compounds at 10 ug ml~! (in n-hexane) and
20 uL of a surrogate standard mixture, containing SS-1 and SS-2 at
10 ug ml~ !, on a plug of silanized glass wool positioned immediately
ahead of the sorbent bed [45]. After spiking, 20 L of air from a clean
room was drawn through the cartridge at a flow rate of 0.2 L min~".
For the elution of the target compounds, several solvents such as
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n-hexane, dichloromethane and mixtures of them were tested.
A procedural blank was carried out for each sorbent to subtract
the background contribution from the methylsiloxanes responses.
The extracts obtained were analysed by GC-MS.

The retention efficiency of the target compounds at high
sampling volumes using the polymeric materials (Cromosorb
102, Cromosorb 106 and Isolute ENV+), was evaluated by sam-
pling from 50 to 500 L of clean air at a flow rate of 0.2 L min~!
after spiking the sorbents. After sampling, the sorbents were
eluted with 12 ml of dichloromethane and the sample extracts
were analysed by GC-MS. The sampling flow rate on the retention
efficiency of Isolute ENV+ was studied by sampling volumes of
500L at different flow rates (0.2-1.5Lmin~'). The sampling
breakthrough volume of the Isolute ENV+ sorbent was deter-
mined by pumping several air volumes (500-5300 L) at a flow rate
of 1.5Lmin~! through the cartridges spiked with 20 uL of a
10 pg mL~' of standards. After each sampling experiment, the
primary and backup cartridges were eluted with 12 ml of dichlor-
omethane and the extracts were analysed by GC-MS.

2.5. Sampling and sample treatment method

For sampling atmospheric target compounds, a commercially
available Isolute ENV+ SPE cartridge (100 mg/1 ml) was selected.
To prevent any contamination before and after sampling, the
cartridges were sealed with PTFE end caps and stored frozen at
—18°C in a closed glass jar. Prior to the sampling, 20 uL of a
surrogate standard mixture, containing SS-1 at 30 ug ml~! and
SS-2 at 5700 pg ml~!, were added to the cartridge upper frit
(silanized glass wool). For air sampling, a known volume of air
(2700 L) was pumped through the cartridge tube at a flow-rate of
1.5 L min~". After sampling, the sample and field blank cartridges
were immediately sealed at both ends with PTFE endcaps, stored
frozen at —18 °C and analysed within 24 h. The elution of the
target compounds was performed with 3 ml of n-hexane. Before
GC-MS analysis, 50 ul of a standard solution of bis(trimethylsiloxy)
methylsilane (1000 ng ml~ '), used as injection internal standard,
was added to an aliquot of 1.0 ml of the extract to obtain a
concentration of 50 ng ml~!. For the analysis of the cyclic methyl-
siloxanes D4, D5 and D6, a dilution of the extract (1:200, w/w) was
required for quantification.

2.6. GC-MS determination

The GC-MS analysis of the linear and cyclic methylsiloxanes
was carried out on a Trace GC 2000 Series gas chromatograph
(ThermoFisher, Milan, Italy) coupled to a DSQ Il mass spectrometer
(ThermoFisher). The chromatographic separation of the target
compounds was performed on a DB-5 MS (5% phenyl, 95% methyl
polysiloxane) fused - silica capillary column (J&W Scientific,
Folsom, CA, USA) of 60 m x 0.25 mm LD., with a film thickness of
0.25 pm. The oven temperature was programmed from 60 °C (held
for 5min) to 285°C at 15°Cmin~"' (held for 15 min). Helium
(Abell6 Linde, S.A., Barcelona, Spain) with a purity of 99.999% was
used as carrier gas at a constant flow-rate of 1 ml min~—! held by
electronic flow control. For optimisation of air sampling and
comparison of sorbent efficiency, 2 pm of sample extracts and
standards were injected in splitless mode (1 min) at an injector
port temperature of 200 °C. For the CSR-LVI injection, an AS2000
autosampler (ThermoFisher) equipped with a 50 pl syringe
(Hamilton, Bonaduz, Switzerland) was used. The syringe needle
was inserted in the injector to a depth of 30 mm from the top and
the injection was performed at 100 uls~'. A glass liner of
105 x 5 mm ID filled in its base with 5 mm of deactivated glass
wool (Panreac, Barcelona, Spain) and a 23-gauge Merlin Micro-seal
septum (a high temperature resistant fluorocarbon elastomer,

Supelco, Bellefonte, PA, USA) were used in the injector port. In
addition, the chromatographic column was fitted with an un-
coated fused - silica deactivated column of 5m x 0.32 mm ID
(J&W Scientific) installed at 2 mm from the injector port. A volume
of 30 puL of sample extracts and standards in n-hexane was injected
for CSR-LVI-GC-MS analysis. The injector temperature was kept at
200 °C and the split and the septum purge outlet were closed
during 1.5 min.

The MS was operated in electron ionisation (EI) mode at
electron energy of 70 eV and 100 pA of electron emission. Transfer
line and ion source temperatures were set at 280 and 200 °C,
respectively. For MS acquisition, selected ion monitoring (SIM)
mode was employed at a dwell time of 100 ms and a delay time of
20 ms. Table 1 shows the ions selected for quantification and
confirmation of the linear and cyclic methylsiloxanes. The quanti-
fication was carried out using methyltris(trimethylsiloxy)silane
(SS-1) for the determination of L2 - L5 and D3, and tetrakis
(trimethylsiloxy)silane (SS-2) for D4, D5 and D6 as surrogate
internal standards. For recovery determination, bis(trimethylsi-
loxy)methylsilane (IS) was used as injection internal standard.
Xcalibur version 2.0 software was used for data acquisition and
processing of the results.

2.7. Quality control

Because the methylsiloxanes are present in a great variety of
consumer products, the analyst took care to avoid the use of personal
care products or other possible contamination sources. For every set
of five samples, a procedural blank covering both instrumental and
sample treatment procedures was performed in order to evaluate the
contribution of background levels, which was subtracted from the
analyte response for quantification. For each sampling site, a field
blank was used to determine the contribution of the background
contamination during the storage and transportation. The contribu-
tion of sampling and storage, sample treatment and instrumental
measurement to the blank has been evaluated (Fig. S2 in Supple-
mentary material) and the sample treatment is the most important.
So, a thorough control of this step is recommended. The preparation
of standard solutions, procedural blanks, sample treatments, and the
experiments for the optimisation of the sampling conditions were
carried out into a laminar flow cabinet of a clean room (class 100) to
avoid any contamination of ambient air [43]. Retention times, peak
areas and asymmetry factor control charts were used to assess the
performance of the GC-column during the CSR-LVI injection. In
addition, the glass wool of the GC liner was systematically replaced
after 200 injections to avoid contamination problems during the GC-
MS analysis of real samples. The instrumental limits of quantification,
typically ranging from 0.01 to 0.03 ng ml~!, were periodically tested.
In addition, quality parameters of the method such as the limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ), precision (RSD% < 10%)
and linearity (ranging from 0.05 to 500 ng ml~!), were routinely
checked to ensure the quality of the results. All glassware materials
were treated with chromium sulphuric acid for 24 h, solvent rinsed
and dried at 200 °C before use. To confirm the identification of
methylsiloxanes, the following restrictive criteria were applied:
(a) the ion abundance ratios between the selected ions monitored
should be within + 15% of the theoretical value, and (b) the retention
times should be within + 2 s of those observed for the standards.

3. Results and discussion
3.1. Optimisation of air sampling procedure

Recently, a solid-phase extraction method using hydroxylated
polystyrene-divinylbenzene copolymer as sorbent (Isolute ENV +)
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Quantification and confirmation ions selected for the determination of linear and cyclic methylsiloxanes by CSR-LVI-GC-MS.

Abbreviation Name Time window (min) Selected ion for monitoring (relative abundance, %)
Quantification ion (m/z) Confirmation ion (m/z)

L2 Hexamethyldisiloxane 8.40-9.20 147 (100) 131 (45), 117 (5)
D3 Hexamethylcyclotrisiloxane 9.20-10.35 207 (100) 191 (27), 177 (5)
Is? Bis(trimethylsiloxy)methylsilane 9.20-10.35 207 (100) 221 (13), 191 (10)
L3 Octamethyltrisiloxane 10.35-11.30 221 (100) 205 (10), 189 (6)
D4 Octamethylcyclotetrasiloxane 11.30-12.00 281 (100) 265 (10), 249 (8)
ss-1° Methyltris(trimethylsiloxy)silane 12.00-12.80 207 (100) 295 (30), 281 (12)
L4 Decamethyltetrasiloxane 12.00-12.80 207 (100) 295 (19), 191 (7)
D5 Decamethylcyclopentasiloxane 12.80-13.50 355 (100) 267 (75), 339 (10)
ss-2P Tetrakis(trimethylsiloxy)silane 13.50-14.80 281 (100) 369 (14), 265 (7)
L5 Dodecamethylpentasiloxane 13.50-14.80 281 (100) 369 (21), 265 (9)
D6 Dodecamethylcyclohexasiloxane 14.80-16.00 341 (100) 429 (41), 325 (24)

2 IS: Internal standard.
b $S-1 and SS-2: surrogate standards.

has been proposed for the analysis of cyclic and linear VMS in air
samples [15,17,18]. However, studies comparing the efficiency of
Isolute ENV+ with that of other sorbents have not been per-
formed. In this paper, the behaviour of several stationary phases,
such as activated coconut charcoal, Carbopack B and Cromosorb
102 and 106, currently used for adsorption of volatile organic
compounds [44], is studied. The first step of the study was the
selection of the solvent to elute the compounds from the sorbents.
Among the solvent tested (n-hexane, dichloromethane and mix-
tures of them), dichloromethane (12 ml) was selected since it was
the only solvent that provided the quantitative elution of the
target compounds, mainly for activated coconut charcoal. Recov-
eries (n=4) of the linear and cyclic methylsiloxanes from spiked
clean air samples using the studied sorbents are given in Fig. 1A.
Quantitative recoveries were obtained for all the compounds using
Cromosorb 102, Cromosorb 106 and Isolute ENV+, while low
recoveries were achieved for the most volatile methylsiloxanes
using activated coconut charcoal (L2: 18% and D3: 30%) and
Carbopack B (L2: 38% and D3: 53%). These low recoveries are
probably due to the adsorption of water on the surface of the
sorbents that reduce their retention capacity. To evaluate this
effect, experiments using humidified (relative humidity ~70%) and
dried nitrogen were carried out for activated coconut charcoal and
Carbopack B. Recoveries higher than 95% were obtained for all the
compounds when dried nitrogen was used, while values ranging
from 15% for L2 to 40% for D3 were achieved using humidified
nitrogen. These findings confirmed that carbon-based sorbents are
seriously affected by the moisture of the air and therefore the use
of Carbopack B or activated coconut charcoal was discarded for
further experiments.

The retention efficiency of the target compounds at high
sampling volumes was evaluated using the polymeric materials
(Cromosorb 102, Cromosorb 106 and Isolute ENV+) which were
spiked as described above (Section 2.4). Significant losses were
found for some of the sorbents when 500 L was used (Fig. 1B). For
instance, losses from 42% to 63% were obtained for L2 using
Cromosorb 102 and 106. The better sorption capacity of Isolute
ENV+ could be attributed to the higher specific surface area of
the hypercrosslinked resine (1100 m?g~') [46] in comparison
with the conventional macroporous polymers Cromosorb 102
(350 m? g~ ') and Cromosorb 106 (750 m? g~!) [47]. Therefore,
in order to maximise the sampling volume Isolute ENV+ was
selected for further work. Then, the effect of the sampling flow
rate (from 0.2 to 1.5 L min~"') on the retention efficiency of Isolute
ENV+ was studied. Recoveries higher than 95% were obtained for
all the compounds demonstrating that the flow within the tested
range did not cause a significant effect on the retention efficiency
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of the sorbent. Hence, a flow rate of 1.5 Lmin~! was chosen as

optimal value to decrease analysis time and prevent potential
losses and degradation of the analytes. Finally, the breakthrough
volume of the target compounds was determined by drawing air
volumes (500-5300 L) through Isolute ENV+ cartridges at a flow
rate of 1.5 L min~ . Figure1C shows the recoveries obtained for the
more volatile compounds, L2, L3 and D3. As can be seen, L2
showed a significant loss above 2700 L, while for D3 and L3
considerable losses were observed at air volumes above 3300 and
4100 L, respectively. For the less volatile compounds (L4, L5, D4,
D5 and D6), the breakthrough volume was not achieved up to
5300 L. In view of the results obtained and with the aim of
establishing a general method for the analysis of all the com-
pounds, a sampling volume of 2700 L was chosen.

3.2. CSR-LVI conditions for GC-MS analysis

Due to the high volatility of some linear and cyclic methylsi-
loxanes, the use of concentration steps before GC-MS analysis
resulted in a partial loss of the target compounds by volatilisation.
For instance, L2 was completely lost and the recovery for D3 was
only of 30% when a standard mixture (200 ng ml~!) in dichlor-
omethane was concentrated from 12 ml to 0.5 ml using rotary
evaporation. Losses also occurred when using a gently stream
of nitrogen. To increase sensitivity of the method avoiding con-
centration steps, CSR-LVI was applied at the conditions given in
the experimental section. However, when a high volume (30 ul) of
a standard mixture in dichloromethane (20 ng ml~—') was injected
fronting peaks were obtained (Fig. 2A), while this effect was not
observed when injecting the same standard using conventional
splitless injection (2 pl). In contrast, when injecting a standard in
n-hexane (30 ul) this distortion was not observed (Fig. 2B). For this
reason, this solvent was selected for the elution from the Isolute
ENV+ cartridge, and the minimum volume was evaluated. It was
found that a volume of 3 ml was enough to obtain quantitative
recoveries for all the compounds (Table S1 in Supplementary
material).

3.3. Performance of the analytical method

To evaluate the validity of the developed method, quality
parameters such as linearity, precision, recoveries and limits of
detection and quantification, were established. The linearity on the
response was examined by injecting 30 uL of standard mixtures
containing the target compounds at concentrations between 0.05
and 200ng ml~' for L2, L3, L4, L5 and D3 and from 0.05 to
500 ng ml~! for D4, D5 and D6, and correlation coefficients (1)
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Fig. 2. CSR-LVI-GC-MS (SIM) reconstructed ion chromatograms of a mixture of
linear and cyclic methylsiloxanes (20 pg uL~ ') obtained using: (A) dichloromethane
and (B) n-hexane as injection solvents (injection volume: 30 pL).

higher than 0.999 were obtained for all the compounds. Recov-
eries of the whole method were studied at two concentration
levels (20 and 200 ng m~>) using Isolute ENV+ cartridges spiked
with known amounts of an appropriate standard solution. Eight
replicate analyses were carried out for each spiked level and

Table 2
Recoveries (%) and method limits of detection (mLOD) and quantification (mLOQ)
of linear and cyclic methylsiloxanes (air sampling volume 2700 L at 1.5 L min~").

Compound Recovery (%) + sd* mLOD (ng m~3) mLOQ (ngm~3)

Low level” Medium level®

L2 99 +8 101 +£5 0.18 0.45
L3 98 +5 96 +4 0.02 0.08
L4 100+9 99 +3 0.02 0.05
L5 101 +6 102 +4 0.01 0.03
D3 97+6 100+ 4 0.10 0.28
D4 98+9 104 +3 0.15 0.40
D5 100 + 6 101 +4 0.10 0.28
D6 102 +7 103+ 6 0.08 0.18
*n=8.

b Low level: 20 ng m >,
3

€ Medium level: 200 ng m~°.

recoveries higher than 96% were obtained for all the compounds
(Table 2). Precision of the method was also determined at the two
concentration levels, 20 and 200 ng m~3, and relative standard
deviations (RSD, %) lower than 9% were obtained. The recoveries of
the surrogate internal standards (SS-1 and SS-2) were also
determined and ranged from 94% to 99% with a RSD (%) lower
than 12%. Method LODs (mLODs) and LOQs (mLOQs) expressed
as the concentration of analyte that provides a response equal to
the mean of field blanks plus three and 10 times the standard
deviation, respectively, are given in Table 2. mLOQs were bet-
ween 0.03 and 0.45 ng m~> for linear and cyclic methylsiloxanes
for a sampling volume of 2700 L (Table 2). These values were
10-100 times lower than those reported by Krogseth et al. [15]
using Isolute ENV+ cartridges (120 mg) and higher sampling air
volumes.
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3.4. Analysis of indoor and outdoor air samples

To examine the applicability of the developed method, two
outdoor air samples of urban origin (Barcelona, Spain) and six
indoor air samples were analysed in duplicate using the optimised
sampling conditions (2700L at 1.5Lmin~!). To guaranty that
breakthrough volume of the sampling cartridges was not sur-
passed, the second cartridge coupled online was analysed and the
amount of target compounds found in this cartridge was always
lower than 3%. Recoveries of the surrogate internal standards were
always higher than 95%. Table 3 shows the concentration mean
values with their corresponding standard deviations found for
linear and cyclic methylsiloxanes in the analysed air samples.
As an example, Fig. 3 shows the CSR-LVI-GC-MS (SIM) chromato-
grams obtained of an indoor air sample (laboratory 1). Generally,
concentrations of cyclic methylsiloxanes were up to three orders

Table 3
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of magnitude higher than those of linear methylsiloxanes in both
environments, indoor and outdoor air. These findings are in
agreement with data reported in the literature [2,10,40], and can
be associated to the high production and uses of cyclic compounds
in the European Union [2,3,40]. D5 was the compound detected
at the highest concentrations, followed by D4 and DG6. This
distribution pattern of cyclic VMS has also been found in urban
air from different cities located in United States, Canada, France
and Switzerland [10,13,14].

For indoor air, the cyclic methylsiloxanes D5 followed by D4 and
D6 were found to be the most abundant chemicals, with concentra-
tions ranging from 156ngm™> to 292.7 ygm~> (Table 3). D5
accounted routinely for more than 53% (laboratory air) of the total
VMS with a maximum of 92% at home environments. The pre-
dominance of D5 is in accordance with the data reported in several
studies which determined the content of cyclic methylsiloxanes in a

Mean concentrations (ng m~?) of linear and cyclic methylsiloxanes found in indoor and outdoor air samples.

Compound Concentration (mean + sd) (ng m—3)?
Indoor air Outdoor air
Office 1 Office 2 Laboratory 1 Laboratory 2 Home 1 Home 2 Urban air 1 Urban air 2
L2 26+2 33+4 89+9 319+ 27 12+1 18+2 22+3 12+1
L3 95404 10.6 + 0.6 1B3+1 17+2 15+2 17+2 16+2 14+1
L4 105+ 04 11+1 <0.05” 13.4+0.7 15+1 20+2 17 +2 16 +2
L5 39403 45403 42+05 6.7+09 265+ 18 129+ 11 8+1 6.0+ 0.5
D3 12246 48 +3 471 + 30 508 + 36 170 +12 126+ 11 50+05 22402
D4 416 + 25 226+ 12 641 + 45 833+75 3052 + 115 1592 +75 79+5 73+6
D5 2415 + 168 1704 + 166 2854 + 263 2320+ 195 229114 + 7388 292668 + 8974 439 + 24 375+ 18
D6 393 + 25 156 + 11 569 + 51 380 +30 84562 + 4012 23123 + 1029 60 +4 45+ 4
n=2.
b ~mLOQ (ngm3).
RT: 8.24 -16.23
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Fig. 3. CSR-LVI-GC-MS (SIM) chromatograms of an air sample obtained from Laboratory 1 (sampling air volume: 2700 L, flow rate: 1.5 L min~1).
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great variety of personal-care products [48-50]. For indoor air
samples collected at homes, concentrations of cyclic methylsilox-
anes were in line with those reported in indoor air samples from
Sweden (0.6-164ugm~3) [2], UK (0.22-350 ugm~>) and Italy
(0.23-730 pg m—3) [22], although for linear methylsiloxanes values
up to two orders of magnitude lower were found [2,22]. Concentra-
tions ranging from 3.9 to 33 ng m~> for linear and between 48 and
2415 ng m~> for cyclic methylsiloxanes were found in the office
indoor air samples analysed in our study. These values are lower
than those published by Hodgson el at. [21], who reported levels for
D5 between 1.1 and 7.4 ppb (16.9-113.9 ug m~2), Shield et al. [19],
that found values from 2.5 to 10.2 pg m 3 for D4 and between 7 and
39.6ugm~> for D5, and Pieri et al. [22] (0.04-170 ugm™3).
In addition, the levels found for cyclic VMS in office environments
were two-order of magnitude lower than those determined at home
indoor air samples. These differences could be attributed to the
existence of distinct emission sources of cyclic VMS. In office indoor
air, the human occupants, computers and printers are the main
sources of emissions of cyclic VMS, while at home environments,
the siloxane-containing products are the predominant contamina-
tion source. Regarding the results obtained for laboratory air, levels
of cyclic methylsiloxanes, except for D4, were lower than those
reported for D5 and D6 in laboratory air from the University of lowa,
USA (<59-39000ng m~3) [13]. In the laboratory air samples
collected our study, the cyclic VMS levels were 1.5 times higher
than those found in office environments. Taking into account that
the number of occupants is similar between the laboratories and the
offices, these differences could be attributed to the methylsiloxane
emission from the laboratory equipment and facilities (e.g., instru-
mentation, silicone tubes, sealants and electronics).

Regarding outdoor air samples collected in Barcelona city,
levels of cyclic methylsiloxanes ranged from 2.2 to 439 ng m 3.
These concentrations, except for D3, were higher than those
reported for urban air in cities from United States, Canada, Hawaii
and France (0.13-280 ng m~>) [10]. Recently, concentrations in
line with those obtained in our study were reported for D5 and D6
in outdoor air from Zurich (Switzerland) (10-650 ng m~>) [14] and
Chicago (USA) (< 8.5-1100 ng m~3) [13], although these values
were clearly lower than those found in cities located at the South
of China (up to 3.3 pg m~3) [12]. For the linear methylsiloxanes,
concentrations ranging between 6 and 22 ng m~> were detected
in Barcelona urban air and these values were higher than those
found in cities from North America and Europe [10,15].

4. Conclusions

A simple method for determining linear and cyclic methylsi-
loxanes in air using active sampling combined with CSR-LVI-GC-
MS is developed. Air sampling volumes of 2700 L and Isolute
ENV+ as sorbent are proposed for the quantitative sorption of
linear and cyclic VMS. The use of the CSR-LVI technique for sample
injection allowed increasing the detectability of the method,
avoiding the use of concentration steps during sample treatment,
providing method limits of detection down to 0.01-0.18 ng m 3.
One of the advantages of the method is its capability of determin-
ing the most volatile compounds, such as L2 and D3, which are not
often analysed in other studies. The developed method has been
applied to the analysis of linear and cyclic VMS in air samples and
concentrations were found from 4ng m~> for L5 (office air) to
293 pg m—3 for D5 (home air). Concentrations of cyclic methylsi-
loxanes in outdoor air from urban ambient were 5-500 times
lower than those found in indoor environments, indicating that
emissions from indoor air could be a significant contributor to
outdoor air concentrations. The method proved to be able of giving
reproducible results for the analysis of linear and cyclic VMS in air

samples at ng m~ levels, and can be proposed for the routine
analysis of these compounds in ambient air.
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instrumental measurement (H) to the method blank for linear and cyclic
methylsiloxanes (results are the mean of 8 independent measurements)
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Table S1. Recoveries (%) and relative standard deviations of linear and cyclic methylsiloxanes after elution with n-hexane from the Isolute

ENVI+ cartridges.

Compound Recovery (%) *

2 ml of n-hexane

3 ml of n-hexane

4 ml of n-hexane

5 ml of n-hexane

6 ml of n-hexane

Mean (%) RSD (%) Mean (%) RSD (%)

Mean (%) RSD (%) Mean (%) RSD (%) Mean (%) RSD (%)

L2 85 8 100 2 106 11 96 7 94 3
L3 84 6 106 6 104 7 102 8 94 6
L4 91 3 98 5 99 4 99 5 98 3
L5 83 13 97 5 108 7 101 3 97 5
D3 89 3 102 8 97 3 100 4 108 10
D4 95 2 106 6 99 9 99 5 95 6
D5 91 5 99 9 103 6 97 4 100 4
D6 90 4 99 3 99 3 103 3 101 6
n=3
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Solid phase extraction disk combined with large volume injection — gas
chromatography — mass spectrometry for the analysis of linear and cyclic

methylsiloxanes in wastewaters

E. Y. Companioni-Damas, F. J. Santos*, M. T. Galceran
Analytical Chemistry Department, University of Barcelona,
Av. Diagonal 645, 08028-Barcelona, Spain.

Abstract

In the present work, a method for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in
wastewater based on solid-phase extraction and gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) was developed. For the analysis of the water phase, solid phase extraction
(SPE) using C;g disk cartridges is proposed, thus allowing to reduce the sample size to
10 ml and the analysis time. For the analysis of the particulate matter, solvent extraction
(n-hexane) was used. In both cases, to improve the detectability of the method,
concurrent solvent recondensation — large volume injection (CSR-LVI) was applied.
The proposed method showed good linearity (r>0.999) and precision (RSD % < 10 %)
with recoveries higher than 89%, and limits of quantification ranging from 1.7 to 2.6 ng
L for the dissolved phase and between 1.1 and 5.0 ng g”' dried weight (dw) for the
particulate phase. The method was applied to the analysis of linear and cyclic
methylsiloxanes in influent and effluent wastewaters from several wastewater treatment
plants (WWTPs) and the total concentrations ranged from 12 to 20093 ng L and
between 0.3 and 563 ng L™, respectively. Removal efficiency of methylsiloxanes in two
WWTPs was assessed and values higher than 86% were found for most of the

compounds, except for D3 (47%), L3 (70%) and L2 (20%).

Keywords: Linear and cyclic methylsiloxanes; wastewater; solid-phase disk extraction;

large-volume injection; gas chromatography-mass spectrometry.

* Corresponding author.

125



Capitulo 2

1. Introduction

In recent years, volatile methylsiloxanes (VMS) have attracted a great attention because
they are widely distributed in the environment [1], present potential carcinogenicity [1-
3], cause adverse effects on reproduction [4-8] and exhibit a high bioaccumulation
capacity [9-12]. These compounds are widely used in a great variety of industrial
products and as components of personal care products (e.g. skin lotions, hair-care
products and deodorants) [13] and many consumer products, such as sealants,
antifoams, cleaning agents and waxes [2,14]. VMS are mainly released to the
atmosphere due to their high vapour pressure, low water solubility, and high Henry’s
Law constants (Table S1 in Supplementary data) [14-17]. However, in aquatic systems,
the rate of volatilization of these compounds can be retarded due to their high affinity to
the dissolved and particulate organic matter [18-20]. It is recognized that the most
important emission sources of VMS to the aquatic media are the effluents of wastewater
treatment plants (WWTPs) [1,21]. In the wastewater treatment systems, the removal
efficiency for these pollutants is mainly governed by a combination of two processes:
volatilization and sorption into sewage sludge. However, because of their high
hydrophobicity, a significant fraction of these pollutants is accumulated in the
suspended particulate matter present in the WTTP effluents and the VMS not eliminate
during the wastewater treatment are released to the aquatic environment, mainly
bounded to the suspended particulate [22-25]. Although, there are some studies related
with the occurrence of cyclic VMS in effluents and influents of the WWTPs [25-31],
information about their fate and behaviour is still scarce [26,32] and, therefore, further

studies should be performed to accurately assess their possible environmental risk.

The analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in wastewaters has been performed
using purge and trap [1], headspace (HS) [33], headspace-solid phase microextraction
(HS-SPME) [34,35], membrane—assisted solvent extraction [36] and ultrasound-assisted
dispersive liquid-liquid microextraction [37]. HS and HS-SPME techniques present
some limitations for the analysis of wastewaters because the partition coefficients of the
target compounds between the headspace and the aqueous phase is highly affected by
the presence of dissolved organic matter in the sample [25]. Purge and trap has proved
unsuitable for the determination of the lineal and cyclic VMS at levels lower than 1 and

40 ng L™, respectively [1], while liquid-liquid extraction is not able to obtain a good
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recovery of the more volatile compounds, such hexamethylciclotrisiloxane (D3) and
octamethyltrisiloxane (L3), probably due to losses during the extraction [26]. Solid-
phase extraction (SPE) is recognised as an effective preconcentration technique that has
been widely used to isolate target analytes due to its simplicity of operation, high
selectivity and good reproducibility. Despite its evident advantages, SPE has not been

applied to the analysis of methylsiloxanes in wastewaters.

The aim of this work was to develop a fast, simple and effective new method for the
determination of linear and cyclic VMS in wastewaters using SPE disk combined with
large-volume injection gas chromatography-mass spectrometry. To achieve maximum
sensitivity and selectivity, several parameters affecting the extraction and the elution of
the target compounds were optimised. Quality parameters, such as linearity, recovery,
limits of detection and quantification and precision were established and the proposed
method was applied to the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in dissolved and
suspended particulate matter of influents and effluents of wastewater samples collected

in several WWTPs from Catalonia (NE, Spain).

2. Experimental
2.1. Chemicals and Materials

Hexamethyldisiloxane (L2), octamethyltrisiloxane (L3), decamethyltetrasiloxane (L4),
dodecamethylpentasiloxane (LS), hexamethylcyclotrisiloxane (D3),
octamethylcyclotetrasiloxane  (D4),  decamethylcyclopentasiloxane  (D5) and
dodecamethylcyclohexasiloxane (D6) were obtained at a purity of over 97 % from
ABCR (Darmstadt, Germany). Methyltris(trimethylsiloxy)silane (SS-1) and
tetrakis(trimethylsiloxy)silane (SS-2) were used as surrogate internal standards for
quantification, while bis(trimethylsiloxy)methylsilane (IS) was employed as injection
internal standard. All these standards were also supplied from ABCR at a purity of over
97 %. Individual stock standard solutions of the target compounds and the internal
standards at a concentration of 1000 pug ml" were prepared in n-hexane from their
respective pure standards. A standard mixture containing linear and cyclic
methylsiloxanes at a concentration of 100 ng ml”, were prepared in n-hexane from

individual secondary standard solutions of 10 pug ml"'. All standard solutions were
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prepared monthly and were stored at -18°C. For the GC-MS analysis of the target
compounds in the dissolved and particulate phase, two set of calibration standard
solutions at concentrations ranging from 0.04 to 25 ng ml™ were prepared in n-hexane
and in a mixture of tetrahydrofuran/n-hexane (60/40, v/v) by dilution of the 100 ng ml"
standard mixture, respectively. In addition, appropriate amounts of the internal
standards were added to each calibration solution to give concentrations of 5 ng ml™.
For quantification, an adequate amount of a surrogate standard mixture in methanol of
SS-1 (0.8 pg ml™") and SS-2 (80 pg ml™") was added to the particulate solid phase prior
solvent extraction, while for the analysis of dissolved phase a standard solution of the
surrogate standard SS-1 at a concentration of 80 ng ml” in tetrahydrofuran (THF) was
used and added to the sample prior extraction. In addition, two standard solutions of IS
at concentrations of 12 and 250 ng ml” in n-hexane were used for recovery
determination and were added to the extracts of dissolved and particulate phase to give a

concentration of 5 ng ml™, respectively.

n-Hexane, tetrahydrofuran and methanol of residue analysis grade were obtained from
Fluka (Bucks, Switzerland). Anhydrous sodium sulphate (purity > 99 %) of residue
analysis grade was purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Before use, the
anhydrous sodium sulphate was baked at 400 °C for 4 h. Glass-fibre syringe filters (25
mm, 0.45 pm) were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Empore C;g
SPE disk cartridges (5.5 mg, 1 ml) were supplied by 3M Filtration Products (St. Paul,
MN, USA). Bottled natural mineral water was obtained from Font Vella (San Hilari
Sacalm, Spain). All glassware materials were treated with chromosulfuric acid for 24 h,

solvent rinsed and dried at 150 °C before use.

2.2. Wastewater samples

Wastewater samples (influents and effluents) were collected during September 2011
from six wastewater treatment plants (WWTPs) located near of Besds and Llobregat
Rivers in the region of Catalonia (NE Spain). All WWTPs receive untreated urban and
industrial wastewaters from the metropolitan area of Barcelona with inhabitant
equivalents ranging from 373,333 (WWTP-6) to 2,843,750 (WWTP-1). Sampled sites

are characterised as areas with relatively high population density and high industrial
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activity related to the textile, chemical and car industries and electronic production. All
of the treatment plants carry out primary and secondary wastewater treatment. Six
influents of WWTPs (1L) and two effluents (5L) from two of them (WWTP 5 and 6)
were collected in glass bottles fitted with black Viton septa and shipped to our
laboratory without headspace under cool conditions (4 °C). Once in laboratory,
wastewater samples were centrifuged at 3,500 rpm for 10 min and 4°C using a high
speed refrigerated centrifuge 4239R from ALC (Milan, Italy). The dissolved phase was
transferred to a glass bottles without headspace and kept at 4 °C in a refrigerator until
analysis, while the suspended particulate matter (SPM) was collected and frozen at —18
°C. Both dissolved and particulate phases were analysed within 24-48 h period after
sampling. Since no blank of particulate matter could be found, a wastewater sample
from an urban and industrial origin was centrifuged and thermally treated for five days
at 100 °C for removing the presence of the target compounds. After this treatment, a
blank sample was prepared by mixing 0.5 g of the treated solid material with 1L of
natural mineral water for achieving a total suspended solid (TSS) of 500 mg L. Since
the levels of linear and cyclic methylsiloxanes in this sample were lower than the limits
of detection, it was used for collecting the field blanks. For the optimisation and
validation of the analytical method, a dissolved phase (1L) of a wastewater sample of
industrial origin containing the target compounds at concentrations lower than the limits
of quantification of the method (0.5-1.0 ng L") and a thermally treated particulate
matter containing an appropriate amount of water (80-90%) for achieving similar

moisture than that found in the analysed samples, were used.

2.3 Sample extraction procedure

For the analysis of the target compounds in the dissolved phase of wastewater samples,
Cig SPE disk cartridges of reduced size were used. Briefly, 10 ml of dissolved phase
was spiked with an appropriate amount of a surrogate standard solution SS-1 in THF to
give a concentration of 160 ng L. Surrogate standard SS-1 was used for both
quantification and recovery determination of the target compounds in each sample. The
aqueous sample was then passed through the C;3 SPE disk cartridge at a flow rate of 1
ml min™ applying a positive pressure after conditioning with 0.5 ml of methanol and 1

ml of natural mineral water. After extraction, the SPE disk cartridge was dried using
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purified nitrogen (>99.999%) for 15 s at a flow of 5 ml min" and the target compounds
were eluted using 200 pL of tetrahydrofuran. The final extract was collected into a 0.5
ml vial and stored at 4 °C. Further details about the optimization of the extraction
conditions and the elution volume are given in Section 3.1. Before GC-MS analysis,
130 pL of a standard solution of bis(trimethylsiloxy)methylsilane (12 ng ml" in #-
hexane) used as injection internal standard, was added to the final extract to obtain a
concentration of 5 ng ml” and a suitable solvent composition (tetrahydrofuran/n-
hexane, 60/40 v/v) for analysis by CSR-LVI technique. All analyses of dissolved phase

samples were performed in triplicate.

For the analysis of the suspended particulate matter, a method previously developed for
the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in soils and sludges [38] was applied
with minor modifications. Briefly, 0.2 g of wet solid phase was spiked with an
appropriate amount of surrogate standard solutions in methanol to give concentrations
of 0.08 pg g wet weight (ww) and 8 pug g' ww for SS-1 and SS-2, respectively.
Surrogate standard SS-1 was used for quantification and controlling the recovery of L2
— L5, D3 and D4, while the surrogate standard SS-2 was used for the target compounds
present in the samples at high concentration levels, such as D5 and D6. The water
content (%) of each sample was determined gravimetrically by drying an aliquot of 0.2
g at 105 °C to constant weight. Before extraction, the sample was kept overnight at 4°C
to equilibrate and then mixed with 1g of anhydrous sodium sulphate and kept for 3 h at
4°C for drying. The sample was extracted by shaking for 10 min with 2 ml of n-hexane
in a 3ml closed vial. After that, the extract was centrifuged at 3500 rpm (4°C) for 10
min and the hexane layer was transferred into a 4 ml vial. The sample was again
extracted with 2 ml of n-hexane as described above and the resulting extract was
combined with the previous one. Before GC-MS determination, an appropriate amount
of IS was added to an aliquot of 0.5 ml of the extract to give a concentration of 5 ng ml’
' For the analysis of the cyclic methylsiloxanes D5 and D6, which are present at higher
concentrations than those found for the other compounds, a dilution of the final extract
(1:100, w/w) was required and an appropriate amount of the IS was added to an aliquot

of 0.5 ml of the diluted extract for quantification.
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2.4. CSR-LVI-GC-MS analysis

The GC-MS analysis of the linear and cyclic methylsiloxanes was carried out on a Trace
GC 2000 Series gas chromatograph (Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy) coupled to
a DSQ II mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). The chromatographic
separation of the target compounds was performed on a DB-5 MS (5 % phenyl, 95 %
methyl polysiloxane) fused — silica capillary column (Agilent-J&W Scientific, Folsom,
CA, USA) of 60 m x 0.25 mm LD., with a film thickness of 0.25 um. The oven
temperature was programmed from 60 °C (held for 5 min) to 285 °C at 15 °C min™ (held
for 15 min). For optimisation of the C;3 SPE disk extraction, one-microliter of samples
and standards (in tetrahydrofuran) were injected in splitless mode (1 min) at 200 °C in a
GC conventional injector port. For CRS-LVI injection, an AS2000 autosampler
(Thermo Fisher Scientific) equipped with a 50 ul syringe (Hamilton, Bonaduz,
Switzerland) was used. The syringe needle was inserted in the injector to a depth of 30
mm from the top and the injection was performed at 100 pl s™'. A glass liner of 105 x 5
mm ID filled in its base with 5 mm of deactivated glass wool (Panreac, Barcelona,
Spain) and a 23-gauge Merlin Micro-seal septum (a high temperature resistant
fluorocarbon elastomer, Supelco, Bellefonte, PA, USA) were used in the injector port.
In addition, the chromatographic column was fitted with an uncoated fused — silica
deactivated column of 5 m x 0.32 mm ID (Agilent-J&W Scientific) installed at 2 mm
from the injector port. Helium (Abello Linde, S.A., Barcelona, Spain) with a purity of
99.999 % was used as carrier gas at a constant flow-rate of 1 ml min™ held by electronic
flow control. After optimisation of the CRS-LVI injection, a volume of 20 pl of sample
extracts and standards in tetrahydrofuran/n-hexane (60/40, v/v) were injected for the
analysis of the dissolved phase. The injector temperature was kept at 200°C and the split
and the septum purge outlet were closed during 1.5 min. Further details about the
optimisation of the injection volume and solvent are given in Section 3.1. For the
analysis of the particulate phase, a volume of 30 pl of extracts and standards in n-
hexane were injected using the CSR-LVI-GC-MS conditions previously established
[39].

The MS was operated in electron ionisation (EI) mode at an electron energy of 70 eV
and an electron emission of 100 pA. Transfer line and ion source temperatures were set

at 280 °C and 200 °C, respectively. For data acquisition, selected ion monitoring (SIM)
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mode was used at a dwell time of 100 ms and a delay time of 20 ms. Table S2
(Supplementary material) shows the ions selected for quantification and confirmation of
the target compounds. The quantification was carried out by internal standard method,
using SS-1 and SS-2 as surrogate standards and bis(trimethylsiloxy)methylsilane (IS)
for recovery determination. Xcalibur version 2.0 software was used for data acquisition

and processing the results.

2.5. Quality control procedures

A daily specific GC tests to check the separation, sensitivity and calibration of the
instrumental method were carried out. In addition, procedural blanks covering both the
instrumental and the SPE disk procedure were routinely performed for every set of three
samples or standards to evaluate the contribution of the background levels on the
siloxane response, which was subtracted for quantification. The preparation of standard
solutions, procedural blanks and sample treatment were carried out in a laminar flow
cabinet of a clean room (class 100) to avoid any contamination of ambient air. In
addition, the analyst involved in this work refrained from using hand lotions or other
personal care products that contain siloxanes before or during the sampling and
analysis. To control any contamination occurred during sampling and storage a field
blank was collected at each sampling. Field blanks were obtained by exposing a blank
sample (Section 2.2) to the ambient air during the sampling period and they were
analysed along with the corresponding wastewater samples. Retention times, peak areas
and asymmetric factor control charts were used to assess the performance of the GC-
column during the CSR-LVT injection. In addition, the glass wool of the GC liner was
systematically replaced after 200 CSR-LVI injections to avoid cross-contamination
between samples, blanks and standards. Quality parameters of the method, such as limit
of detection (LOD) and quantification (LOQ), precision (generally RSD < 10%) and
linearity (ranging between 0.04 and 25 ng ml™), were routinely evaluated to ensure the
feasibility of the results. To confirm the identification of the target compounds, the
following restrictive criteria were applied: (a) the ion abundance ratios between the
selected ions monitored had to be within £15% of the theoretical value, and (b) the

retention times had to be within 2 s of those observed for the standards.
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3. Results and Discussion
3.1. Optimization of the SPE disk extraction

The background contamination and the losses of methylsiloxanes by volatilisation
during the sample treatment are two of the main challenges on the analysis of these
compounds at trace levels in environment samples [40]. To reduce the background
contamination, especial attention must been paid to avoid or minimize potential VMS
sources (e.g., ambient air, instruments, laboratory products and reagents) [14,33,40,41],
while for preventing the partial losses of the target compounds the use of fast extraction
techniques that require of small solvent volumes is recommended. In this way, the use
of the solid-phase extraction disks of reduced size, that allows to minimize both sample
volume and the amount of elution solvent with a significantly reduction in the analysis
time, could solve this problem [42]. For this reason, initial experiments were conducted
to establish the optimal extraction and elution conditions of the target compounds using
a Cig3 SPE disk cartridge. The first step in the optimisation was the selection of the
elution solvent. To this end, several solvents such as n-hexane, dichloromethane, and
tetrahydrofuran, which are currently used for extraction of methylsiloxanes, were
assessed [40]. For this study, 1 ml of a natural mineral water spiked at 5 pg L™ with a
standard mixture of 0.25 ug ml" in THF was passed through preconditioned disk and
then it was eluted with 400 ul of the corresponding solvent. One-microliter of each
extract was analysed by GC-MS using conventional splitless injection. Among the
solvent tested, tetrahydrofuran was selected because it was the only solvent that
provided recoveries higher than 95% for all the target compounds, while low recoveries
were achieved (<30%) using n-hexane or dichloromethane. Afterwards, the elution
volume was optimised from 150 to 300 pL, since the use of concentration steps before
GC-MS analysis was avoided to prevent possible losses. An elution volume of 200 puL.
was chosen since it provided the highest recovery (>95%) for all the compounds (Figure
S1 in Supplementary data). After optimization of the desorption conditions, the
breakthrough volume of the target compounds was determined by drawing several
volumes (from 5 to 20 mL) of a spiked blank water phase of a wastewater sample
through the C;s3 SPE disk cartridges. The blank phase contained the target compounds at
concentrations lower than the limits of quantification of the method (0.5-0.8 ng L") and

was spiked at a  constant amount (5 ng) of the  target
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Figure 1. Effect of the solvent composition on the peak shapes of the target compounds.
(Injection volume: 10 pl, concentration 20 ng ml"). Solvent composition of the
tetrahydrofuran/n-hexane mixture (v/v): (a) 100/0, (b) 90/10, (c) 80/20, (d) 70/30 and
(e) 60/40.

compounds. Recoveries higher than 95% were obtained for all the compounds at sample
volumes up to 10 mL (Figure S2, in Supplementary data) and this aqueous volume was

selected as optimum for further experiments.

In order to increase the sensitivity of the GC-MS analysis, CSR-LVI injection technique
previously developed [38,39] was applied. This method use a retention gap of 5m
length, a liner internal diameter of 5 mm, injection volume of 30 pl of n-hexane. This
CSR-LVI injection conditions were used for the analysis of the target compounds in the

particulate phase. However, when high volumes (10 pl) of a standard mixture in
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tetrahydrofuran (20 ng ml™) were injected fronting peaks were obtained (Figure la)

because tetrahydrofuran is not an appropriate solvent for large -volume injection.

Since using n-hexane these distortions were not observed, experiments conducted to
examine the performance of tetrahydrofuran/n-hexane mixtures on the peak shape
were carried out. For this purpose, standard solutions of the target compounds were
prepared in different tetrahydrofuran /n-hexane mixtures (90/10, 80/20, 70/30, 60/40
and 50/50) at a concentration of 20 ng ml™ and 10 pL of each solution were injected
in the CSR-LVI-GC-MS system. Figures 1b — le show the chromatograms obtained
for each solvent mixture. As can be noted, peak distortions decreased for all the
target analytes when the percentage of n-hexane was increased. Good peak shapes
were obtained using a mixture tetrahydrofuran /n-hexane 60/40 (v/v) and therefore, it
was selected as optimum injection solvent. Afterward, to achieve the maximum
sensitivity, the effect of the injection volume was evaluated from 10 to 50 puL and as
can be seen in Figure S3 (in Supplementary material), an injection volume of 30 pL
produced fronting peaks while for volumes of 20 pL good peak shapes were

obtained, and therefore this volume was selected for this study.

3.2. Performance of the analytical method

To assess the performance of the proposed method recoveries, limits of detection and
quantification were established using wastewater samples (Table 1). In addition,
linearity on the response of the CSR-LVI-GC-MS method was examined by injecting
standard mixtures containing the target compounds at concentrations ranging from 0.04
to 25 ng mL™" in tetrahydrofuran/n-hexane (60/40, v/v) (20 pL) and in n-hexane (30 pL)
which were used for the quantification VMS in the water phase and particulate matter,
respectively. Correlation coefficients () higher than 0.999 were obtained for all the
compounds at the optimal CSR-LVI conditions. Recoveries of the whole method were
determined by spiking a dissolved aqueous sample obtained from a wastewater of
industrial origin which contained the target compounds at concentration levels lower
than the limits of quantification of the method. Two spiked levels were studied: 75 ng L
"for L2 and 25 ng L™ for L3 — L5 and D3 — D6 (low level) and 700 ng L™ for L2 and
150 ng L' for L3 — L5 and D3 — D6 (high level). Good recoveries (Table 1) ranging
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from 91 to 100% were obtained, even for the more volatile compounds, such as L2, L3
and D3. Recoveries of the method developed for the analysis of the target compounds in
particulate matter were calculated using a blank particulate matter sample spiked at two
concentration levels: 50 ng g ww for L2 — L5, D3 and D4, and 500 ng g for D5 and
D6 (low level) and 100 ng g ww for L2 — L5, D3 and D4, and at 2000 ng g for D5
and D6 (high level). Recoveries higher than 89 % were obtained for all the compounds
(Table 1). Precision of the method was also determined at the tow concentration levels
and relative standard deviations (RSD%) lower than 10 % were obtained. Limits of
detection and quantification of the method were also determined by analysing field
blanks in triplicate. LODs and LOQs were established as the concentration of analyte
that provides a response equal to the means of field blanks plus three and ten times the

standard deviation, respectively, and are given in Table 1.

For the water phase, method LODs ranged between 0.5 and 0.8 ng L™ and from 1.7 to
2.6 ng L' for method LOQs and these values are one order of magnitude lower than
those reported for cyclic methylsiloxanes in water using membrane — assisted solvent
extraction [36], headspace-solid phase microextraction [34], headspace [33] and liquid-
liquid extraction [26], and two orders of magnitude lower than those published using
purge and trap [1]. For the particulate phase, method LOQs ranged from 0.2 to 0.8 ng g’
" wet weight (Table 1) and between 1.1 and 5.0 ng g expressed on dry weight (dw)
basis according to the average moisture of the samples analysed (85%). These values
are 10 times lower than those reported in the literature for sediments and sludges using

purge and trap [1] and solvent extraction [25] and slightly lower than those published

for sediments using ultrasound-assisted extraction [26].

3.3. Analysis of wastewater samples

To assess the applicability of the proposed method six influents and two effluents
collected from several WWTPs located in Catalonia (NE, Spain) were analysed in
triplicate. Table 2 shows the concentration mean values with their corresponding
standard deviations obtained for linear and cyclic methylsiloxanes in the water and
particulate phases of four influent samples, while Table 3 summarises the leves of

methylsiloxanes measured in the influents and effluents of two WWTPs collected for

136



LEI

Table 1. Recoveries (%) and method limits of detection (mLOD) and quantification (mLOQ) of linear and cyclic methylsiloxanes for the
analysis of the aqueous and particulate matter of wastewater samples.

Water phase Particulate matter *
Recovery (%) (mean +sd)®  mLOD (ngL") mLOQ (ngL™) Recovery (%) (mean = sd)°®  mLOD (ng g' ww) mLOQ (ng g’
WW)

Compound Low level®  High level ¢ Low level ¢  High level '
L2 92+10 96+ 5 0.8 2.6 89+9 92+4 0.3 0.8
L3 91 +8 97+3 0.6 1.7 90+9 93+3 0.05 0.2
L4 96+ 6 100+ 5 0.5 1.7 93+8 97+5 0.07 0.2
L5 93+7 98 +3 0.6 2.3 90+ 8 92+7 0.07 0.2
D3 94 +9 96 +4 0.8 2.5 87+9 89+£5 0.2 0.7
D4 98+9 100+ 8 0.7 23 94+ 8 97+6 0.2 0.6
D5 91 +8 99+3 0.8 2.3 90+9 92+8 0.2 0.5
D6 93+9 97+5 0.7 2.1 89+ 10 91+8 0.06 0.2

* moisture content (%): 85 %

bn=8

¢ Low spiked level for dissolved phase: 75 ng L™ for L2 and 25 ng L™ for L3- L5 and D3 — D6.
High spiked level for dissolved phase: 700 ng L™ for L2 and 150 ng L' for L3- L5 and D3 — D6.
¢ Low spiked level for particulate matter: 50 ng g”'ww for L2 — L5, D3 and D4, and 500 ng g"'ww for D5 and D6.
"Low spiked level for particulate matter: 100 ng g”'ww for L2 — L5, D3 and D4, and 2000 ng g"'ww for D5 and D6.
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evaluating the removal efficiency of these compounds in these treatment plants. In
addition, the total suspended solids (TSS) and the moisture content (%) are also given
for each sample. Figure 2 shows as an example the GC-MS (SIM) chromatograms
obtained for the particulate phase of an influent wastewater collected at WWTP 6.
Generally, total concentrations (dissolved + particulate phases) of linear and cyclic
methylsiloxanes found in influent samples (Tables 2 and 3) ranged from 12 to 708 ng
L and between 21 and 20093 ng L™, respectively. In all samples, concentrations of
cyclic methylsiloxanes were up to two orders of magnitude higher than those of linear
methylsiloxanes and D5 (8770-20,093 ng L") and D6 (3124-11,000 ng L") were
always detected at the highest concentrations, followed by D4 (352 and 868 ng L)
and D3 (21 to 112 ng L'™"). The differences found in the concentrations of cyclic and
linear methylsiloxanes are in accordance with the higher production and use of cyclic
methylsiloxanes in the European Union [1,23,40], being D5 and D6 the predominant
compounds present in personal care products, which are considered to be the most
important sources of cyclic methylsiloxanes in WWTPs [40,41]. Concentration levels
found for cyclic VMS are in agreement with those reported in the literature on
influents of WWTPs collected in the Nordic Countries (280-26,000 ng L) [1] and
Spain (13-24,824 ng L) [26,37], being D5 the predominant compound in all these
samples. Levels higher than those found in the present study were reported in influents
from Canada (282—135,000 ng L") [36], whereas lower levels were detected in Greece
[32] and China [35]. Regarding linear methylsiloxanes, L2 and L5 were found to be
the most abundant compounds at a total concentration ranging from 334 to 708 ng L™
and between 130 and 336 ng L. These results are in line with data reported on the
occurrence of linear VMS in wastewater influents (3.4-230 ng L' [1], 1.4 - 1,307 ng
L' [26]) with a concentration pattern dominated by L5. The distribution of
methylsiloxanes between water and particulate phase showed different patterns
(Figure 3). Linear and cyclic methylsiloxanes with high molecular weight, such as D5,
D6 and L5, were mainly detected in the particulate phase and accounted 99.3-99.9%
of the total concentration which can be attributed to their lower solubility in water
(Table S1 in Supplementary data). D4 and L4 also showed a high predominance in the
particulate phase (95 y 83 %, respectively), whereas D3 and L3 were distributed
nearly in the same proportion between both phases. L2 was found entirely in the water

phase (99%) due to their high solubility in water (Table S1). Although D3 exhibit a
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Table 2. Concentrations of linear and cyclic methylsiloxanes found in water (ng L") and particulate matter (ng g dry weight, dw) of influents

of WWTPs.
Comp. Concentration (mean + sd)*
WWTP 1 WWTP 2 WWTP 3 WWTP 4
Water Particulate Total Water Particulate  Total Water Particulate  Total Water Particulate  Total
phase matter (ng L phase matter (ng L phase matter (ng L™ phase phase (ng L'
(gL  (ngg'dw) ) (gL  (nggldw) ) (gL  (ngg'dw) (gL (ngg'dw)
L2 584+67 32+4 600 334+49 <50° 334 592+26 73+10 611 645+£25 <50° 645
L3 1242 19+1 22 6+1 14+1 12 9+2 83+ 12 31 2443 20+3 30
L4 6+1 129 £ 8 71 <1.7° 59+10 23 7+1 194 £12 57 17+3 102 £ 18 45
L5 <23 663 = 60 333 <23 27915 110 <23°  983+47 255 <23° 760+34 211
D3 25+3 174 £ 19 112 15+£2 59+6 38 <2.5° 80£5 21 23+3 101 +£15 51
D4 47+ 6 1636 + 107 868 <23 1205 £+ 81 475 23+3 1706 £ 78 465 19+4 1573 £ 124 456
D5 35364 + 43748 + 43378 +
77+ 10 39873 +£ 1236 20093 18+2 631 13951 56+3 1887 11387 57+9 981 12116
D6 15046 + 28400 + 23547 +
16 £2 21881 £ 829 11000 6+1 407 5934 11+£2 1711 7367 <2.1° 871 6546
TSS 502 394 259 278
(mg L™ 87 85 88 81
Moisture
(%)
n=3

®<mLOQ (ng L.
¢<mLOQ (ng g''dw).
TSS: Total suspended solids.
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Table 3. Concentration levels of linear and cyclic methylsiloxanes found in water (ng L") and particulate matter (ng g'1 dry weight, dw) of
influents and effluents of two WWTPs.

Comp. Concentration (mean + sd)*
WWTP 5 WWTP 6
Influent Effluent Influent Effluent
Water Particulate Total Water Particulate  Total Water Particulate  Total Water Particulate  Total
phase phase (ng L' phase phase (ng L™ phase phase (ng L™ phase phase (ng L
(mgLlh)  (ngg'dw) (gL  (ngg'dw) (mgLlh  (ngg'dw) (mglh) (nggldw)
L2 702+54 22+1 708 563 +36 8=+1 563 496+19 10=+1 499 3679  <5.0° 367
L3 37+5 41 +4 49 17+2 36 £4 18 15+3 19+3 21 6+1 6.0£0,2 6.2
L4 11£2 8411 35 <1.7° 41+3 1.3 <L7° 95+7 29 <1.7°  13+4 0.3
L5 <23 447 +13 130 <23 269 + 8 9 47+0.7 485+23 151 <23  251+10 6.3
D3 41+ 6 23+2 48 2243 19+3 23 28 +3 9+2 31 19+3 9.2+1.5 19
D4 78 %5 1076 £ 73 390 35+£5 346 £ 31 46 43+5 1027 +£50 352 33+4 341+19 42
b3 95+ 12 3424141792 10025 3143 3718£192 150 6849 2on0F 810 4746  5289+285 179
D6 18+2 12461 + 789 3632 <2.1° 5469 +£388 175 4.6+0.7 13?23 * 3124 <2.1° 8897 +£373 222
TSS 290 32 301 25
(mgL™) 86 88 84 89
Moisture
(%)
n=3

®<mLOQ (ng L.

¢<mLOQ (ng g''dw).

TSS: Total suspended solids.
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higher solubility in water than L2, their presence in the water phase was significantly
lower, suggesting a high interaction of D3 with the particulate phase probably related

with the organic matter content.

Regarding the wastewater effluents, total concentrations (water and particulate phase)
of methylsiloxanes ranged from 19 to 222 ng I"' for cyclic VMS and between 0.3 to
563 ng L™ for lineal VMS (Table 3). In all samples, D6 (175 and 224 ng L") and L2
(367 and 563 ng L") were the compounds detected at the highest concentration levels,
followed by D5 (150 and 179 ng L' These results are in agreement with those
reported for linear cyclic methylsiloxes in effluents from Nordic Countries (1.2 — 980
ng L") [1]. High levels of cyclic VMS were also reported in effluent wastewaters
from Catalonia (Spain) (9.9 — 3,587 ng L) [26], Canada (20 — 1,560 ng L") [36] and
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Figure 2. CSR-LVI-GC-MS (SIM) chromatograms obtained for the particulate phase
of the influent wastewater sample collected at WWTP 6.

141



Capitulo 2

Greece (2 — 6,020 ng LY [32]. Recently, Cortada et al. [37] reported high levels of
lineal (1700 ng L") and cyclic VMS (600 — 22,700 ng L") in effluent wastewaters
from a WWTP in Spain.

An estimation of the removal efficiency for methylsiloxanes in two studied WWTPs
(WWTP 5 and 6) was performed considering the concentrations of VMS found in
their influents and effluents. Generally, removal mechanisms of these compounds in
WWTPs are attributed to the volatilization to air and adsorption into sewage sludge
[40]. Therefore, high removal efficiencies can be expected for these compounds
because they tend to associate with the particulate matter. Removal efficiencies from
86 to 99% were found for D4-D6, L4 and L5 (Figure 4). For the D3 and L3, which are
distributed nearly in a 50% to the particulate phase, removal efficiencies ranging from
47 to 70 % were observed. On the contrary, low removal efficiencies for L2 (20-26 %)
were found and it could be attributed to the poor adsorption onto the particulate phase
(1%). These results are in agreement with those reported in the literature for D4 and

D5 in a pilot-scale WWTP (86 — 99%) [30], and in municipal WWTPs [28,31,36].

D6 |-0,1 99,9

D5 0,4 99,6

Compound

0 20 40 60 80 100
Percentage (%)

Figure 3. Distribution (%) ercentage of concentration means of linear and cyclic
methylsiloxanes in water () and particulate phase ([J) of wastewater influents.
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Concerning to linear methylsiloxanes, the present work provides the first data about
their removal efficiencies in wastewater treatment plants.

100 7t T
£ 80 |
>
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c
()
S 60 1 u
b=
()
g
2 40 - s
S
[}
o
20 —
0_ T T T T T T T 1

L2 L3 L4 L5 D3 D4 D5 D6
Compound

Figure 4. Removal efficiencies (%) of linear and cyclic methylsiloxanes estimated for
two WWTPs: (l) WWTP 5 and ([J) WWTP 6.

4. Conclusions

A fast and simple new method for the analysis of linear and cyclic
methylsiloxanes in wastewaters using SPE disk cartridges combined with CSR-LVI-
GC-MS is developed. The use of C;g SPE disk cartridges of reduced size (5.5 mg, 1
ml) for the analysis of water phase allowed decreasing the sample treatment time,
minimising the possible losses of the target compounds by volatilisation. In addition,
the use of CSR-LVI technique for sample injection improved the detectability of the
method, avoiding the use of concentration steps during sample treatment and
providing low method limits of detection (0.5-0.8 ng L' for water phase and 0.3-1.9
ng g'1 dw for particulate phase). The developed method has been applied to the
analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in wastewater. For the effluents, VMS
levels were 10-50 times lower than those found in influents, indicating a high a
removal efficiency in the WWTPs for most of the compounds (>86%), except for D3
and L3 (47-70 %) and L2 (20-26%) which were mainly distributed in the dissolved
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phase. The developed method has shown to be capable of giving accurate and
reproducible results for the analysis of linear and cyclic methylsiloxanes in
wastewater at ng L™ levels, and can be proposed for the routine analysis of these

compounds in wastewater.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

L2 L3 L4 L5 D3 D4 D5 D6

Compound

Figure S1. Effect of elution volume (tetrahydrofuran) on the recovery (%) of the
linear and cyclic methylsiloxanes. Elution volumes: (l) 150 ul, (E) 200 ul, (41) 250
ul, and (E2) 300 pl.

100

Compound

Figure S2. Effect of the sample volume on the recovery (%) of the linear an cyclic
methylsiloxanes. Water volume: (&4) 5 ml, (E1) 10 ml, (8) 15 ml and (B3) 20 ml.
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Figure S3. CSR-LVI-GC-MS (SIM) reconstructed ion chromatograms of a mixture of
linear and cyclic methylsiloxanes (20 ng ml™) in tetrahydrofuran/n-hexane 60/40 (v/v)

obtained using an injection volume of: (A) 20 pul and (B) 30 pl.
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Table S1. Physical-chemical properties of the linear and cyclic methylsiloxanes.

Compound Abbreviation Molecular weight ~ Water solubility ~ Boiling point ~ Vapour pressure log Ky log Koy °
(g mol™) (ugL',25°C)*  (°C) (Pa, 25°C)°

Linear methylsiloxane:

Hexamethyldisiloxane L2 162 930.7 107 5620 2.60 4.2

Octamethyltrisiloxane L3 236 34.49 153 520 3.16 4.80

Decamethyltetrasiloxane L4 310 6.74 194 50 2.97 5.40

Dodecamethylpentasiloxane L5 384 0.070 230 6.0 4.12 6.0

Cyclic methylsiloxanes

Hexamethylcyclotrisiloxane D3 222 1,560 135 1147 1.82 3.85

Octamethylcyclotetrasiloxane D4 297 56.20 176 124.5¢ 2.69° 6.98 ¢

Decamethylcyclopentasiloxane D5 371 17.03 211 20.4¢ 3.13° 8.07

Dodecamethylcyclohexasiloxane D6 445 5.13 245 2.26¢ 3.01° 8.87 ¢

% from [14]; ° from [15];

¢ Calculated as: K,,= Henry’s law constant (Pa m’mol™") /R x T; Henry’s law constant= Vapour pressure (Pa) / Solubility (mol m?).

4 from [16]; © from [17]
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Table S2. Quantification and confirmation ions selected for the determination of linear and cyclic methylsiloxanes by CSR-LVI-GC-MS.

Retention time

Time window

Selected ion monitoring (relative abundance, %)

Quantification ion

Confirmation ion

Abbreviation Name (tg, min) (min) (m/2) (m/2)

L2 Hexamethyldisiloxane 10.01 9.40-10.10 147 (100%, M-CH5]") 131 (45), 117 (5)
D3 Hexamethylcyclotrisiloxane 10.38 10.10-10.70 207 (100%, [M-CH;]") 191 (27), 177 (5)
IS Bis(trimethylsiloxy)methylsilane ~ 10.50 10.10-10.70 207 (100%, [M-CH;]") 221 (13), 191 (10)
L3 Octamethyltrisiloxane 10.80 10.70-11.20 221 (100%, [M-CH;]") 205 (10), 189 (6)
D4 Octamethylcyclotetrasiloxane 11.59 11.20 - 11.80 281 (100%, [M-CH;]") 265 (10), 249 (8)
Ss-1° Methyltris(trimethylsiloxy)silane ~ 12.08 11.80 - 12.60 207 (100%, [M-CH;]") 295 (30), 281 (12)
L4 Decamethyltetrasiloxane 12.24 11.80-12.60 207 (100%, [M-CH;-Si(CH3),]") 295 (19), 191 (7)
D5 Decamethylcyclopentasiloxane 13.04 12.60 - 13.20 355 (100%, [M-CH;]") 267 (75), 339 (10)
Ss-2° Tetrakis(trimethylsiloxy)silane 13.36 13.20 - 14.40 281 (100%, [M-CH;-Si(CH;),]") 369 (14), 265 (7)
L5 Dodecamethylpentasiloxane 13.89 13.20-14.40 281 (100%, [M-CH;-Si(CH3),]") 369 (21), 265 (9)
D6 Dodecamethylcyclohexasiloxane ~ 14.71 14401530 341 (100%, [M-CH;-Si(CH;),]") 429 (41), 325 (24)

*1S: Internal standard
®SS-1 and SS-2: Surrogate internal standards
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Discusion de resultados

3.1 Metodologias de analisis de metilsiloxanos volatiles

Uno de los problemas mas criticos a los que nos hemos enfrentado al establecer
métodos para la determinacion de VMS en muestras ambientales ha sido la
contaminacion de fondo. Esta contaminacién nos ha obligado a aplicar cuidados
especiales que permitan evitarla y minimizarla, ademas de emplear blancos para
garantizar el control de los procedimientos analiticos y obtener resultados fiables. En
esta tesis se han evaluado las causas de esta contaminacién en el andlisis de VMS en
muestras de distinta naturaleza, desde aire y aguas a sedimentos y material bioldgico y
se proponen procedimientos para reducirla al minimo. Asi, en primer lugar, durante el
desarrollo de un método analitico para la determinacién de VMS mediante HS-SPME
(apartado 2.2.1.1), se evaluaron las posibles fuentes de contaminacion. Entre las més
importantes que se detectaron cabe citar las aportaciones de los septum de silicona del
inyector del cromatdgrafo de gases y de los viales de extraccidn, el aire del laboratorio
y el agua Milli-Q, utilizada para preparar los patrones de calibraciéon. A modo de
ejemplo, en la Figura 3.1 se muestra la reduccion de la contaminacion de fondo
conseguida para los compuestos de interés, entre un 62 y 99%, utilizando en el
inyector del cromatdgrafo un septum tipo Merlin en lugar de septum de silicona y una
camara limpia con una cabina de flujo laminar para el tratamiento y extraccion de las
muestras y para la preparacion de los patrones. Ademads, para la preparacion de las
soluciones de calibracion, se sustituy6 el agua Milli-Q por agua mineral embotellada y
se emplearon septum Black Viton en lugar de septum de silicona en las tapas en los
viales de extraccidon. Dada la efectividad de estas medidas, se han aplicado en todos
los estudios llevados a cabo en esta tesis. Asi, en todos los casos se ha trabajado en

una camara limpia y se ha utilizado septums Merlin.

En relacion con las fuentes de contaminacion de fondo procedentes de cada una de las
etapas del procedimiento de andlisis que pueden afectar la determinacion de los VMS,
se comenta a continuacion el estudio realizado en el desarrollo de un método para el
analisis de VMS en aire, donde se evaluaron de manera individual la contaminacion
de los blancos instrumentales, los blancos de método y los blancos de muestreo
(Figura S2, apartado 2.2.2.2). Este trabajo experimental permite resumir esta
problematica, que es general y se ha presentado de modo similar al establecer

metodologia para el andlisis de VMS en las diferentes matrices consideradas en esta
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tesis. Este estudio ha puesto de manifiesto que los contaminantes predominantes son
el L2 y D4 y que la mayor contaminacion de fondo, tanto de los VMS lineales como
de los ciclicos y que representa entre un 60 y un 93% del total, se produce durante el
tratamiento de las muestras. El patron de composicion de la contaminacion de fondo
de los VMS lineales en las distintas etapas del procedimiento de andlisis, toma de

muestra, tratamiento de la muestra y andlisis instrumental, es siempre el mismo,
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Figura 3.1. Contaminacion de fondo en el andlisis de VMS mediante HS-SPME
debida a: (A) septum del inyector del cromatografo, (B) septum de los viales de
extraccion (40ml), (C) agua utilizada en los patrones de calibracion y (D) zona de

preparacion de muestras y patrones.
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siendo el compuesto predominante el L2 (L2>L3>L4>L5). Por el contrario, el patrén
de composicion que presenta la contaminacion de fondo debida a los VMS ciclicos
varia en las distintas etapas del proceso de andlisis. Asi, en los blancos
correspondientes a la etapa de muestreo predominan el D4 y D5, en el tratamiento de
muestra el D4 es el mayoritario, mientras que en el blanco instrumental los
contaminantes dominantes son el D3 y el D5. Es logico suponer que estas diferencias
estan asociadas a las distintas fuentes de contaminacidn que existen en cada una de las
etapas de analisis. Asi por ejemplo, la presencia de D4 y D5 como contaminantes
predominantes en la etapa de muestreo se puede asociar principalmente a procesos de
deposicion atmosférica, puesto que estos dos contaminantes han sido detectados como
mayoritarios en muestras de aire de ambientes exteriores (apartado 2.2.2.2). Con
respecto a la contaminacién de fondo producida durante el tratamiento de muestra,
cabe indicar que las aportaciones procedentes del aire del laboratorio se han reducido
al minimo puesto que, como ya se ha comentado, esta etapa del andlisis se realiza en
una cabina de flujo laminar dentro de una cémara limpia. Por esta razon, la
contaminacion en esta etapa debe provenir de los materiales y reactivos utilizados para
el analisis, en donde el D4 es el contaminante dominante (Figura S2, apartado
2.2.2.2). En cuanto a la contaminacién de fondo producida durante la determinacién
instrumental, cuyo principal origen se encuentra en el cromatografo de gases,
especialmente el inyector, los blancos obtenidos se caracterizan por el predominio del
D3, D5 y L2. Dado que en los métodos establecidos e incluidos en el apartado 2 de
esta memoria, se ha utilizado un septum tipo Merlin en lugar de los septum de
silicona, hay que suponer que esta contaminacion de fondo se origina principalmente a
partir de residuos de los polimeros de silicona de los septum que pueden haber
quedado depositados en las paredes interiores del inyector. A pesar de que el inyector
se somete a una cuidadosa limpieza, pueden permanecer trazas de estos polimeros en
sus paredes debido al uso continuo durante afios de los septum de silicona. Por otra
parte, la contaminacion proveniente de la fase estacionaria de las columnas capilares
utilizadas es despreciable debido a que se han utilizado columnas de bajo sangrado

(DB5-MS) cuya aportacién se ha comprobado que es minima.

Hasta ahora no existen datos publicados en la literatura donde se compare la

contaminacion de fondo por VMS proveniente de las distintas etapas del analisis. Sin
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embargo, en un ejercicio interlaboratorio donde se compararon diferentes métodos de
analisis para determinar VMS ciclicos en biota marina (McGoldrick y co., 2011),
también se observd que el D4 era el contaminante predominante en los blancos de
analisis (D4>D6>DS5). Con respecto a los VMS lineales, no existen datos publicados
por otros autores acerca de la contaminacién de fondo producida por estos
compuestos. En nuestro caso, dado que se ha detectado con el mismo patrén de
composicion para la contaminacidon de fondo de VMS lineales en las diferentes etapas
del procedimiento de analisis, se hace dificil asociar la presencia de estos compuestos

en los blancos a una fuente de contaminacidon concreta.

Un aspecto de la metodologia analitica directamente relacionado con  Ia
contaminacion de fondo, lo constituye el procedimiento utilizado para el calculo de
los limites de deteccion (LODs) y cuantificacion (LOQs) del método y para la
determinacion cuantitativa de los compuestos de interés en las muestras. En todos los
trabajos de esta tesis, la cuantificacion se ha efectuado restando del area del pico
correspondiente a cada compuesto en la muestra, el area correspondiente en el blanco
de muestreo. Con este procedimiento se ha eliminado en la cuantificacion la
contribucion de la contaminacion de fondo que permanece, aunque se hayan tomado
las medidas pertinentes para su eliminacion o al menos su disminucion. Por su parte,
el calculo de los limites de deteccion y cuantificacion de los métodos desarrollados

también se ha realizado utilizando los blancos obtenidos durante la toma de muestra,
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Figura 3.2. Comparacién de la sefial obtenida para el L2 y D4 en un blanco de
muestreo y en una muestra blanca adicionada.
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los cuales se adicionaron con los compuestos de interés a bajos niveles de
concentracion. A modo de ejemplo, en la Figura 3.2 se muestran los picos

cromatograficos obtenidos para el L2 y D4 en un

blanco de muestreo y en un blanco adicionado a 0,6 y 0,8 ng m™, respectivamente. El
empleo de los blancos de muestreo permite tener en cuenta en la determinacidn de los
LODs y LOQs los contaminantes que se pueden incorporar desde la toma de muestra
hasta la determinacion final. Asi, para cada método se calcularon los valores de LOD
y LOQ a partir de la sefial promedio obtenida para un nimero suficientemente elevado
de blancos de muestreo (n>20), mas 3 o 10 veces su desviacion estandar,
respectivamente. Hay que indicar que en los casos en que en el blanco de muestreo de
una muestra en particular se ha detectado una sefial que se aleja de manera
significativa de la sefial promedio, efecto que normalmente es debido a una
contaminacion puntual, se calculan los LODs y LOQs para dicha muestra utilizando la
sefial obtenida en su blanco de muestreo (por triplicado) en lugar de la sefal

promedio.

Uno de los aspectos de especial relevancia en el desarrollo de los métodos de analisis
que se han establecido en esta tesis y al que se ha dedicado especial atencion ha sido
el de evitar o minimizar las pérdidas de los VMS por volatilizaciéon. Una de las
estrategias seguidas para afrontar este problema ha consistido en no concentrar los
extractos obtenidos, que habitualmente se realiza con corriente de nitrégeno o con un
rotavapor. Para compensar la pérdida de sensibilidad que implica analizar extractos
sin concentrar, se ha optado por utilizar la inyeccidon de grandes volumenes empleando
la técnica CSR-LVI. Esta estrategia se ha aplicado en tres de los métodos
desarrollados, dedicado el primero a determinar VMS en suelos y lodos (apartado
2.2.2.1) y los otros dos al analisis de aguas residuales (apartado 2.2.2.3) y aire
(apartado 2.2.2.2). Como se ha comentado en la introduccion del capitulo 2 de esta
memoria, la CSR-LVI ha sido hasta el momento muy poco utilizada y, en general, se
ha empleado para el analisis de compuestos semivolatiles. Para este tipo de
compuestos se ha logrado inyectar un volumen maximo de 50ul, empleando
disolventes no polares (n-hexano o tolueno) como disolvente de inyeccidn, un liner
que contiene en su parte inferior lana de vidrio o un adsorbente (Carbofrit) y una

precolumna inerte (refention gap) de 2 a 5 m de longitud y de 0.32 6 0.53 mm de
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didmetro interno (Magni y Porzane, 2002; Walorczyk, 2012). En nuestro caso, nos
hemos propuesto utilizar esta técnica (CSR-LVI) para determinar compuestos de
mayor volatilidad que los estudiados hasta el momento, como son los VMS lineales y
ciclicos, que a causa de su volatilidad el efecto producido por el disolvente de
inyeccion en la forma de los picos fue muy critico. Como se ha comentado en el
capitulo 2 de esta memoria durante la inyeccion de la muestra el disolvente condensa
en la precolumna, donde se retienen los analitos de interés mientras los vapores de
disolvente se transfieren gradualmente a la columna de separacion. La particularidad
estd en que en el andlisis de compuestos volatiles los vapores del disolvente al
transferirse a la columna de separacion pueden arrastrar en parte a estos compuestos.
Este efecto se hace mas importante cuanto mayor es el volumen de disolvente
inyectado, ya que el proceso de transferencia de sus vapores a la cabeza de columna

tiene mas duracion, con lo cual puede arrastrar consigo una mayor cantidad de los
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Figura 3.3. Efecto del disolvente de inyeccion en la forma de los picos obtenidos
mediante CSR-LVI-GC-MS. Disolventes de inyeccion utilizados: (A) diclorometano,
(B) n-hexano, (C) tetrahidrofurano, (D) tetrahidrofurano/n-hexano 80/20 (v/v) y (E)
tetrahidrofurano/n-hexano 60/40 (v/v) . Volumen de inyeccion: 10 pL (20 pg ul’l).
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compuestos de interés. Este proceso conduce a la obtencion de picos distorsionados,
cuya forma depende evidentemente de la volatilidad de los compuestos, del tamafio de
la precolumna y del disolvente de inyeccidn. El efecto del disolvente de inyeccion se
pone de manifiesto en la Figura 3.3, donde se incluyen los cromatogramas obtenidos
utilizando diferentes tipos de disolventes y un volumen de inyeccién de 10ul. Como
se puede observar, el empleo de un disolvente polar como el tetrahidrofurano da lugar
a una gran deformacion de los picos de todos los compuestos estudiados, quizas con la
unica excepcion del L3. El efecto de la disminucion de la polaridad del disolvente se
observa bien en dicha figura si se comparan las distorsiones obtenidas al utilizar
diclorometano, que permite una mejora sustancial en los picos del L2 y del D3, y
especialmente con n-hexano o mezclas tetrahidrofurano/n-hexano (Figura 3.3, By E),
que permiten obtener picos totalmente simétricos. La utilizacion de una mezcla
tetrahidrofurano/n-hexano (60/40, v/v) permitio el andlisis de aguas residuales
utilizando la técnica CSR-LVI después de una extraccion en fase sdlida donde los
extractos obtenidos se encontraban en tetrahidrofurano (apartado 2.2.2.3). El efecto
de la polaridad del disolvente de inyeccion en la forma de los picos es un aspecto a
tener en cuenta en la optimizacion del volumen méaximo de inyeccion. Asi, al utilizar
como disolvente de inyeccién n-hexano empiezan a aparecer picos deformados al
inyectar un volumen de muestra superior a los 30ul (apartado 2.2.2.1), mientras que
el volumen maximo de inyeccion de la mezcla tetrahidrofurano/n-hexano (60/40, v/v)
de mayor polaridad es menor, 20ul (apartado 2.2.2.3). Gracias a la inyeccion de
volimenes de muestra entre 20 y 30ul con la técnica CSR-LVI se lograron alcanzar
bajos LODs en los métodos desarrollados, tanto para el analisis de suelos y lodos
(0.01-0.56 ng g'p.s.), como de aire (0.01-0.18 ng m™) y de aguas residuales (0.5-0.8
ng L), siendo en muchos casos menores a los publicados por otros autores (Tabla
3.1). Estos resultados se lograron, como se mencion6 anteriormente, sin aplicar etapas

de concentracidn a los extractos evitando asi las pérdidas de los compuestos volatiles.

Es importante comentar que recientemente se ha publicado un trabajo (Wang y col.;
2013c) en el que también se propone el uso de la inyeccion de grandes volumenes
para compensar la pérdida en sensibilidad producida al no concentrar los extractos.
Sin embargo, estos autores emplean otra técnica de inyeccion, la PTV-LVI en el modo

de eliminacion de disolvente. Ahora bien, el empleo de esta técnica para el analisis de
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compuestos volatiles requiere una optimizacién muy cuidadosa de las condiciones de
inyeccion para conseguir que los compuestos volatiles no se pierdan durante la etapa
de apertura de la valvula de spl/it al evacuar el disolvente. Por ello hay que utilizar un
disolvente para la inyeccion que tenga una temperatura de ebullicion suficientemente
baja y distinta de la de los analitos estudiados. Por esta razon, los autores del trabajo
tan solo analizan los compuestos de mayor punto de ebullicion, D4, DS y D6,
utilizando n-pentano como disolvente de inyeccién. Es muy probable que ese

disolvente no pueda ser utilizado para el analisis de compuestos de mayor volatilidad

Tabla 3.1. Comparacion de los LODs obtenidos en los métodos desarrollados en esta
tesis con los que se encuentran publicados en la literatura.

Matrices L2 L3 L4 L5 D3 D4 D5 D6
Agua (ng L)

HS-SPME 0,05 0,003 0,01 0,25 11 6 6 6
SPE-LVI 0,84 0,56 0,45 0,62 0,84 0,73 0,79 0,67
Literatura 6 0,4-3,5 04-40 0,1-20 400 0,03-13 0,06-27 0,2-30
Suelos y lodos (ng g'p.s.)

Ex-CSR-LVT* 0,01 0,01 0,05 0,14 0,14 0,18 0,04
Ex-CSR-LVI® 0,02 0,04 0,16 0,44 0,44 0,56 0,12
Literatura 0,4-0,5 0,3-0,5 0,5-0,9 0,01 0,002-7 0,003-37  0,005-4
Mejillones (ng g'p.h.)

Ex-HS-SPME 0,03 0,04 0,04 0,10 4 2 2 2
Literatura® 0,53-100 0,21-35 0,24-25
Aire (ng m™)

SPE-CSR- 0,18 0,02 0,02 0,01 0,10 0,15 0,10 0,08
LVI

Literatura 0,011 1,1-7,1  0,43-7,35 0,12-7,1  0,80-7,51

Nota: LODs calculados en peso seco segin los datos de humedad en suelos (20%)* y lodos (75%)°, ©:

LODs publicados en la literatura en peces. Ex: Extraccion con disolventes; p.s.: peso seco; p.h.: peso
himedo.

como el L2 y D3, que se podrian perder con el disolvente evacuado. En cambio, la
técnica CSR-LVI propuesta en esta tesis permite analizar un mayor nimero de VMS,
desde el L2 al D6, y también utilizar un volumen de inyeccion mayor (30ul) que la
PTV-LVI (15ul). Por estas razones, se puede considerar que la técnica CSR-LVI es
una mejor alternativa para el analisis de VMS que la técnica PTV-LVI en el modo de

eliminacion de disolvente propuesta por Wang y col. (2013c).

Otro de los aspectos importantes en el establecimiento de métodos de analisis para la

determinacion de VMS es la técnica de extraccion a aplicar. En esta tesis se han

160



Discusion de resultados

utilizado varias técnicas, la HS-SPME, la SPE y la extraccion con disolventes. La
utilizacion de una u otra ha dependido del tipo de muestra a analizar. Por ejemplo,
para el analisis de aguas se ha optimizado un método de HS-SPME, para el analisis de
muestras de aire se ha utilizado SPE, mientras que para el andlisis de muestras solidas
se ha empleado la extraccion con disolventes. Los métodos desarrollados para el
analisis de los VMS en aguas son un ejemplo de la importancia de la muestra a
analizar en la eleccidon de la técnica de extraccion. Asi, para el andlisis de aguas
superficiales, en concreto aguas fluviales, se desarrolld6 un método por HS-SPME
mientras que para el andlisis de aguas residuales se emple6 la SPE. El método de HS-
SPME desarrollado (apartado 2.2.1.1) constituye el primer método publicado en la
literatura que utiliza esta técnica de extraccidon/preconcentracion para la determinacion
de VMS. Este método emplea una temperatura de extraccion de 25°C, un tiempo de
extraccion de 40 min, una relacion volumen de espacio de cabeza/volumen de muestra
de 1 (20ml/20ml) y una fibra de SPME de polidimetilsiloxano/divinilbenceno
(PDMS/DVB) (65um). Cabe mencionar que la eficiencia de extraccidon para los VMS
de la fibra mixta de divinilbenceno/polidimetilsiloxano/carboxen (DVB/PDMS/CAR),
recomendada para compuestos muy volatiles (Tabla 2.1), es similar a la obtenida con
la seleccionada en este estudio (PDMS/DVB, 65um), en especial para el D4, mientras
que las fibras de polidimetilsiloxano (PDMS) (100uL) y la mixta de
carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS) (65uL) presentan una baja eficiencia de
extraccion. Al parecer la presencia de DVB en la fibra juega un rol importante en la
eficiencia de extraccion de los VMS, probablemente debido a que estos compuestos se
adsorben mejor en las particulas porosas de estos polimeros que sobre el Carboxen, ya
que presentan un diametro de poro ligeramente mayor. Cabe mencionar que para
evitar pérdidas por volatilizacion de los analitos de interés las muestras se introdujeron
en los viales de extraccion enfriados a 4°C, y ademas las muestras se filtraron
previamente a través de un filtro de fibra de nylon (0,2 um) para evitar que la
presencia de materia particulada en suspension afectara al proceso de extraccidon. Esta
técnica ha resultado ser efectiva y sensible alcanzandose unos limites de deteccion en
aguas superficiales de 0,003 a 0,25 ng L para los VMS lineales y de 6 a 11 ng L™
para los ciclicos (apartado 2.2.1.1), y ha permitido la adecuada cuantificacion de los
metilsiloxanos L2-L5, D5 y D6 en muestras de agua superficial. Para este tipo de

matriz, la técnica HS-SPME permite realizar el andlisis una manera sencilla y rapida,
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reduciendo la manipulaciéon de las muestras al minimo, con lo cual se evitan tanto las
pérdidas de analitos como la contaminacion de las muestras. Sin embargo, al intentar
aplicar esta técnica para la extraccion de VMS en aguas residuales se obtuvieron
resultados muy deficientes, tanto por lo que respecta a la capacidad de extraccion, con
respuestas 3-4 veces inferiores a las obtenidas para aguas superficiales, como en la
reproducibilidad con desviaciones estandar elevadas (RSD: 30-40%). La baja
capacidad de extraccion en este tipo de aguas se puede relacionar con la presencia de
grandes cantidades de materia orgédnica en esta matriz que dificulta la transferencia de
los analitos a la fase gas. Xu y col. (2013) utilizaron el método de HS-SPME
propuesto por nosotros para el andlisis de VMS en aguas residuales y también
observaron un efecto matriz significativo. Sin embargo, lograron minimizar este
efecto centrifugando las muestras de agua residual para eliminar la materia particulada
en suspension antes de la extraccion. En nuestro caso, este procedimiento no permitid
eliminar el efecto matriz que sigui6 siendo importante y que se debe a presencia de
materia organica disuelta y por esta razon, se descartd el uso de la técnica HS-SPME
para el analisis de aguas residuales, y se opto por utilizar la técnica SPE. El método
desarrollado se incluye en el apartado 2.2.2.3 de esta memoria donde para el analisis
de la fraccion soluble se propone utilizar cartuchos de 1 ml que contienen discos SPE
de C;s de pequefio didmetro (4 mm), con lo cual se consigue reducir la escala de
trabajo utilizando volumenes de muestra de tan solo 10 ml y volimenes de elucion
reducidos (200 pl), lo que permite disminuir el tiempo de andlisis y también las
pérdidas por volatilizacion. En el montaje del sistema de extraccidon el cartucho de
SPE se conecta a una jeringa de 10 ml que contiene la muestra, por lo que al ser un
sistema cerrado se evitan las pérdidas por volatilizacion durante la extraccion. Sin
embargo, este método de SPE conlleva una cierta manipulacion de las muestras puesto
que requiere una etapa inicial de separacion de la fase disuelta y la particulada del
agua residual mediante centrifugacion. Para minimizar las pérdidas en esta etapa se
propone la centrifugacion de la muestra a 4°C. El método puesto a punto permite el
analisis de las dos fases, la disuelta y la particulada, lo que es imprescindible en el
caso de las aguas residuales, donde el contenido de materia particulada suspendida es
muy elevado y en ella se concentra una parte importante de los VMS dada su
hidrofobicidad. En la literatura (Tabla 1.4, apartado: 1.4.2) se han propuesto métodos

basados en HS y purga y trampa para el andlisis de aguas residuales en los que se
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analiza la muestra sin ninguna separacion de las fases disuelta y particulada. Ahora
bien, en estas condiciones, la extraccion de los analitos contenidos en el material
particulado suspendido en el agua residual es incompleta. Por ejemplo, en el método
de purga y trampa publicado por Van Egmond y col. (2013) se indican recuperaciones
de entre 19 y 28% para el D¢ y de entre 43 y 77% para el Ds. Por el contrario, en el
método propuesto en esta memoria (apartado 2.2.2.3) se consigue una extraccidon mas
exhaustiva del material particulado una vez separado de la fase disuelta, obteniéndose

recuperaciones del orden del 90%.

En cuanto a la comparaciéon de las técnicas HS-SPME y SPE desarrolladas en esta
tesis para la determinacién de VMS en aguas, también resulta interesante analizar los
limites de deteccion obtenidos. La técnica HS-SPME permite alcanzar LODs hasta
dos 6rdenes de magnitud mas bajos para los VMS lineales (0,003-0,25 ng L) que los
obtenidos con SPE (0,5-0,8 ng L™"). Sin embargo, para los VMS ciclicos, la SPE
permite obtener LODs un orden de magnitud més bajos (0,7 y 0,8 ng L™ frente a 6-11
ng L") (Tabla 3.1). Este hecho puede explicarse por la composicién de la fibra de
SPME. Esta fibra estd compuesta por polisiloxanos y éstos contribuyen a la
contaminacion de fondo de los VMS ciclicos D3, D4, D5 y D6 por lo que los limites
de deteccion de estos compuestos son peores. De todos modos, cabe mencionar que la
contaminacion de fondo de VMS ciclicos debida a la fibra es estable y, por tanto, la
cuantificacion de estos compuestos con HS-SPME se puede realizar de manera fiable.
Este hecho se pone de manifiesto en la precision alcanzada en la determinacion de
VMS ciclicos en aguas de rio utilizando la técnica HS-SPME, que presenta una
desviacion estandar relativa menor del 7% (apartado 2.2.1.1). En comparacion con los
LODs que se han publicado en la literatura para el analisis de aguas (Tabla 3.1), los
valores alcanzados en este estudio con la técnica HS-SPME resultan en general mas
bajos para los VMS lineales (0,003-0,25 ng L), mientras que para los VMS ciclicos
el método basado en SPE combinada con CSR-LVI (apartado: 2.2.2.3) permite
alcanzar para el D3 LODs inferiores (0,8 ng L") a los de la literatura y para el D6
valores cercanos a los publicados (0,7 ng L") (Tabla 3.1). Aunque Bletsou y col.
(2013) encontraron para el D4 y D5 en aguas LODs (0,03 y 0,06 ng L,

respectivamente) mas bajos que los nuestros (Tabla 3.1), hay que destacar que en
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nuestro caso los métodos aplicados no utilizan etapas de concentracion con nitrogeno

o rotavapor evitandose asi las pérdidas de los analitos mas volatiles como el L2 y D3.

De modo general, la mayor parte de los métodos publicados en la literatura en los que
se analizan VMS no utilizan una etapa de purificacion del extracto antes de su
inyeccion en el cromatdgrafo de gases (Tabla 1.4, apartado 1.4.2), lo que permite
minimizar la manipulacién de la muestra y evitar las pérdidas por volatilizacion. Sin
embargo, la inyeccion de extractos contaminados puede ocasionar la adsorcién de
compuestos de elevado peso molecular en el /iner y en la columna cromatografica, y
provocar, por tanto, efectos adversos como el ensanchamiento de los picos
cromatograficos y la contaminaciéon cruzada entre muestras. Este problema es
especialmente grave en extractos con un contenido elevado de materia organica, tales
como los que se obtienen en el andlisis de los lodos de plantas de tratamiento de aguas
residuales. Para evitar este problema, se propone utilizar una etapa de purificacion de
los extractos organicos antes de su inyeccion en el cromatografo de gases en los
métodos desarrollados en esta tesis. Para esto se han propuesto dos estrategias, la
primera se ha aplicado a suelos y lodos mediante la utilizacion de cartuchos de SPE
para purificar el extracto (apartado 2.2.2.1), mientras en la segunda, empleada en el
andlisis de mejillones, se utiliza una extraccion adicional del extracto obtenido
utilizando HS-SPME, que en este caso hace la funcion de purificaciéon ademaés de
preconcentracion (apartado 2.2.1.2). Para la purificacion de los extractos obtenidos en
la extraccion de lodos y suelos se ha empleado un cartucho de SPE de silice (100
mg/1ml), donde quedan retenidos los compuestos interferentes presentes en el extracto
de n-hexano, como lipidos y otras macromoléculas (apartado 2.2.2.1). Zhang y col.
(2011) también han utilizado una columna de silice (0.5g) para purificar los extractos
de VMS en n-hexano obtenidos de sedimentos y lodos. A diferencia de nuestro
trabajo, estos autores concentran los extractos con un rotavapor y corriente de
nitrogeno hasta 1 ml antes de las etapas de purificacion y de inyeccion (1ul) en el
cromatdgrafo. Estas etapas de concentracion pueden ocasionar pérdidas de los analitos
mas volatiles, y quizas por esta razon estos autores no analizaron el D3, L2 y L3. En el
procedimiento propuesto en esta tesis, el extracto no se somete a ninguna etapa de
concentracion para evitar pérdidas y se hace pasar directamente por un cartucho de

SPE de silice. Posteriormente, se inyecta el extracto (30ul) con la técnica CSR-LVI,

164



Discusion de resultados

utilizando un /iner que contiene lana de vidrio en su interior y trabajando a una
temperatura de inyector de 200°C, lo que permite que los compuestos de elevado
punto de ebulliciéon no eliminados con el cartucho de SPE queden retenidos en el
liner. Ahora bien, hay que cambiar sistematicamente el /iner cada 200 inyecciones
para evitar que se produzcan contaminaciones cruzadas en el andlisis. Las
recuperaciones obtenidas de los VMS con el método propuesto para el analisis de
suelos y lodos, son superiores al 80%, lo que indica que esta etapa de purificacion no

genera pérdidas importantes para los VMS.

Como se ha indicado, la otra estrategia utilizada en esta tesis para la extraccion
selectiva de los analitos de los extractos ha consistido en emplear la técnica HS-SPME
como si se tratara de una etapa de purificacion. Este procedimiento se ha utilizado en
el analisis de VMS en mejillones (apartado 2.2.1.2) y se basa en la transferencia de
los compuestos volatiles desde una solucidén acuosa del extracto a la fase gas donde
son captados por la fibra de SPME, mientras que los compuestos interferentes no
volatiles como los lipidos quedan en la disolucion. No se propone utilizar como etapa
de purificacion para los extractos de mejillones el método de SPE con un cartucho de
silice, tal y como se ha llevado a cabo con los extractos de suelos y lodos, dado que
los extractos contienen un disolvente polar (acetonitrilo) que dificulta la retencidon de
los compuestos interferentes también de caracter polar. En el método propuesto, se
utilizaron las condiciones de HS-SPME optimizadas previamente para el analisis de
aguas (apartado 2.2.1.1). El principal problema que se observo en la combinacién de
la extraccion con disolventes y HS-SPME fue la presencia de disolvente organico en
la disolucidon acuosa sometida a HS-SPME. Una proporcion de disolvente organico
superior al 2% (v/v) puede producir una disminucidon importante en la transferencia de
los analitos al espacio de cabeza debido al efecto competitivo que ejerce el disolvente
organico contenido en la disolucion acuosa (Pauwlizyn, 1997). En el método
propuesto para el andlisis de mejillones (apartado 2.2.1.2), se demostrd que el
extracto de mejillon ejerce un efecto aun mayor que el disolvente en la eficiencia de
extraccion por HS-SPME debido a los componentes de la matriz. Por esta razon, se
optimizo la cantidad de extracto orgénico afiadido al agua para la extraccion con esta
técnica. En este caso la maxima sensibilidad se alcanza para un contenido de extracto

organico del 0,5% (v/v). A pesar de que esto conlleva la dilucion del extracto organico
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unas 20 veces, los limites de deteccion que se alcanzaron (VMS lineales: 0,03-0,10 ng
g'p.h., ciclicos: 2-4 ng g'p.h.) resultaron ser suficientemente bajos como para
cuantificar adecuadamente los compuestos de interés en las muestras de mejillon
estudiadas. Hasta hoy en dia, no se han publicado valores de LODs para los VMS
lineales en biota y para los VMS ciclicos, los LODs obtenidos en nuestro estudio
(Tabla 3.1), son inferiores a los publicados por otros autores aplicando extraccion con
disolventes e inyeccion directa en el GC-MS (Woodburny y col., 2013; Wang y col.,
2013c) (Tabla 1.4, Capitulo 1), pero son superiores a los obtenidos para el D4, D5 y
D6 por Kierkegaard y col. (2010) utilizando purga y trampa (0,21-0,53 ng g"'p.h.). No
obstante, es importante sefialar que en comparacidon con dicho método, el propuesto en
el presente estudio resulta mas ventajoso debido a su mayor simplicidad y rapidez y,

por tanto, se puede recomendar su empleo.

Debe decirse que la utilizacion de la técnica HS-SPME como etapa de purificacion
combinada con la extraccién con disolventes también podria ser aplicada para el
analisis de otras matrices sdlidas como suelos y lodos. De hecho, Xu y col. (2013)
emplearon la técnica HS-SPME en el analisis de lodos de depuradora, después de una
extraccidn inicial de la muestra mediante UAE con acetona. Estos autores concentran
el extracto obtenido (en acetona) utilizando corriente de nitrégeno hasta un volumen
de 200 ul y éste se diluye posteriormente con agua (40 ml) y se analiza por HS-SPME.
Sin embargo, la etapa de concentracion del extracto puede conducir a pérdidas de los
analitos mas volatiles y, por esta razon, en el método propuesto en esta tesis para el
analisis de biota (mejillones) se utiliza una alicuota del extracto organico (100ul) sin
concentrar evitandose este tipo de pérdidas. Los resultados obtenidos en esta tesis
permiten proponer tanto la SPE como la HS-SPME para la purificacion y
preconcentracion de los extractos, siendo esta Gltima mas adecuada para el analisis de
muestras de origen bioldgico, ya que presentan un contenido muy elevado de lipidos y

proteinas.

Para el analisis de VMS en aire, se ha desarrollado un método que utiliza cartuchos de
SPE de Isolute ENVI+ para su captaciéon. En una primera fase del trabajo, se ha
comparado la eficiencia del Isolute ENVI+ para la captacion de VMS lineales y
ciclicos en aire, con la de otros adsorbentes poliméricos (Chromosorb 102 y 106) y

adsorbentes de base carbono (Carbdén de coco activado y Carbopack B) (4partado
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2.2.2.2). A modo de ejemplo en la Figura 3.4 se muestran las recuperaciones obtenidas
para los siloxanos L2, L3, D3 y D6 con los diferentes adsorbentes utilizados, donde se
puede observar que los adsorbentes base carbono no son adecuados para la retencion
de los siloxanos, ya que se obtienen recuperaciones bajas para algunos de los
compuestos estudiados. Esto es debido a la humedad del aire que hace disminuir el
area superficial del adsorbente, afectando en consecuencia de forma negativa en su
capacidad de retencion. Del resto de los adsorbentes, el Isolute ENVI+ es el que
proporciona los mejores resultados, ya que no presenta pérdidas significativas al
aumentar el volumen de aire captado, Isolute ENVI+ de 100 mg y utilizando este
volumen de muestreo, se obtuvieron para probablemente debido a su alta area
superficial especifica lo que permite muestrear con este adsorbente un volumen de

hasta 2,7 m’ de aire. Con el empleo de un cartucho de
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Figura 3.4. Comparacidon de diferentes materiales adsorbentes para la captacion de
VMS del aire. Volumen de aire muestreado: 20L (200 ml min™).

VMS lineales (L2-L5) y ciclicos (D3-D6) recuperaciones elevadas (97-102%) y bajos
limites de deteccion (0,02 - 0,15 ng m™) en comparacién a los reportados por otros
autores (Tabla 3.1). Kierkegaard y McLachlan (2013) utilizaron el mismo tipo de
cartucho para analizar aire de zonas remotas donde las concentraciones de VMS son
muy bajas (pg m> para los VMS lineales) y obtuvieron para el D3 una recuperacion

del 44%. Esta baja recuperacion se puede atribuir al elevado volumen de muestreo (12
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m’ a 12 L min™) utilizado por estos autores para alcanzar LODs suficientemente bajos
que puede superar el volumen de ruptura de los compuestos mas volatiles como el L2
y el D3. De hecho, nosotros hemos demostrado (Fig.lc, apartado 2.2.2.2) que
voltimenes de aire superiores a los 3 m® producen pérdidas de estos dos compuestos
que pueden llegar a ser superiores al 30%. En cambio, en el método desarrollado en
esta tesis se ha logrado aumentar su sensibilidad utilizando la inyeccidon de grandes
volumenes (30 pl de extracto de n-hexano) con la técnica CSR-LVI (apartado:
2.2.2.2). Con este procedimiento se ha conseguido alcanzar unos limites de
cuantificacion para los VMS ciclicos muy similares a los publicados por Kierkegaard
y McLachlan (2013) (0,13-0,27 ng m™), pero utilizando en su lugar un volumen de
muestreo cuatro veces menor (2,7 m° a 1,5 L min™), lo que permite obtener buenas
recuperaciones (>95%) para los compuestos mas volatiles. En estas condiciones, la
sensibilidad alcanzada result6 suficiente para determinar VMS lineales y ciclicos en
aire urbano, donde se determinaron bajas concentraciones para los metilsiloxanos
lineales L2 y L5 (12 y 6 ng m™, respectivamente). Estos resultados demuestran que
para el andlisis de muestras de aire que contienen bajos niveles de VMS utilizando los
cartuchos de SPE Isolute ENVI+ es recomendable utilizar la inyeccién de grandes
voltimenes en lugar de captar volimenes de muestra excesivamente grandes (>10 m),
que pueden comprometer la eficiencia de la retencion de los compuestos mas
volatiles. Por otra parte, se debe indicar que la estrategia planteada en esta tesis de
utilizar este tipo de material adsorbente para el muestreo activo de VMS del aire ha
permitido alcanzar LODs mas bajos que los publicados por otros autores que han
utilizado también otros tipos de materiales adsorbentes tales como Tenax o Tenax
GR/Carbon grafitizado combinados con desorcion térmica y GC-MS (Tabla 1.4,
capitulo 1), y por tanto se propone esta estrategia como la mas efectiva para analizar

muestras de aire a bajas concentraciones de VMS.

3.2 Presencia de metilsiloxanos volatiles en el medio ambiente

La aplicacion de los métodos desarrollados en esta tesis para el andlisis de VMS en
diferentes tipos de muestras ambientales ha permitido obtener nuevos datos acerca de
la presencia y distribucion de estos compuestos en el medio ambiente. Los resultados

obtenidos, muestran de modo general y con independencia del tipo de matriz
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estudiada, un elevado predominio de los VMS ciclicos con respecto a los lineales. En
la Figura 3.5 (A) se muestra este predominio de los VMS ciclicos, que representa una
proporcién superior al 90% (del 90.7 al 99.9%) en los lodos de plantas depuradoras
de aguas residuales, en aire de diferentes origenes, en mejillones y en la fase
particulada del agua residual. Este hecho concuerda con el mayor volumen de
produccion y usos que tienen actualmente los VMS ciclicos con respecto a los lineales
(Kaj y col, 2005b). En el presente estudio, inicamente se ha observado predominio de
los VMS lineales (80.7%) en la fase disuelta de las aguas residuales, lo cual se explica
por las relativamente elevadas concentraciones de L2 (334-702 ng L) (apartado
2.2.2.3), compuesto que se encuentra practicamente tan solo en la fase disuelta (99%)
debido a su solubilidad en agua. Otros autores también han detectado un elevado
contenido de L2 en aguas residuales, como por ejemplo Cortada y col. (2014) que
encontraron concentraciones de hasta 1700 ng L™ en aguas residuales de dos plantas

de tratamiento de Murcia (Espafia).

Otro aspecto interesante a comentar es acerca del patron de distribucion de
concentraciones que presentan los VMS lineales y ciclicos en las diferentes matrices
estudiadas. En relacion con los lineales, en la Figura 3.5 (B) puede observarse que los
compuestos L2 y L5 son los mas abundantes aunque su predominio varia segun el tipo
de muestra. Por ejemplo, en el caso de las aguas residuales, se observaron diferencias
en el patrén de composicion relativa de los VMS lineales entre la fase disuelta y la
particulada, con un predominio del L2 en la fase disuelta, y del L5 en la fase
particulada. Este hecho se puede atribuir a la solubilidad de estos compuestos en agua.
Asi, el L2, al ser mas soluble, se encuentra predominantemente en la fase disuelta,
mientras que el LS de mayor caracter hidrofébico, se concentra en la fase particulada
(apartado 2.2.2.3). Con respecto a la presencia de VMS lineales en aguas residuales,
otros autores también han observado el predominio del L2 y L5 en paises del Norte de
Europa (Kaj y col., 2005b), sin embargo no se han publicado datos de su contenido

relativo en la fase disuelta y particulada.

Con respecto al patréon de distribucion de las concentraciones encontrado para los
VMS ciclicos, cabe sefialar que a diferencia de los lineales, en todas las matrices
siempre el compuesto predominante es el D5 (Figura 3.5 B). Este hecho concuerda

con los resultados que se han publicado en la literatura por otros autores, que ponen
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Figura 3.5. (A) Abundancia relativa de los VMS ciclicos respecto a los lineales; (B)
Composicion relativa de los VMS lineales y (C) Composicion relativa de los VMS
ciclicos en diferentes tipos de muestras ambientales. Nota: En las muestras de lodos
no se analiz6 el L2.
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también de manifiesto el predominio del D5 en la composicion de los VMS ciclicos en
diferentes tipos de matrices ambientales (Tabla 1.3, Capitulo 1). A su vez, esta
distribucion esta relacionada con la composicidon de los VMS ciclicos en productos de
aseo personal (Figura 3.6), que se consideran la principal fuente de emision de VMS

al medio ambiente.

Los valores de concentracién de VMS lineales y ciclicos totales obtenidos en las
distintas matrices ambientales analizadas concuerdan en general con los publicados
en la literatura. En la Tabla 3.2 se incluyen los resultados obtenidos en esta tesis, los
publicados por otros autores para muestras recogidas en Espafia, asi como informacion
sobre los intervalos de concentraciones en muestras de diversos paises europeos donde
se han realizado la mayor parte de los estudios, y otros paises como EUA, Canadd y
hina. Para aguas residuales los niveles de concentracion de los VMS ciclicos totales

obtenidos en nuestro trabajo (12277-32073 ng L"), son del mismo orden de magnitud
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Figura 3.6. Predominio del D5 en la composicion de los VMS ciclicos en productos
de aseo personal (Dudzina y col. 2014).
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que los publicados por otros autores en aguas residuales procedentes de Espafia, de
paises del norte de Europa e Inglaterra y China, y son notablemente inferiores a los
encontrados en aguas residuales de Canad4. Por lo que hace referencia a las
concentraciones de VMS lineales totales en este tipo de aguas en Espaifia (esta tesis,
Sanchis y col., 2012; Cortada y col., 2014) son un orden de magnitud superior a las
detectadas en los paises del Norte de Europa. En relacion a los niveles de
contaminacion encontrados en los lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales,
los valores de concentracion de VMS ciclicos totales obtenidos (8223-111632 ng g
'p.s) son similares a los de lodos provenientes de paises del Norte de Europa y
superiores a las que se encuentran en lodos procedentes de China (Tabla 3.2). Con
respecto a las concentraciones totales de VMS lineales, los valores determinados en
nuestro estudio son un orden de magnitud inferior que los de lodos de paises del Norte
de Europa. Con respecto a la presencia de VMS en aguas fluviales, las
concentraciones de VMS lineales totales en muestras de aguas de los rios Llobregat y
Besos (Espafia) analizadas, se encuentran entre los 0,8 y 4,7 ng L™, mientras que los
VMS ciclicos totales se encuentran en concentraciones un orden de magnitud superior

(22-81ng LY.

Estos valores de concentracidon se pueden considerar bajos en comparacion con las
concentraciones de VMS ciclicos totales publicados por otros autores, tanto en el rio
Llobregat en Espafia (177-1531 ngL™) (Sanchis y col., 2012) como en rios en la zona
sur de Ontario y Quebec en Canadéa (11-1577 ngL™") (Wang y col., 2013¢). Hay que
comentar, sin embargo, que las mayores concentraciones encontradas por dichos
autores, pueden estar relacionadas con los puntos de toma de muestra ya que han
analizado aguas que provienen de zonas cercanas a descargas de plantas de
tratamiento de aguas residuales, por lo que es ldégico encontrar mayores niveles de

VMS ciclicos.

En el estudio de la presencia de VMS en mejillones colectados a lo largo de la costa
de Catalufia (apartado 2.2.1.2), se observaron diferencias en los niveles de
contaminacion en funcion del area de estudio. Como se puede observar en la Figura
3.7, donde se muestran los valores de VMS ciclicos totales encontrados en los
diferentes puntos de muestreo, los mayores niveles de contaminacidon corresponden a

muestras de las desembocaduras de rios y a la cercania de zonas industriales,
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Tabla 3.2. Comparacién de los niveles de concentracion de VMS lineales y ciclicos totales detectados en las muestras analizadas con los

valores publicados en la literatura.

Matriz XVMS lineales XVMS ciclicos Pais Referencia
Agua residual 478-1026 ng L™ 12277-32073 ng L™ Espafia Esta tesis
54-1700 ng L' 1089-25195ng L' Espafia Sanchis y col., 2012; Cortada y col., 2014
27-308 ng L' 890-59217 ng L' Dinamarca, Finlandia, Noruega, Kaj y col. 2005b; Schlachbach y col., 2007;
Inglaterra Van Egmond y col., 2013
11542-992230 ng L™ Canada Wang y col., 2013¢c
170-17460 ng L' China Xuy col., 2013
Agua fluvial 0,8-4,7ng L 22-81ng L Espafia Esta tesis
177-1531 ng L Espafia Sanchis y col., 2012
11-1577 ng L' Canada Wang y col., 2013¢
Lodos 44-147 ng g'p.s. 8223-111632 ng g'p.s. Espaiia Esta tesis
4-1064 ng g'p.s. 401-100530 ng g 'p.s. Dinamarca, Finlandia, Noruega, Kaj y col., 2005b
Suecia, Islandia
1505-8930 ng g'p.s. China Xu y col., 2013
Suelos 21-66 ng g'p.s. Espafia Esta tesis
15-611 ng g'p.s. Espafa Sanchez-Brunete y col., 2010
8-932 ng g'p.s. Canada Wang y col., 2013b
Mejillones 0,5-4,0 ng g "'p.h. 9-662 ng g'p.h. Espafia Esta tesis
59-12,8 ng g'p.h. Noruega Schlachbach y col., 2007
Aire exterior 42y 63 ngm” 495y 583 ngm™ Espaiia Esta tesis

0,03-0,61 ng m™

2-4020 ng m”

Noruega, Irlanda, Islandia, Francia,
Checoslovaquia, Suecia y Dinamarca

Genualdi y col., 2011; Kierkegaard y
McLachlan, 2013; Kaj y col. 2005a,b

0,01-1,23 ng m™ 1,6-1464 ng m™ Canada y EUA Genualdi y col., 2011; Yucuis y col. 2014
1,1-10,5 ngm> 29-457 ng m™ Artico Krogseth y col., 2013
Aire interior 50-356 ng m™ 2134-317509 ng m” Espaiia Esta tesis
964-60410 ng m™ EUA Yucuis y col. 2014
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principalmente de ciudades como Barcelona y Tarragona. En comparacién con los
datos de la literatura, las concentraciones de VMS ciclicos totales determinadas en el
presente estudio (9 a 622 ng g”'p.h.) son hasta dos 6rdenes de magnitud superiores que
las publicadas para mejillones procedentes del Fiordo de Oslo en Noruega (Tabla 3.2),
que son los unicos datos disponibles acerca de la presencia de VMS en este tipo de

organismos.

En los suelos analizados en este estudio, de tipo urbano y procedentes de zonas
densamente pobladas del area metropolitana de Barcelona, los valores de VMS
ciclicos totales (21 y 66 ng g'p.s) son menores que los publicados por Sanchez-
Brunete y col. (2010), que también analizan suelos procedentes de Espafia (15-611 ng
g'p.s.) (Tabla 3.2). Probablemente estas diferencias se deben a que dichos autores
analizaron suelos de origen industrial asi como suelos agricolas mezclados con lodos
de plantas de tratamiento de aguas residuales, que contienen concentraciones de VMS
ciclicos normalmente muy elevadas (Tabla 1.3, Capitulo 1). Los niveles de VMS
ciclicos totales obtenidos por Wang y col. (2013c) en suelos agricolas mezclados con

lodos de depuradoras de hasta 932 ng g'lp.s. corroboran esta explicacion.
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Figura 3.7. Concentraciones de VMS ciclicos totales en mejillones colectados en la
costa de Catalufia.
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En cuanto al estudio de VMS en aire, nuestros resultados muestran diferencias bien
marcadas entre las concentraciones de VMS ciclicos totales en ambientes interiores
(2134- 317509 ng m™) y en ambientes exteriores, los cuales son hasta tres érdenes de
magnitud mas bajos (495 y 583 ng m™). Los VMS lineales presentan el mismo
comportamiento, aunque en este caso los niveles en aire de ambientes interiores (50-
356 ng m™) son tan solo un orden de magnitud mayores que en el aire de exterior (42
y 63 ng m™). En comparacién con los datos de la literatura para aire de ambientes
interiores, Yucuis y col. (2014) obtuvieron unos valores de VMS ciclicos totales un
orden de magnitud menor que los determinados por nosotros (Tabla 3.2). Las
concentraciones mas elevadas encontradas en nuestro caso provienen de muestras de
aire interior de domicilios (VMS ciclicos totales hasta de 317,5 pg m™), donde otros
autores también han reportado concentraciones muy altas de estos compuestos (D6:
0,6-164 ng m>) (Kaj y col., 2005b). En el caso de aire de ambientes exteriores, se han
observado concentraciones de VMS ciclicos y lineales totales relativamente bajas y
similares a los valores méximos encontrados en el Artico (Krogseth y col., 2013),
mientras que en paises del Norte de Europa, Canadd y EUA la proporcion de VMS
ciclicos y lineales es significativamente diferente a la obtenida en nuestro estudio. Asi,
en estos paises, las concentraciones de VMS ciclicos totales son mas elevadas, con
valores hasta de 4020 ng m™, mientras que las concentraciones de VMS lineales
totales son hasta dos o6rdenes de magnitud menores (Tabla 3.2) que las encontradas en
la presente tesis. Estas mayores concentraciones para los VMS ciclicos, pueden ser
debidas, como indica Cheng (Cheng y col., 2011), a la cercania de los puntos de
muestreo a fuentes de emision de VMS de tipo industrial, tales como plantas de

tratamiento de aguas residuales o vertidos de aguas residuales.
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CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral se han desarrollado metodologias analiticas para la determinacion
de metilsiloxanos volatiles (VMS) en distintos tipos de matrices ambientales. La
estrategia general ha consistido en desarrollar métodos rapidos y sensibles, sin utilizar
etapas de concentracion de los extractos para evitar pérdidas de los analitos por
volatilizacién. Asimismo, se ha puesto especial interés en controlar y minimizar la
contaminacion de fondo que dificulta en gran medida el andlisis de estos compuestos
para lo cual se proponen diferentes estrategias. La utilizacion de los métodos
establecidos en el analisis de muestras de diverso origen ha permitido obtener nuevos
datos sobre la presencia y distribucioén de estos contaminantes en el medio ambiente.

A continuacion se resumen las principales conclusiones obtenidas en esta tesis.

En relacion a la contaminacion de fondo y a las pérdidas por volatilizacion

- Se ha demostrado que con independencia de la matriz analizada y el método utilizado,
la contaminacion de fondo que se produce durante el andlisis de VMS tiene lugar
mayoritariamente en la etapa de tratamiento de muestra, siendo en general los
contaminantes predominantes el L2 y D4. Ademas, se ha comprobado que el patrén de
composicion de la contaminacion de fondo de los VMS lineales en las distintas etapas
del procedimiento de analisis es siempre el mismo (L2>L3>L4>L5) a diferencia de los
VMS ciclicos que varia a lo largo de las distintas etapas. Asi, los contaminantes
mayoritarios provenientes de la etapa de toma de muestra son el D4 y D5, mientras que
el D4 es el compuesto que predomina debido al tratamiento de muestra y el D3 y el D5
como resultado de la aportacion durante la determinacion instrumental.

- Para minimizar la contaminacion de fondo en el andlisis de los VMS se propone
realizar el tratamiento de las muestras y la preparacién de los patrones en una camara
limpia, y asi evitar la contaminacion procedente del aire del laboratorio. Ademas, se
recomienda emplear un septum tipo Merlin en el inyector del cromatdgrafo de gases y
sustituir los septums de silicona de los viales de extraccion y de inyeccion por otros
materiales como Viton y PTFE. Para minimizar aun mas las aportaciones de fondo de
estos compuestos se propone el uso de agua mineral embotellada en lugar de agua
MilliQ y el uso de columnas de bajo sangrado, como la DB5-MS, para llevar a cabo la
determinacion cromatografica.

- Para evitar las pérdidas por volatilizaciéon en los métodos propuestos se propone no
concentrar los extractos obtenidos con rotavapor o corriente de nitrégeno y, a fin de
compensar la pérdida de sensibilidad que conlleva este procedimiento, se propone
emplear la técnica de inyeccidon de grandes volumenes CSR-LVI. Se ha demostrado que
los parametros de inyeccidon mads criticos en la obtencion de picos cromatograficos sin
distorsiones son: el disolvente de inyeccion, el didmetro interno del /iner del inyector y
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la longitud de la precolumna. Con esta técnica se ha conseguido inyectar hasta 30 pl de
extracto organico, utilizando n-hexano como disolvente de inyeccidn, un /iner de Smm
de didmetro interno con lana de vidrio, una pre-columna de 5m de longitud y una
temperatura de inyector de 200°C.

- La aplicabilidad de la técnica de inyeccion de grandes volumenes CSR-LVI se ha
demostrado mediante el andlisis de diferentes tipos de muestras, como suelos, aguas
residuales y aire, asi como matrices con un elevado grado de contaminacion como lodos
de plantas depuradoras. En el caso de aguas residuales, se propone utilizar una mezcla
tetrahidrofurano/n-hexano (60/40, v/v) como disolvente de inyeccion y un volumen
maximo de inyeccidén de 20 pl, puesto que la inyeccion con el disolvente del extracto
(tetrahidrofurano) produce deformacién en los picos cromatograficos.

El establecimiento de métodos de extraccion para el analisis de VMS en muestras
de distinto origen ha puesto de manifiesto que:

- La técnica HS-SPME es adecuada para el analisis de VMS en aguas fluviales. Las
fibras mixtas que contienen DVB son las que han permitido obtener mayores eficacias
de extraccion. En concreto se propone utilizar una fibra de PDMS/DVB (65um),
trabajando a una temperatura y tiempo de extraccién de 25 °C y 40 min,
respectivamente. Los limites de deteccion obtenidos con este método (VMS lineales:
0,003-0,25 ng L' y ciclicos: 6-11 ng L"), permiten la determinacién de VMS lineales y
ciclicos en aguas de rio a concentraciones de ng L. Sin embargo, la técnica HS-SPME
no es adecuada para el analisis de aguas residuales, ya que la sensibilidad del método se
ve reducida por un efecto matriz elevado, lo que hace aumentar los limites de deteccion
del método y disminuir considerablemente su precision (RSD: 30-40%).

- La técnica HS-SPME es util como técnica de preconcentracion en el andlisis de
muestras complejas. Asi, se propone para la determinacién de los VMS en muestras de
biota (mejillones), después de una etapa inicial de extraccion de las muestras con
acetonitrilo (2ml). El empleo de la HS-SPME permite obtener bajos limites de deteccion
(VMS lineales: 0,03-0,10 ng g'p.h. y ciclicos: 2 - 4 ng g'p.h.), extrayendo de forma
selectiva los compuestos volatiles de la muestra y evitando la posibles interferencias de
los componentes no voldatiles de la muestra que permanecen en la fase acuosa.

- El uso de la SPE con discos de C;g es una opcion rapida y eficaz para el andlisis de
VMS en aguas residuales. Su utilizacion ha permitido alcanzar recuperaciones
superiores al 96% para todos los compuestos. Se propone la miniaturizacion de este
método de SPE para reducir el tiempo de analisis y las pérdidas por volatilizacion,
utilizando discos de extraccion de tamafio reducido (5,5 mg/1ml), analizando solamente
10 ml de muestra y eluyendo con un minimo volumen de disolvente (200ul de
tetrahidrofurano). La utilizacion adicional de la técnica CSR-LVI como método de
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inyeccion ha permitido alcanzar bajos limites de deteccion (VMS lineales y ciclicos:
0,5-0,8 ng L), lo que ha permitido la cuantificacion de los VMS en la fase disuelta de
muestras de aguas residuales a concentraciones de ng L™

- La extraccion con n-hexano (2 x 3ml) seguida de una purificacién con SPE (silice, 100
mg/1 ml) ha resultado ser una opcidn util para el andlisis de VMS en suelos y lodos. La
utilizacion adicional de la técnica de inyeccion CSR-LVI ha permitido obtener bajos
limites de deteccion (suelos y lodos: 0,004 - 0,14 ng g p.h.). El método proporciona
buenas recuperaciones para los compuestos de interés (80-103%) y ha permitido la
determinacion de VMS ciclicos en suelos urbanos, asi como VMS lineales y ciclicos en
lodos de depuradora. El método también resulta efectivo para el analisis de VMS en la
fase particulada de aguas residuales, alcanzandose en este caso recuperaciones para
todos los analitos superiores al 87% y limites de deteccion entre 0,05 y 0,3 ng g p.h.

- Para determinar VMS en aire, el uso de cartuchos SPE de Isolute ENVI+ (100mg/1ml)
permite muestrear un mayor volumen de aire que otros adsorbentes poliméricos, como
Chromosorb 102 y 106, y adsorbentes de base carbono como el carbén de coco activado
o el carbon grafitizado. El método propuesto utilizando este tipo de adsorbente
combinado con la inyeccion de grandes volumenes permite alcanzar bajos limites de
deteccion (0,01-0,18 ng m™) sin la necesidad de muestrear un volumen excesivamente
elevado de aire (<2,7m’), con lo que se reduce el tiempo de muestreo y se evitan las
pérdidas de los compuestos mas volatiles.

En relacion con la presencia de VMS en el medio ambiente

- Las concentraciones de VMS encontradas en las diferentes matrices ambientales
estudiadas (lodos, aire ambiente, agua residual y mejillones) han mostrado un
predominio muy elevado de los VMS ciclicos con respecto a los lineales, siendo casi del
100% en muestras como lodos y aire interior de domicilios. Esto se debe a la mayor
emision de estos compuestos al medio ambiente, como consecuencia de su mayor
volumen de produccién y uso en comparacién con los lineales.

- El patron de composicion de los VMS lineales detectado en las distintas matrices
muestra un predominio del L2 y el L5, aunque su proporcién varia segin el tipo de
muestra. En cambio, el patron de los VMS ciclicos presenta siempre al D5 como
compuesto mayoritario independientemente del tipo de matriz analizada. Este hecho
estd de acuerdo con el predominio del D5 en los productos de higiene personal
utilizados en Europa, considerados como la principal fuente de emision de VMS al
medio ambiente.

- El andlisis de los VMS en aguas residuales ha puesto de manifiesto que estos
compuestos se acumulan en la fase particulada (46,0-99,9%), lo que puede asociarse a
su caracter marcadamente hidrofobico, mientras que la fase disuelta se caracteriza por el
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predominio del L2 (99,0%). Puesto que la adsorcién en la materia particulada
constituye, junto a la volatilizacidn al aire, un mecanismo importante de eliminacion de
estos contaminantes en las plantas de tratamiento, este resultado puede explicar la
elevada eficiencia de eliminacion que se ha observado para la mayor parte de los
compuestos (L3-L5, D4-D6: 63-99%) y la deficiente eliminacion del L2 (22 y 24%)
debido a su mayor solubilidad en agua.

- Los valores de concentraciéon de VMS totales que se han determinado en aguas
residuales (XVMS lineales: 478-1026 ng 1 ! y ciclicos: 12277-32073 ng | ) y lodos de
plantas depuradoras (EVMS lineales: 44-147 ng g "'p.s. y ciclicos: 8223-111632 ng g~
'p.s), son en general similares a los datos publicados en la literatura. Sin embargo, los
niveles de VMS encontrados en otras matrices, como suelos, aguas fluviales y aire, son
significativamente distintos. En algunos casos, como muestras de suelos urbanos
(ZVMS ciclicos: 21-66 ng g'p.s.) y aguas fluviales (EVMS lineales: 0,8-4,7 ng 1" y
ciclicos: 22-81 ng I™"), las concentraciones encontradas son inferiores a los de la
literatura, lo que sugiere que las zonas de muestreo seleccionadas en nuestro estudio se
encuentran alejadas de las fuentes de emision de estos compuestos, mientras que
muchos de los datos publicados corresponden a muestras recogidas en areas cercanas a
las fuentes emisoras.

- Los niveles de concentracion de VMS totales encontrados en mejillones procedentes
de la costa de Catalufia muestran un importante aporte de los VMS ciclicos en las
muestras procedentes de las desembocaduras de los rios Llobregat y Besds (203 y 631
ng g'p.h.) y 4reas con una marcada influencia industrial cercanas a las ciudades de
Barcelona y Tarragona (102 - 174 ng g'p.h.), mientras que la contaminacion es menor
en zonas costeras de tipo turistico-urbano, como la zona del litoral que va desde Premia
de Mar hasta Llanca (9 - 48 ng g'p.h.). El analisis de mejillones como organismo
bioindicador de contaminacién de VMS ha mostrado ser un método util y eficaz para
evaluar la presencia de estos compuestos en aguas costeras y se propone su uso para el
estudio y control de estos contaminantes en el medio acuéatico marino.
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