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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo se desarrolld y optimizé la extraccion asistida por microondas focalizadas a
presion atmosférica (EAMFPA) y la extraccidn por baifo de ultrasonido (EBU) para la extraccién en conjunto
de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) y plaguicidas pertenecientes a los grupos de los
compuestos organoclorados, organofosforados y piretroides de muestras de sedimento. El desarrollo y la
optimizacion se llevd a cabo mediante el uso de herramientas quimiométricas, las cuales permiten
determinar las condiciones adecuadas de los factores influyentes en la extraccién con un ahorro en tiempo
y recursos. La deteccion de los analitos se llevd a cabo mediante cromatografia de gases acoplada a un
detector selectivo de masas. Se evaluaron algunos pardmetros de validacion para asegurar la calidad de los
resultados y subsecuentemente se compararon las eficiencias de extraccién de las técnicas optimizadas con
la de la extraccion Soxhlet propuesta por el método EPA-3540C-1996.

Con base en los resultados analiticos, la facilidad de manejo, el costo de adquisicion del equipo y
tiempo requerido, la técnica de extraccion mas versatil resultd ser la EBU. Mediante esta técnica se
analizaron muestras de sedimento provenientes de la cuenca del rio Lacantin ubicado en la selva
Lacandona en el estado de Chiapas, con la finalidad de evaluar la calidad del agua, la cual pudiese estar en
riesgo por el desarrollo de actividades como la agricultura y la ganaderia en regiones aledafas vy
adicionalmente se analizaron muestras de agua empleando extraccidn en fase sélida. Los resultados
muestran que actualmente el rio se encuentra bajo condiciones sanas; no obstante, es necesario
implementar ciertas medidas para preservar la cuenca, ya que existe un riesgo de ruptura del equilibrio

ecolégico por el incremento de los asentamientos humanos en regiones aledafias a este cuerpo de agua.



1. Introduccién

1.INTRODUCCION

La reserva de la Biosfera de Montes Azules (REBIMA), ubicada en la regidn de la selva Lacandona, al
oriente de Chiapas, es la zona de mayor diversidad biolégica en México y Norte América y es considerada
como zona prioritaria para la conservacion. Pertenece desde 1979 al programa MAB-UNESCO “El Hombre y
la Biosfera” [1]. Uno de los principales cuerpos de agua de esta regidn es el rio Lacantun, en el desembocan
rios y arroyos provenientes del interior de REBIMA asi como de regiones aledafias donde existe la presencia
de asentamientos humanos y actividad agropecuaria. El rio funge como un limite natural entre la regién sur
de REBIMA y los asentamientos humanos. Se han detectado campos agricolas que colindan con la orilla del
rio en ciertas secciones, incrementando asi los factores de transporte de contaminantes, ya que estos
pueden llegar al rio directamente por una inadecuada disposicién y manejo de plaguicidas por parte de los
agricultores y directamente por filtracidn a través del subsuelo; estos procesos son mas rapidos e
inmediatos, ya que el transporte a través de los afluentes puede ser afectado por numerosos mecanismos
que lo retrasan y que disminuyen en mayor medida la concentracion de los contaminantes. Cabe
mencionar que el rio actualmente no presenta indicios notorios de contaminacidn; no obstante, es
necesario tomar medidas para preservar sus condiciones ambientales ya que existe un riesgo potencial de
ruptura del equilibrio ecoldgico debido al desarrollo de actividades como la agricultura y la ganaderia en
regiones aledafias a este cuerpo de agua [2]. El desarrollo de un estudio basal para evaluar los impactos
sobre este cuerpo de agua abarca el monitoreo de plaguicidas y productos derivados de la quema de pastos
y bosques. En la regién de estudio, los plaguicidas son ampliamente utilizados para el control de plagas en el
cultivo de pastos ganaderos, sorgo (Sorghum sp.), café (Coffea sp.), chile (Capsicum sp.) y maiz (Zea mays);
también son empleados para el control y la erradicacion de ectopardsitos en el ganado. El uso de los
plaguicidas ha mostrado un impacto desfavorable sobre el ambiente debido a su toxicidad aguda y/o
crénica derivada del proceso de biomagnificacion, su persistencia en el ambiente y organismos y su
movilidad [3-12]. Por otro lado, durante la quema de pastos y bosques para la limpieza y/o generacién de
campos ganaderos y de cultivo, se forman los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s); algunos de
estos compuestos han sido identificados como carcinégenos, mutdgenos y teratdgenos potenciales, ademas
muestran una elevada persistencia en el ambiente vy tienen una elevada movilidad ya que durante su

formacidn se adhieren facilmente a particulas de polvo y cenizas suspendidas en el aire [11-15].

Existen distintas maneras de abordar dicho estudio basal, las mas relevantes se orientan al

monitoreo de muestras de agua, biota y sedimento. Los procedimientos tradicionales se enfocan en la
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1. Introduccién

determinacidon de estos contaminantes directamente en las muestras de agua; sin embargo, por las
condiciones aun preservadas en las cuales se encuentra el rio, los niveles de concentracion esperados se
encontraran por debajo de los limites maximos permisibles en aguas superficiales [16], por lo que se
requiere que cada muestra sea concentrada en un orden de por lo menos 100:1 para ser detectados. Esto
complica el anadlisis ya que un monitoreo en muestras de agua requiere de muestreos frecuentes y
constantes en intervalos de tiempo cortos para observar las tendencias de concentracidn de estos
compuestos a lo largo de las estaciones del afio. Por otro lado, el monitoreo en biota es conveniente para
determinar la presencia de estos compuestos en el cuerpo de agua, ya que tienden a bioconcentrarse y a
presentar bajas tasas de degradacion; esto permite realizar muestreos menos frecuentes en intervalos de
tiempo prolongados, facilitando el estudio por largos periodos en zonas cuyo acceso es complicado. Algunas
de las desventajas de emplear biota para este estudio son: una compleja toma de muestra, el requerimiento
de condiciones especiales para el transporte y el desplazamiento en los puntos de muestreo con las
estaciones del afio por migracidon de las especies. Los sedimentos al igual que la biota, muestran ser un
medio adecuado para determinar la contaminacion del rio por este tipo de compuestos, ya que debido a su
elevado contenido en materia orgdnica, favorecen su adsorcién y concentracion. Esto permite generar un
perfil de la calidad del agua que desemboca al rio, asi como identificar las regiones contaminantes que mas
impacto tendran sobre el cuerpo de agua. Ademas, los sedimentos no muestran las limitantes sobre la
toma de muestra y el transporte que se presenta en el monitoreo de contaminantes en biota. Con base en
los aspectos antes descritos y a las dificultades de acceso a la zona, se decidié realizar el monitoreo de la
calidad del agua a través de las muestras de sedimento, adicionalmente se realizé un muestreo compuesto
de agua en dos sitios cuya localizacién y disponibilidad de personal permite que se lleve a cabo. Los
muestreos compuestos no son recomendables ya que existen pérdidas de los analitos ya sea por
volatilizacion y/o degradacién; no obstante, por las limitaciones en la regidon de estudio resultan ser
adecuados para realizar una estimacién de las condiciones en las cuales se encuentra el agua del rio

Lacantun.

El andlisis de las muestras de sedimento se subdivide en dos etapas: el analisis instrumental y la
preparacidon de la muestra. Esta ultima abarca la extraccién de los analitos y la remociéon de algunas
impurezas de los extractos. Actualmente, las técnicas disponibles para realizar el analisis instrumental son
suficientemente sensibles y especificas para realizar andlisis multicomponentes en matrices complejas. Por
otra parte, la extraccién de este tipo de compuestos de sedimentos es la etapa de mayor consumo de
tiempo y recursos, ademas de ser la etapa de mayor contribucidn de fuentes de error en este tipo de

andlisis. La extraccion se ha realizado principalmente por técnicas sdlido-liquido empleado disolventes
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1. Introduccién

organicos. La extraccion Soxhlet fue una de las técnicas mds utilizadas hace algunas décadas; sin embargo,
presenta la desventaja de los largos periodos de extraccidén que pueden llegar a ser desde 4 horas hasta dias
[19-22]. Actualmente la extraccién Soxhlet se sigue empleando en varios analisis; sin embargo, ha sido
desplazada por técnicas mucho mas eficientes. Por costumbre, la extraccion Soxhlet se ha posicionado
como una técnica de referencia, contra la cual, la mayoria de las técnicas nuevas o modificadas son
comparadas a pesar de las limitaciones que ésta presenta; esto ademds se debe a que el costo de
adquisicion y operacion de esta técnica es accesible para todos los laboratorios especializados en este tipo
de andlisis. Las técnicas modernas de extraccidn se enfocan en la disminucion del tiempo de extraccion, en
la generacién de menor cantidad de residuos y el empleo de pequefios volimenes de disolventes
organicos; algunas de estas técnicas como la extraccién por fluidos supercriticos (SFE, por sus siglas en
Inglés) [19-22] y la extraccion por liquidos presurizados (ELP) [17, 19, 23-25], requieren de equipos cuyo
costo de adquisicidn, mantenimiento y operacidn resulta ser elevado.

Energias como las microondas y el ultrasonido, permiten reducir el tiempo y el volumen de
disolventes en una extraccion, ademas de incrementar la eficiencia de extraccién al facilitar la solubilizacién
de los analitos que se encuentran adheridos en el interior de los poros de las particulas de sedimento o
formando complejos de inclusién interna con los acidos himicos. El costo de adquisicién y operacién de los
equipos que emplean este tipo de energias, comparado con la ELP y SFE, provocan que las técnicas de
extraccion asistidas por microondas y ultrasonido se popularicen rapidamente. Se han empleado técnicas de
extraccion asistidas por microondas para plaguicidas [17, 19, 26-27] y HAP’s [17, 19], asi como

extracciones por ultrasonido para cada uno de los grupos de compuestos [25, 28-31].

Debido al gran niumero de variables que afectan a cada una de las técnicas de extraccion y los
parametros particulares para cada grupo de compuestos, el desarrollo y la optimizacién requieren del uso
de herramientas quimiométricas para establecer las condiciones dptimas de la extraccién en conjunto de
los analitos y para evaluar la interaccién de los distintos factores. El uso de este tipo de herramientas
estadisticas facilita el desarrollo de metodologias analiticas, incrementando la resolucion entre los valores
asignados a cada parametro, disminuyendo costos y tiempo, ademas de evaluar de manera simultanea la

robustez del método.

El presente trabajo comprende el desarrollo y la optimizacidn de la extraccién asistida por
microondas focalizadas a presion atmosférica (EAMFPA) y la extraccidon por bafio ultrasonido (EBU) en
muestras de sedimento de 16 hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) y 14 plaguicidas pertenecientes

a los grupos de los compuestos organoclorados, organofosforados y piretroides. Estas técnicas de extraccion
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1. Introduccién

se compararon con la extraccidn Soxhlet del método EPA-3540C-1996 [32]. El andlisis se llevd a cabo
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). Finalmente, empleando la
EBU, se realizé un estudio periddico a muestras de sedimento provenientes de cuencas del rio Lacantin con

la finalidad de evaluar la calidad del agua.



2. Objetivos

2. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la extraccién en conjunto de 16 HAP’s, 8 plaguicidas organoclorados, 5 organofosforados y un

piretroide de muestras de sedimento mediante extraccion por bafio de ultrasonido (EBU), extraccion

Soxhlet y extraccidn asistida por microondas focalizadas a presion atmosférica (EAMFPA).

Objetivos Particulares

Establecer y optimizar las condiciones para la extraccion en conjunto de HAP’S y plaguicidas
organosforados, organoclorados y piretroides mediante EBU y EAMFPA en muestras de sedimento.
Establecer las condiciones cromatograficas para la separacién y la deteccion de los HAP’s y los
plaguicidas por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Comparar las eficiencias de extraccion de la EBU y EAMFPA con la extraccion Sohxlet (EPA-3540C-
1996) para identificar el método mas adecuado para el monitoreo de los analitos en muestras
ambientales.

Evaluar el efecto matriz mediante el uso de muestras de sedimento fortificadas.

Implementar una metodologia mediante extracciéon en fase sdlida para la cuantificacion de los
analitos en muestras de agua.

Determinar los limites de deteccidon y cuantificacién instrumentales asi como del método para los
analitos estudiados.

Realizar un estudio periddico a muestras de agua y sedimento provenientes de cuencas de rio
Lacantin para determinar la calidad del agua de la regidon y el impacto de la presencia de
asentamientos humanos en regiones aledaias a la reserva de la Biosfera de Montes Azules, Chiapas,
México.

Evaluar pardmetros de validacidon y establecer un programa de control de calidad para asegurar la

confiabilidad de los resultados a lo largo del periodo de estudio.
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3. Antecedentes

3. ANTECEDENTES

3.1 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP’s) son un grupo de compuestos organicos persistentes
formados por dos o mas anillos aromaticos conjugados. Pueden formarse de manera natural por reacciones
a bajas temperaturas (<150 °C) y/o a elevadas presiones, motivo por el cual constituyen una fraccién
importante en los hidrocarburos provenientes del petréleo; también pueden ser emitidos de fuentes
naturales y petrogénicas como las emisiones volcanicas y los incendios forestales [12, 13]. La combustién
incompleta de la materia orgdnica, como madera y productos derivados del petrdleo, son una de las
fuentes de mayor generacion de este grupo de compuestos; las tasas mas importantes de emisidon resultan
de procesos industriales y actividades humanas [35].

En el ambiente los HAP’s se encuentran como mezclas complejas y no como compuestos simples. La
presencia y/o proporciones de los compuestos individuales que los constituyen varian considerablemente
en funcién de la materia de origen. Debido a esto se han podido clasificar con base en su procedencia en 3
grandes grupos:

e Petrogénicos: relacionados con el petréleo crudo y los productos refinados de este. Como ejemplos
representativos se encuentran: los compuestos homédlogos del naftaleno, fluoreno, fenantreno
dibenzotiofeno, entre otros.

e Pirogénicos: aquellos generados por la combustion de combustibles fésiles o materia organica,
como la madera. Son representativos los compuestos de 3, 4 y 5 anillos, el perileno vy el
fluoranteno son por lo general los mas abundantes.

e Biogénicos: son los generados por los procesos bioldgicos a partir de algunos precursores como los
terpenos de plantas, algunos de estos principales HAP’S formados son el fenantreno y el criseno

[36].

La presencia de ciertos tipos de HAP’s es utilizada como marcador quimico indicativo de la quema de
bosques, derrames petroleros y combustién de combustibles fosiles pudiendo denotar algunas industrias,
carreteras o rutas de navegacién. Dada la variedad de origenes que pueden tener los HAP’S en la naturaleza,

se han establecido relaciones de cocientes de algunos HAP’s como indicadores de procedencia. La tabla
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3. Antecedentes

3.1.1 muestra algunos valores de relaciones de concentracion de HAP’s para identificar la posible fuente de
origen. [13]. Algunos HAP’s heterociclicos como el dibenzofurano y el dibenzotiofeno, tienen
primordialmente un origen petrogénico; sin embargo, también se pueden formar a través procesos
pirogénicos y biogénicos. Es comun encontrar dibenzotiofeno en sedimentos maduros que contienen
azufre; su formacién ocurre a través de precursores como terpenos, acidos humicos e hidrocarburos
aromaticos (ej. bifenilo), por lo que su presencia se ha correlacionado con el grado de madurez de un

sedimento [37, 38].

Relacion Pirogénico | Petrogénico
Fluoranteno/Fluoranteno+Pireno Valor<0.5 | Valor>0.5
Fluoranteno /Pireno Valor<1 Valor>1
Fenantreno/Antraceno Valor 210 Valor< 10
Naftaleno/Fenantreno Valor<1 Valor>1

Tabla 3.1.1 Valores de las relaciones de HAP’s como indicadores de
procedencia [13].

3.1.1 Propiedades fisicoquimicas

La mayoria de los HAP’s estan constituidos de 2 a 6 anillos aromaticos; la presién de vapor vy la
solubilidad son las principales propiedades fisicoquimicas determinantes que controlan su distribucion entre
los componentes solubles y particulados en la atmdsfera, la hidrosfera y la bidsfera. Los HAP’S de mas bajo
peso molecular, son ligeramente solubles en agua (naftaleno, 31 mg/L) y mas volatiles, mientras que los de
mayor peso molecular llegan a ser insolubles en agua (dibenzo[a,h]antraceno, 0.0005 mg/L) y relativamente
no volatiles. Los HAP’S se encuentran en un rango de log P (coeficiente de particidon octanol-agua) entre 2.9
y 6.84 siendo desde moderadamente hasta bastante lipofilicos; ésta es la principal propiedad determinante
de su fuerte adsorcién a las particulas de materia orgdnica y a la bioacumulacion a la cual estan sujetos.

La tabla 3.1.2 muestra algunas de las propiedades fisicoquimicas de los HAP’s estudiados.
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Tabla 3.1.2. Propiedades fisicoquimicas de los HAP's estudiados.
Solubilidad en Presion de
s P. eh. Densidad LogP
Estructura Nombre PM (g/mol) | P.f.[°C) o) (&/m) agua {mngfL]a Vapor EPa] a {octanol/agua)
25 °C 25 °C
@:} Indeno 116 (L8 175 0,98 30 150 2,9
o}
Dibenzofurana® 168 81-85 285 NR 3 2,32 3,18
Dibenzotiofena® 184 97-100 333 1,2 1,4 MR NR
Naftaleno’ 128 80 218 1,2 31 11 3,3
Bifenilo 154 70,5 256 1014 6,94 1.2 3,98
(% Acenafteno” 154 95 279 1,19 1,93 0.59 3,98
GG Acenaftilena” 152 78 280 0,9 3,93 3.86 4,07
Q.@ Fluoreno® 166 116 295 1,2 1,98 0,04 4,18
S NS 2 "
| \I: ] Antraceno 178 218 342 1,25 0,76 2.26x10 4,45
NN
G g Fenantreno” 178 99 336 1,06 1,2 0.09 4,45
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Continuacién Tabla 3.1.2. Propiedades fisicoquimicas de los HAP's estudiados.

Solubilidad en

Presion de

Estructura Nombre PM (g/mol) P.f. [°C) P. eb. (°C) D{Eg',;sr::jd aguazi,n:iﬂ] a Uapzu; i Ea} a ( nctalr_:)iragua]
[".? Pirenc” 202 156 404 1,27 0,77 3,3x10™ 4,38
Fluoranteno® 202 107 384 1,25 0,26 6.66x10™ 49

@
Ge g Benzo[a)antracena’ 228 155 438 NR 0,01 2.93x10° 5,61
C gjﬁ Benzo[a]pireno 252 179 310 1,4 2x107 7.46x107 6,05
Gj.g Benzo[klfluoranteno’ 252 215 480 NR 7x10* 1.28x10° 6,06
(D

Dibenzo[a,h]antracenc” 278 267 524 1,28 5x10™ 1.33x10° 6,34

NR: Mo reportado
1. HAP's Heterociclicos

2. HAP's prioritarios para la EPA
Referencias: 11, 38,39
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3. Antecedentes

3.1.2 Toxicidad de los HAP’S

Por si solos los HAP’s son poco reactivos y practicamente no toxicos. Su toxicidad es consecuencia de
su transformacién/activacion a productos mas reactivos a través de procesos quimicos o bioquimicos. Los
HAP’S son clasificados como posibles carcinégenos, algunos de ellos son considerados como carcinégenos
completos ya que actlan como iniciadores y promotores de tumores (ej. Benzo[a]pireno y
dibenzo[a,h]antraceno). El metabolismo de los HAP’s (figura 3.1.1) se limita basicamente a la oxidaciéon
catalizada por las enzimas del grupo P-450 llevando a la formacidn de varios epdxidos; bajo condiciones
celulares, algunos de ellos forman aductos con el ADN, pudiendo adicionalmente producir mutaciones en

los oncogenes y genes supresores de tumores favoreciendo asi la promocién de un tumor [12, 13, 15].

“ HAP Aductos
O‘O Ej. Benzo[a]pireno HAP-Proteinas

Activacion
enzimatica Aductos
Metabolitos reactivos . HAP-ADN
> “electréfilos” Efecto genotdxico
Hidrofilicos Carcindgenos
e L, M ecanismos de
Degt}c;(rlrf]la(ilaa on reparacion (_1e ADN,
Conjugados apoptosis, ¢?
Hidrofilicos L
M utacién de genes
supresores de tumores

y oncogenes

v
Excrecion

Figura 3.1.1 Metabolismo de los HAP’s, etapas previas a la carcinogénesis [13].

La ASTDR (Agency of Toxic Substances & Disease Registry) ha identificado a 17 HAP’s (naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[ajantraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]jantraceno, benzo[g,h,i]perileno,
indeno[1,2,3-cd]pireno] y benzo[e]pireno) cuyo potencial cancerigeno ha sido demostrado e implican riesgos
sobre la salud humana y el ambiente; sin embargo, no se descarta que otros compuestos de este grupo
tengan propiedades carcinogénicas [41, 42].

Se ha observado que la intensidad de su toxicidad en organismos acudticos es afectada por los niveles
de radiacion UV a los cuales han sido expuestos; los HAP’s incrementan su toxicidad en presencia de
radiacion UV debido a reacciones de fotooxidacién que los transforman en productos oxidantes muy

reactivos [13, 43, 44].
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3. Antecedentes

3.1.3 Degradacion de HAP’s

Numerosas especies de bacterias, levaduras, hongos y algas son capaces de degradar a los HAP’s. Las
bacterias son el principal grupo de microorganismos involucrados en el la degradacién de los HAP’s en
suelos y sedimentos. La degradacién aerdbica ha sido la mas estudiada y ha demostrado que resulta ser mas
abundante y eficiente respecto a la degradacién anaerobia [45, 46]. La eficiencia de degradacidn depende
en gran medida de la biodisponibilidad del HAP, la cual dependera de sus propiedades fisicoquimicas, las
propiedades fisicoquimicas del suelo/sedimento, el/los tipo(s) de microorganismos, entre otros factores
como: la temperatura, las corrientes y el contenido de oxigeno. El tiempo de vida media de los HAP’s en
suelos/sedimentos muy reactivos es por lo general <10 dias para HAP’s de dos anillos, <100 dias para HAP’s
de 3 anillos y mayor a 100 dias para HAP’s de 4 6 mas anillos [47, 48].

La figura 3.1.2 muestra los procesos mas significativos que ocurren durante la introduccién de los HAP's
de origen petrogénico y pirogénico a sistemas acuaticos. Los HAP’s de origen pirogénico muestran mayor
persistencia y menor susceptibilidad a la degradacion microbiana y la fotooxidacién comparados con los
HAP’s petrogénicos; esto es debido a que desde su formacion y emision al ambiente se asocian a particulas

de cenizas, carbono organico y hollin [13, 49].

HAP’s Pirogénicos
asociados a particulasde
cenizas Ajre

HAP’s
Petrogénicos

Biodegradacion

Sedimentacién

Figura 3.1.2 Principales procesos
que afectan a la distribucion y

N N N | destino de los HAP's de origen

petrogénico 'y pirogénico en
v

(

sistemas acuaticos [13].

Agua

3.1.4 Distribucién y destino de los HAP’s en el ambiente

A nivel global, las mayor emisién de HAP’s es hacia la atmosfera, origindndose por la combustion

incompleta de la materia orgdnica. Los HAP’s en la atmosfera se adsorben a particulas de polvo o ceniza y
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3. Antecedentes

eventualmente se depositan sobre cuerpos de agua superficiales debido a la precipitacion o difusion de las
particulas; una vez ahi, debido a su lipofilicidad, se adsorben sobre la materia organica presente en los
sedimentos, pudiendo posteriormente absorberse por los organismos acudticos. De manera similar los
HAP’s suspendidos en la atmdsfera se pueden adsorber sobre complejos coloidales de acidos himicos en el
suelo y posteriormente ser absorbidos por organismos que en él habitan. Aparte de los mecanismos de
distribucidn aéreos, se pueden liberar al ambiente de manera directa hacia los cuerpos de agua y el suelo
mediante derrames de crudo y desechos industriales.

Los HAP’s pueden bioacumularse en algunos organismos acuaticos invertebrados que carecen de un
metabolismo efectivo, como los moluscos y las pulgas de agua (Daphnia ssp.); la tasa de bioconcentracién
depende significativamente de la biodisponibilidad del los HAP’s [12, 13, 15, 50]. Por otro lado, los peces y
otros organismos vertebrados los metabolizan adecuadamente interrumpiendo asi el proceso de
biomagnificacion. Los moluscos y la mayoria de organismos acuaticos invertebrados rara vez expresan
monooxigenasas del grupo P-450, las cuales, resultan ser el principal mecanismo efectivo de
biotransformacion de los HAP’s. Cabe recordar que un metabolismo efectivo favorecera la desintoxicacién;
sin embargo, se producira de manera simultanea su activacion, motivo por el cual se ha observado la mayor

toxicidad sobre organismos secundarios de la cadena trdéfica [12, 15].

3.2 PLAGUICIDAS

Un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinada a prevenir, controlar, repeler o
destruir cualquier plaga, incluyendo los vectores de organismos causantes de enfermedades humanas o de
los animales, plantas no deseadas (hierbas), hongos, microorganismos y virus. La definicion también abarca

las sustancias reguladoras del crecimiento de plantas, desfoliantes y desecantes [7, 10, 51, 52].

Los plaguicidas pueden clasificarse en funcién del organismo blanco (ej. insecticidas, herbicidas,
fungicidas, etc.), de su estructura quimica y de su estado fisico. Basados en la estructura quimica se pueden
distinguir 4 grandes grupos que incluyen a los organoclorados, los organofosforados, los carbamatos y los
piretroides. Estos cuatro grupos de compuestos se emplean primordialmente como insecticidas cuyo uso se
extiende desde el agro-industrial al doméstico [7, 10, 52]. Algunas de las propiedades fisicoquimicas de los

insecticidas estudiados se muestran en la tabla 3.2.1.
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Tabla 3.2.1. Propiedades fisicoquimicas de los insecticidas estudiados.

- Densidad | Solubilidad en agua Ll
Estructura Mombre PM (g/mol) P.f. (°C) P.eb. [°C) (&/ml) (mg/L) a 25 °C Vapor (Pa)a | LogP (octanol/agua)
25°C
p,p-DDT 354.5 109 185 0.99 0.006 2.5x10° 6.91
p.p-DDE 318.03 86 336 MR 0.12 gx10™ 6,51
o
133“- ’j“f“"[ p.p-DDD 320.04 110 350 1.39 0.09 0.18 6.02
& -1
Metoxicloro 345.7 89 MR 1.41 0.1 gx10” 5.83
Heptacloro 373.5 a5 145 1.57 0.056 4x107 5.44
Aldrin 364.9 104 145 1.6 0.027 3x107 6.5
Dieldrin 380.9 177 385 1.75 0.14 2.4x10° 3.7
Se
d 5

Endrin 380.9 200 Escompone 1.84 0.24 2.67x10° 3.2

por encima

de 245 °C
Lindano 250.8 113 323 1.85 7.3 5.6x107 33
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Continuacién Tabla 3.2.1. Propiedades fisicoguimicas de los insecticidas estudiados.

. .. Presion de
Estructura Mombre PM (g/mol) P.f. (°C) P. eh. [°C) ng';sr:'ldl_ﬂ]d SDIE‘::HEI:,T?: ;: fgua Vapor (Pa)a | LogP (octanol/agua)
25°C
Mirex 5455 485 NR NR 0.085 NR 5.28
Oy, 0
d Endosulfan 406.9 80 NR 1.18 0.32 8.3x10™ 3.13
cl
(=)
G\P‘-. = - -4
477 Metil-paration 263.2 35.5 NR 1.36 55 210 3
N | on
HaC
. /O/L { MJL\L Paration 291.2 6.1 NR 1.26 12.4 8.9x10™ 3.83
g h’:} "
E:I. Se
P descomponeg
J-LLD Fosalona 367.8 46.9 P 1.49 1.4 1.5x107 4.01
¥ . por encima
. de 175°C
™, o Se
S S descompone 7
i Metil-azinfos 317.3 73 . 2.52 25 5x10 2.96
"\C por encima
- de 200 °C
S
K \m‘ Cumafos 362.7 95 NR 138 15 1.3x10° 3.86
H.:‘—"’] L. cl
Se
; Malation 3303 20 descompone 1.23 148 3.1x10° 2.75
o por encima
de 174°C
J:Yt\( Permetrina 391.3 34,5 NR 1.29 0.2 mx10? 6.1

MNR:

No reportado

Referencias: 11, 38,39, 52
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3.2.1 Insecticidas Organoclorados

Los insecticidas organoclorados estan constituidos primordialmente por moléculas de carbono
hidrégeno y cloro. Se caracterizan por su elevada persistencia en el ambiente y en los organismos. Se
subdividen con base en su estructura quimica en tres grandes grupos; el DDT y compuestos relacionados,

los ciclodienos y los isdmeros del hexaclorobenceno [10, 12].

El DDT se comercializd en 1939 para el control de la malaria y la tifoidea; posteriormente se
extendieron sus usos para el control de plagas en la agricultura y en los bosques. En la década de los 60s se
prohibid su uso al descubrir sus propiedades de persistencia en el ambiente y los efectos toxicoldgicos
secundarios que lo acompafiaban. El isomero p,p-DDT muestra la mayor toxicidad y persistencia en el
ambiente y organismos. Sus principales productos de degradacion son la descloracién (p,p-DDE) y la
descloracion reductora (p,p-DDD), dichos productos siguen presentando una elevada persistencia y
toxicidad. La degradacion del DDT en suelos y sedimentos por los microorganismos ocurre de manera lenta,
presentando un tiempo de vida media aproximado de 17 afos [4, 12]. Otros compuestos analogos, como el
metoxicloro tienen una menor persistencia (tsp= 120 dias); sin embargo, su uso decayé debido a su
toxicidad [10]. Los ciclodienos (ej. Aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro, endosulfan, mirex, etc.) fueron
comercializados en la década de los aflos 50, se utilizaron para el control de numerosas plagas y vectores
de transmisién. Aios mas tarde se demostrd su elevada toxicidad y persistencia en vertebrados, limitando
su uso hacia los 80s [7, 12]. El hexaclorobenceno (HCB) fue descubierto en la década de los 40s, se utilizd
ampliamente para el control de plagas de cultivos y ectopardsitos en ganado. Actualmente el y-HCB
comunmente conocido como Lindano es utilizado para el tratamiento de ectoparasitos en ganado y

humanos [7, 10, 12].

Los insecticidas organoclorados, con excepcion del HCB y sus derivados, son antagonistas de los
canales de Na' en la membrana neuronal, lo que induce una prolongacién del mecanismo de
despolarizacién de la neurona después de un potencial de accién, manteniendo una polarizacién constante
y llevando a una sobreexcitacion del sistema nervioso central, provocando la disrupcion de la
termorregulacion, paralisis, convulsiones, paro respiratorio y cardiaco. El HCB presenta un mecanismo
similar; sin embargo, actla como antagonista del receptor GABA (acido y-aminobutirico), el cual cumple con

la misma funcién que los canales de Na* en la membrana neuronal [3, 7, 12].

20



3. Antecedentes

Los insecticidas organoclorados son muy susceptibles a procesos de bioacumulacidn por presentar
una elevada lipofilicidad (tabla 3.2.1) y se biomagnifican facilmente a través de las cadenas trdéficas. El
impacto ambiental en sistemas acuaticos se extiende desde los invertebrados hasta los vertebrados que
dependen de la fauna del rio . Se absorben principalmente en el tejido adiposo y tienen una baja tasa de
degradacion metabdlica por lo que estdn asociados a varias enfermedades crénicas. Se han correlacionado
con varias clases de cdncer, dafos neuroldgicos, el mal de Parkinson, defectos de nacimiento,
enfermedades respiratorias y anormalidades en el sistema inmune. Los principales efectos carcinogénicos
se observan a nivel hepatico ya que llegan a manifestar sus efectos ya sea con o sin activacién metabdlica,

siendo algunos metabolitos similarmente o mds tdxicos e igual de persistentes [4, 6, 8, 12, 53-54].

3.2.2 Insecticidas Organofosforados

Los insecticidas organofosforados mantienen en comun el mecanismo de accién al ser inhibidores
de la enzima acetilcolinesterasa (AcEst), manifestandose efectos agudos similares a los que presentan los
insecticidas organoclorados sobre la neurotransmisién. A diferencia de los insecticidas organoclorados, no
tienen tiempos de vida media bioldgicos tan largos, por lo que no se biomagnifican a través de los
eslabones de la cadena trofica. Este tipo de insecticidas sustituyd a los organoclorados por tener un
impacto ambiental menos severo al biodegradarse mas rdpidamente y ser menos persistentes en el
ambiente; sin embargo, no presentan la misma eficiencia en el control del plagas como los insecticidas
organoclorados. A pesar de la ausencia de efectos crdnicos severos, algunos de ellos poseen la desventaja
de tener una toxicidad aguda muy elevada [6, 10, 12]. Los insecticidas organofosforados presentan

cualquiera de las siguientes estructuras generales:

Figura 3.2.1. Estructuras quimicas
a R, |C|) b) Ry ﬁ generales de los insecticidas
N N organofosforados. a) Insecticidas del
/ y tipo oxdn; b) insecticidas del tipo tidn
R R, [10, 12].

Los insecticidas que mantienen una estructura en donde el fosforo estd unido al oxigeno (figura
3.2.1 a.) se denominan “oxones”, mientras los que tienen el fésforo unido a una molécula de azufre (figura
3.2.1 b.) se denominan “tiones”. El grupo X es denominado el grupo saliente por ser susceptible a un
ataque hidrolitico ya sea bajo condiciones quimicas o bioquimicas. Los insecticidas del tipo oxén son mucho

mas reactivos e inestables que los del tipo tidn, ademds de ser un mejor sustrato para la AcEst. Esto es
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debido a que el oxigeno es mas electronegativo que el azufre, por lo que los oxones estan mas polarizados y
por ende mas susceptibles a la hidrélisis. Los tiones no son inhibidores efectivos de la AcEst por si solos, por
lo que necesitan ser convertidos a oxones por monooxigenasas de grupo P-450 antes de expresar su
toxicidad; no obstante, son mas estables ambientalmente, por lo que existe una gran variedad de estos [7,
10, 12]. Se hidrolizan con relativa facilidad en suelos, sedimentos y agua, su tasa de hidrélisis depende del
pH e incrementa conforme éste lo hace. Son susceptibles a la fotodescomposicidon y a pesar de su
volatilidad, no sufren gran transporte; es por eso que sus efectos se ven limitados en tiempo y espacio y por
lo general manifiestan sus efectos en sitios cercanos a su aplicacion [57, 58]. Debido a esto, son formulados
en presentaciones de liberacidn prolongada para mantener una mayor persistencia. En sistemas acuaticos
se adsorben primordialmente sobre la materia organica del sedimento, donde se degradan por los
microorganismos; una pequefia proporcion llega a ser absorbida por invertebrados, en donde, casi en su

totalidad se metabolizan y rara vez llegan a los vertebrados [4-6, 8, 12, 57].

3.2.3 Piretroides

Los piretroides son un grupo de insecticidas sintéticos que poseen una estructura quimica similar a

las piretrinas (figura 3.2.2).

HsC CH imi iretri
s 8 Figura 3.2.2. Estructura quimica de las piretrinas.

CH
3 Piretrina I: R=CHj3; piretrina Il: R=CO,CH; [10].

HiC

CH,

Las piretrinas son un grupo de compuestos organicos que se encuentran de manera natural en
plantas del género Chrysanthemum sp. Las piretrinas se degradan rdpidamente en el ambiente por efecto
de la luz y del calor; ademds, en medios acuosos se hidrolizan facilmente en productos no todxicos,
presentando en este medio un tiempo de vida media aproximado de 2 horas [7]. Su modificacidn quimica
dio lugar a los piretroides, los cuales a pesar de no ser considerados de elevada persistencia, presentan
tiempos de vida media en el ambiente entre 30 y 60 dias. Actlan sobre los canales de Na* de la misma
manera que los insecticidas organoclorados y debido a su elevada lipofilicidad (logP entre 4.5-6.5) se
adsorben facilmente en suelos y sedimentos favoreciendo su persistencia. Aunque los organismos también

los absorben, no se biomagnifican ya que los metabolizan con relativa facilidad las monooxigenasas del
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grupo P-450. Actualmente son los mas utilizados al ser amigables con el ambiente [5, 8, 12]. Su toxicidad
sobre sistemas acuaticos es bastante elevada, afectando principalmente a los invertebrados, por lo que se
han implementado varias restricciones y medidas de control sobre su uso en regiones que implican un
riesgo de contaminacion de cuerpos de agua [5-7, 12].

La permetrina es uno de los piretroides representativos, se utiliza ampliamente como acaricida e
insecticida agro-doméstico. Muestra poca toxicidad sobre los mamiferos, presentdndose sélamente
reacciones de hipersensibilidad en la mayoria de los casos [10, 12]. No se ha demostrado, pero se sugiere
una exposicion crénica a la permetrina y otros piretroides pueden producir cancer y afectar la capacidad de

reproduccion en algunos animales [53].

3.3 TECNICAS DE EXTRACCION DE CONTAMINANTES ORGANICOS DE SEDIMENTOS

La extraccion de los analitos de una matriz forma parte del proceso de preparacion de la muestra, el
cual es indispensable para su analisis por alguna técnica instrumental. La extraccidn, ha sido una de las
partes menos evolucionadas en varios de los métodos analiticos; actualmente, la extraccion Soxhlet,
descubierta en 1879, es utilizada en varios laboratorios de rutina. En la dltima década, la investigacién en
nuevas técnicas de extraccién que facilitaran la automatizacion, la reduccion de los tiempos de extraccién y
la disminucién de los volimenes de disolventes orgdnicos para la reduccién de la generacion de
contaminantes y disminucién de los costos de preparacion de muestra ha incrementado drasticamente. Se
han desarrollado técnicas como la extraccion por fluidos supercriticos (SFE), extraccion asistida por
microondas (EAM), extraccién asistida por microondas focalizadas a presion atmosférica (EAMFPA),
extraccién por liquidos presurizados (ELP) y la extraccién asistida por ultrasonido (EAU). Estas técnicas han
permitido una drastica reduccién en los tiempos de extraccién. La tabla 3.3.1 muestra la comparacion entre
algunas técnicas recientes de extraccién y su comparacién con la extraccion Soxhlet.

Algunas de estas técnicas se han estudiado para grupos individuales de los analitos incluidos en el
presente trabajo; sin embargo, no es posible extrapolar parametros para realizar una extraccion en
conjunto debido a que cada grupo de analitos interactia de manera distinta con la matriz, por lo que se
requiere la optimizacidon de parametros para favorecer la extraccién en conjunto y no emplear parametros

para extracciones selectivas a los grupos de los compuestos estudiados.
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Tabla 3.3.1. Comparacion entre técnicas de extraccion recientes con la extraccién Soxhlet.

Técnica de extraccion

soxhlet®

ELP®

SFE®

EANM"®

EAMFPA®

eauf

La muestra es colocada
en un cartucho poroso y
mediante un extractor
Soxhlet, es percolada

La muestra Y el
disolvente son
calentados v
presurizados en  un

La muestra es colocada en un vial de alta
presion y es extraida con un fluido
supercritico (el mas comun es COz a
presiones entre  150-450 bar vy

La muestra es sumergida
en un disclvente capaz
de absorber las
microondas. La mezcla es

La muestra es sumergida
en un disolvente capaz de
absorber las microondas.
La mezcla es colocada en

La muestra es sumergida en
un disolvente y depositada en
un recipiente; éste se coloca
en un bafio de ultrasonido o

Descripcion repetidas veces con los | compartimento para | temperaturas entre 40-150 OC]. Los | colocada en un | un vial abierto y éste es | se le introduce una sonda
general vapores condensados | extraccion. Cuando la | analitos son recolectados en un pequefio | contenedor que se sella y | irradiado con | ultrasonica.
del disolvents. extraccion termina, el | volumen de algin disolvents © en un | ést2 es irradiado con | microondas.
extracto es transferido | adsorbente en estado solido, el cual, es | microondas.
automaticamente a un | posteriormente  lavado con  algdn
vial. disolvente.
Tiempo de 3-48h 5-30 min 10-60 min 3-30 min 10-60 min 3-60 min
extraccion
Tamarfio de la
muestra 1-30 g 1-30g 1-5g 1-10g 1-30 g 1-30g
Volumende | o 06 mL 10-100 mL 1-3ml (trampa solida) 5-20 ml {rampz | 4 a0 ) 10-150 mL 30-200 mL
disolvente liquida)
Inversion Baja Elevada Elevada Moderada Moderada Baja
- Mo se requiere -Extraccion rapida -Extraccion rapida -Extraccion rapida -Extraccion rapida - Extraccion rapida
filtracion - Pequefios volumenes | -Minimos volimenes de disolventes -Multiples extracciones -Peguenos volumenes de | -Multiples extracciones
de disolventes -Elevadas temperaturas -Pequefios volimenes de | disolventes
-Elevadas temperaturas | -Selectividad respecto a las interferencias | disolventes
-No requiere filtracion de la matriz -Elevadas temperaturas
Ventajas -Automatizable -No requiere filtracion
-No es necesaria la limpieza de la
muestra
-Los extractos no requieren
CONCENtracion
-Automatizable
-Largos periodos de -5e requiere limpieza de | -Muchos parametros a optimizar -El disolvente debe -El disclvente debe -Elevados volimenes de
extraccion la muestra absorber las microondas | absorber las microondas | disolvente
-Elevados volimenes de -5e requiere limpieza de | -5e requiere limpieza de -Se requieren extracciones
Limitantes disolvente la muestra la muestra SUCEsivas

-Se requiere de limpieza
y concentracién de la
muestra

-Es necesario esperar al
enfriamiento de las
muestras

-Es necesario esperar al
enfriamiento de las
muestras

-Se requiere de limpieza y
concentracion de la muestra

a) Ref: [16-19, 55-60]. b) Extraccion por liguidos presurizados, Ref: [16, 18, 22-24]. ¢) Extraccion por fluidos supercriticos, Ref: [18-21], d) Extraccion asistida por microondas, Ref:
[1B, 18, 25, 25, 58-62]. e) Extraccion asistida por microondas focalizadas a presion atmosférica, Ref: [58, 59, 62]. f) Extraccidn asistida por ultrasonido, Ref: [24, 27-30].
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3. Antecedentes

3.4 MICROONDAS

Las microondas son un tipo de radiacidon que se sitdan en la region de transicién entre la radiacién
infrarroja y la de radiofrecuencia, a frecuencias entre 300 GHZ y 300 MHZ (1 Hz = 10° MHz, 10° GHz) (Figura
3.4.1). Las microondas viajan de manera similar que las ondas de luz; se refractan al variar la densidad del
medio, son reflejadas por objetos metalicos, las absorben por algunos materiales dieléctricos y son capaces
de atravesar algunos materiales dieléctricos sin una absorcién significativa (ceramica y plasticos) [63, 64].
Los equipos convencionales de microondas operan a 2450 MHz, siendo esta frecuencia adecuada para el

calentamiento del agua y principalmente para evitar interferencias entre ondas de radio y radares [59, 64].

X ., Rotacién
Vibracién
P -_— — g
Qcp ! * ! (= 'il i ‘\ —
< - o' &
Frecuencia (Hz) 10% 108 1016 104 10%2 108
I I I I I I ° I I I I Al T
Rayos Rayos Rayos X uv E Infrarrojo Micrdondas | 2
césmicos | gamma > =
] 1 ] 1 ] ] ] ]
Longitud de onda (m) 1012 1011 108 10€ 103 107

2450 MHz

Figura 3.4.1. Espectro electromagnético [63].

El calentamiento producido por las microondas ocurre por efecto directo sobre las moléculas a
través de la migracidn idnica y la rotacion dipolar. La migracidon idnica no es mas que la migracion
electroforética de los iones en presencia de un campo electromagnético; la resistencia a este flujo opuesta
por el disolvente genera friccidn, la cual contribuye al calentamiento de la disolucién. La rotacién dipolar se
refiere al reordenamiento de los dipolos en presencia de un campo electromagnético; este movimiento
molecular forzado resulta en el calentamiento del disolvente. La capacidad de absorcién de microondas por
un disolvente y su conversion en calor depende del factor de disipacidn (tan 8) definido por la siguiente
ecuacion:

tand = 8”/8’
en donde €” es el factor de transferencia dieléctrica (medida de la eficiencia de conversidon de energia en
forma de microondas a calor) y €’ es la constante dieléctrica (medida de la polarizabilidad de la molécula en
presencia de un campo eléctrico). Las moléculas polares y las soluciones idnicas absorberan las microondas
eficientemente por poseer un momento dipolar permanente; por otro lado, las moléculas no polares como

el hexano, no generaran calor al no ser perturbadas por las microondas. Valores de distintos factores para
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algunos disolventes pueden encontrarse en las referencias: [59, 63]. En  presencia de medios
estructuralmente no homogéneos que contienen moléculas con distintas propiedades dieléctricas, las
microondas pueden producir un calentamiento selectivo sobre ciertas dreas o componentes de la mezcla;
este fendmeno también conocido como supercalentamiento, el cual se refiere a puntos donde la

temperatura local es muyo mayor que la temperatura medida en el medio [59].

El calentamiento por microondas ocurre de manera homogénea y se puede controlar y reproducir
facilmente a diferencia del calentamiento por conduccién y conveccion. El mecanismo de extraccién es
debido al calentamiento, pudiéndose diferenciar en 3 distintos mecanismos:

a) La muestra es sumergida en un disolvente o una mezcla de éstos, ambos son capaces de absorber
las microondas eficientemente.

b) La muestra es sumergida en una mezcla de disolventes, en los cuales se realizan combinaciones de
distintas proporciones de disolventes con elevados, bajos o nulos factores de disipacion.

c) La muestra es sumergida en un disolvente incapaz de absorber las microondas; en este caso, la

muestra debe ser capaz de hacerlo.

La particion de los analitos ocurre por cualquiera de los mecanismos de calentamiento antes

mencionados o por la combinacidn de éstos, dependiendo en gran parte de la naturaleza de la muestra, el

tratamiento previo a su extraccion y de las propiedades de los analitos a estudiar [63, 59].

3.5 ULTRASONIDO

El ultrasonido es una onda acustica cuya frecuencia esta por encima del limite perceptible por el
oido humano, situada en el rango de los 20 KHz hasta los GHz [65-67]. La figura 3.5.1 muestra los rangos de
frecuencia de los principales campos en los cuales es empleado el ultrasonido [65, 66]. La region de mas
baja frecuencia (20-40 KHz) es cominmente empleada en los equipos de laboratorio quimico para diversos
fines, en esta region, la energia ultrasénica es capaz de producir la cavitacion facilmente. Se ha podido
producir cavitacion a frecuencias cercanas a los 2 MHz; sin embargo, las aplicaciones son limitadas por la
elevada energia requerida [65, 68]. Los usos del ultrasonido dividen en dos grandes grupos:

a) El que se utiliza para la medicidn sin alterar el medio (ultrasonido diagndstico) y se caracteriza por

elevadas frecuencias y baja energia (amplitud).
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b) El utilizado para producir cambios fisicos y quimicos en el medio, caracterizado por emplear bajas

frecuencias y elevada energia (amplitud).

o 10 102 103 10* 105 10° 107 Frecyencia
1 1 1 1

' |

Percepcién Humana ] 16Hz-18kHz Figura 3.5.1. Rango de frecuencias del
Rango convencional del ultrasonido g 20 kHz - 100 kHz sonido y €l ultrasonido [65, 66].

Rango extendido del ultrasonido I 20 kHz - 2 MHz

Ultrasonido diagnostico [ ] 5MHztoGHz

Por ser una onda acustica, el ultrasonido puede ser transmitido por cualquier substancia sélida,
liguida o gaseosa que posea propiedades eldsticas. La onda ultrasdnica produce una perturbacién en el
medio provocando ciclos de expansidn-compresion. Los ciclos de compresidon agrupan a las moléculas,
mientras que los ciclos de expansion tienden a separarlas. En un liquido, el ciclo de expansién genera una
presion negativa que separa las moléculas unas de otras. Si la intensidad del ultrasonido es suficientemente
fuerte, el ciclo de expansidon pude provocar burbujas o cavidades en el liquido. Esto ocurre cuando la
presidon negativa ejercida excede la fuerza de tensién local del liquido. El proceso durante el cual las
burbujas se forman, creceny colapsan de manera implosiva, es conocido como cavitacién (Figura 3.5.2). La
utilidad de la cavitacién en procesos fisicoquimicos es debida Unicamente al colapso de la burbuja y éste
ocurre en el momento en el cual la burbuja no puede absorber mds energia ultrasdnica eficientemente; esta
rapida compresion adiabdtica de los gases y vapores dentro de la burbuja produce temperaturas vy
presiones del orden de 5000 °C y 2000 atm. El tamafio de las burbujas es muy pequefio comparado con el
volumen del liquido, por lo que el calor producido es rapidamente disipado sin producir cambios aparentes
en las condiciones del medio [65-67]. Se ha estimado que la tasa de enfriamiento después de la implosion es

del orden de 10™ °C/s [67].

. 5000 °C Figura 3.5.2. Representacion del
O o O O O O Q % proceso de cavitacion [65].
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Cuando la cavitacion ocurre cerca de una superficie sélida, la dinamica del colapso cambia
drasticamente. En liquidos puros, la burbuja mantiene una forma esférica durante su colapso debido a la
uniformidad del medio que la rodea; en cambio, cerca de una superficie sélida, la burbuja colapsa de
manera asimétrica produciendo flujos de liquido que se impactan contra la superficie a velocidades
aproximadas de 400 km/h [65, 67]. Este fendmeno favorece el impacto entre particulas, beneficiando en
ciertos casos su agregacion/disgregacion [67, 69].

El mecanismo de extraccion de compuestos de matrices sdlidas por ultrasonido, se puede
generalizar a manera de un proceso de ultra-agitacion, facilitando la difusidon de los analitos al medio [65,
66]. La elevada presion y temperatura formadas durante la cavitacidn, producen la formacion de radicales
libres entre otras especies, lo cual, puede favorecer la oxidacidén de ciertos analitos y por consecuencia, la
disminucién en recobros cuando el medio es irradiado en exceso; esta es una de las razones por la cuales se
deben buscar las condiciones adecuadas entre la seleccidon del periodo y la potencia de irradiacion con

ultrasonido [65, 66].

3.6 SEDIMENTO

Un sedimento es cualquier particula de materia que puede ser transportada por el flujo de fluidos y
que eventualmente puede ser depositada. Los sedimentos son transportados principalmente por agua,
viento y glaciares [70]. La depositacidn de las particulas dependerd de varios factores como: tamafio,
forma, composicidn y dinamica de flujo del medio de transporte. Cada uno de los factores es particular para
cada zona de estudio, la depositacion por otro lado, depende fuertemente de las condiciones climaticas y
ambientales. La composicidon de un sedimento es variable, suele ser descrita en funcidon de sus origenes
geoldgicos, la composicién mineral y la materia organica [71, 72]. Algunos sedimentos de rios y arroyos de
llanuras aluviales con pendiente muy escasa, suelen contener cantidades elevadas de materia organica
(>20 %), la cual favorece la adsorcion de contaminantes orgdnicos, por lo que pueden actuar como
concentradores y en algunos casos incrementar la persistencia de algunos contaminantes [8, 72]. Debido a
eso, los sedimentos son un medio adecuado para el estudio de la contaminacidn de varios cuerpos de agua

ya que permiten obtener perfiles a largo plazo cuando un muestreo constante no se puede llevar a cabo.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.0.1 REACTIVOS, MATERIAL, EQUIPO E INSTRUMENTACION

Instrumentacion y equipos

Cromatodgrafo de gases, Hewlet Packard 6890 acoplado a un detector selectivo de masas Hewlet
Packard 5973.

Bano de ultrasonido, Sper Scientific-100005, potencia de 50 W operando a una frecuencia 43 KHz.
Sistema de microondas focalizadas a presién atmosférica, Prolabo-Maxidigest 350, con una
potencia maxima de 300 W.

Rotaevaporador.

Balanza analitica, Onhaus, precision 0.0001 g.

Balanza digital con precisién de 0.1 g, Kern.

Pipeta de 2-10 mL, Labsystems 4500.

Micropipeta de 200-1000 L, Labopette.

Micropipeta de 50-200 pL, Pipetman-Gilson.

Horno, 50-250 °C.

Extractor Soxhlet, capacidad de 25 mL.

Vortex

Reactivos y material

Metanol, grado HPLC, J.T. Baker.

Acetona, grado para analisis de residuos de pesticidas, J.T. Baker.

Hexano 95%, grado HPLC, J.T. Baker.

Cloruro de metileno, grado para analisis de residuos de pesticidas, J.T. Baker
Agua destilada

Discos para extraccion en fase sélida, C-18, Speedisk@, J.T. Baker.

Helio, grado cromatografico. Alltech.
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Nitrégeno, grado cromatografico, Alltech.

Columna capilar ZB-5, 25m x 250um x 0.25um, 95 % metil-fenil polisiloxano.
Silicato de magnesio activado, Fluorisil” J.T. Baker.

Sulfato de sodio anhidro, J.T. Baker.

Cobre micronizado.

Algodén libre de grasa.

Papel filtro de celulosa, 80 um de didametro de poro.

Papel filtro de celulosa, 0.45 um de didmetro de poro, Millipore®.
Matraces volumétricos 10 mL + 0.02 mL, Pirex.

Matraces volumétricos 5 mL £ 0.02 mL, Pirex.

Matraces volumétricos 1 mL £ 0.02 mL, Kimax.

4,4 dibromobifenilo, 98 %, Aldrich. ( Surrogado)
Benzo[alantraceno d-12, 98 %, Cambridge Isotope Laboratories. (Estandar Interno)
Acido laurico, 99.5 %, Fluka.

Hexametildisilano, SIGMA.

Fluorisil, silicato de magnesio activado, malla 60-100, J.T. Baker
Acido nitrico 99.9 %, J.T. Baker

Acido clorhidrico 36.5 %, J.T. Baker.

Hidréxido de sodio, 99.9 %, J.T. Baker.

Sidesterina, Merck.

Tamices malla 10, 175y 325.

Termdémetro -10-400 °C.

Estandares

HAP’s

e Benzo[alantraceno >98% de Sigma

Aldrich.
Acenafteno >98% de Sigma Aldrich.
e Benzo[a]pireno >98% de Sigma Aldrich.
Acenaftileno >98% de Sigma Aldrich.
e Bifenilo >98% de Sigma Aldrich.
Antraceno >98% de Sigma Aldrich.
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Dibenzo[a,h]antraceno >98% de Sigma
Aldrich.

Dibenzofurano >98% de Sigma Aldrich.
Dibenzotiofeno >98% de Sigma Aldrich.
Fenantreno >98% de Sigma Aldrich.
Fluoranteno >98% de Sigma Aldrich.
Fluoreno >98% de Sigma Aldrich.

Indeno >98% de Sigma Aldrich.

Naftaleno >98% de Sigma Aldrich.

Pireno >98% de Sigma Aldrich.
Benzo[k]fluoranteno 98 % de Chem

Service.

Plaguicidas organoclorados:

Lindano >98% de Altech.
Heptacloro >98% de Altech.
Aldrin >98% de Altech.
p,p-DDE >98% de Altech.
p,p-DDD >98% de Altech.

p,p-DDT >98% de Altech.

Dieldrin >98% de Altech.

Endrin >98% de Altech.

Mirex >98% de Altech.

Metoxicloro >98% de Altech.

Endosulfan (96 % de endosulfan |y 4 % de

endosulfan Il) de Altech.

Plaguicidas organofosforados:

e Metil-paration >98% de Altech.
e Paration >98% de Altech.

e Malatién >98% de Altech.

e Fosalona >98% de Altech.

e Metil-azinfos >98% de Altech.
e Cumafos >98% de Altech.

Plaguicida piretroide:

Permetrina (78% Cis-permetrina y 20%

Trans-permetrina) de Chem Service.

NOTA: los métodos EPA establecen que si el estdndar cuenta con una pureza superior al 98% y el rango de
concentraciones de trabajo se encuentra en el orden de partes por billén (ng/mL) se puede prescindir de la

correccién por peso en la preparaciéon de las disoluciones.
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4.0.2 METODOLOGIA

El desarrollo del presente trabajo se subdivide en dos rubros: el principal se enfoca en el desarrollo,
la optimizacién y la evaluacién de parametros de validaciéon de las técnicas de EAMFPA y de EBU y su
comparacion con la extraccidon Soxhlet; la parte secundaria realizada de manera simultdnea consistié en
llevar a cabo el monitoreo de la calidad de agua en cuencas del rio Lacantun a través del anadlisis de
muestras de agua y sedimento. Parte de las muestras de sedimento se analizaron mediante el método EPA-
3540C-1996, mientras que no se establecieron las condiciones éptimas de extraccién mediante el baio de
ultrasonido; posterior a eso, las muestras fueron analizadas mediante dicha técnica de extraccion.

El diagrama de la figura 4.0 muestra el proceso general de andlisis de las muestras, cada paso se
describe con las respectivas variantes que pudiesen llevar ya sea que se tratase de muestras para monitoreo

de la calidad de agua o para el estudio de las técnicas de extraccion.

4.1 TRATAMIENTO PREVIO A LA EXTRACCION

4.1.1 Muestras de sedimento para el estudio de las metodologias de extraccién: las muestras de
sedimento se secaron a 105 °C durante 24 h y se tamizaron con una maya de 2 mm. Se emplearon muestras
de sedimento provenientes de la regién de muestreo cuyo origen procura la ausencia de plaguicidas y
HAP’s; no obstante, se analizaron mediante el método EPA-3540C-1996 para garantizar su ausencia y/o
conocer la concentracidn para realizar las correcciones correspondientes.

4.1.2 Muestras de sedimento para andlisis de calidad del agua: se colocé y extendid la muestra de
sedimento sobre papel absorbente, se removieron restos de hojas, ramas, piedras y cualquier otro objeto
extrafio. La muestra se homogeneizd y se pesaron aproximadamente 20 g + 0.1 g de la muestra hiumeda
(dicha pesada es para asegurar una masa de por lo menos 10 g de muestra en base seca considerando que
la cantidad de agua oscila entre el 50 % y 20 %) y se colocaron en el recipiente de extraccion; a su vez, otra
porcién de la misma muestra pesada bajo la misma precisidon se colocé en un vaso de precipitados y se
introdujo en un horno a 105 °C durante 24 h con la finalidad de determinar el porcentaje de humedad y
realizar las correcciones pertinentes. La porcién para andlisis se mezcld con una cantidad suficiente de

sulfato de sodio anhidro para que la muestra adquiriese una consistencia arenosa.
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Figura 4.0. Diagrama del proceso para andlisis Procesamiento de los
delas muestras de aguay sedimento. datos
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4.2 FORTIFICACION DE LOS SEDIMENTOS

Se pesd una cantidad no mayor a 300 g £ 0.1 g de sedimento previamente tratado y se colocé en un
matraz redondo de 1 L para rotaevaporador; se vertid al matraz un volumen suficiente para cubrir el
sedimento de una disolucién de metanol/acetona (1:1) conteniendo a los analitos a una concentracion
adecuada para fortificar al sedimento a una concentracion aproximada de 50 ng/g. La mezcla se llevd a
sequedad mediante el rotaevaporador manteniendo la temperatura del bafio a 60 °C + 5 °C; se mantuvo una
velocidad intensa de rotacion del matraz para favorecer una adecuada homogeneizacidn y adsorcién de los
analitos con las particulas de sedimento. Este proceso llega a tardar entre 3-5 h.

Después de la fortificacion, los sedimentos se almacenaron por un periodo de 15 dias a temperatura

ambiente antes de ser empleados en los estudios de optimizacidon y validacién.

4.3 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION Y OPTIMIZACION

Para la optimizacion de las técnicas de EAMFPA y EBU se emplearon disefios factoriales fraccionados
con la finalidad de identificar los factores influyentes y seleccionar las condiciones dptimas para la
extraccidén en conjunto de los HAP’s, los plaguicidas organoclorados, organofosforados y la permetrina de
muestras de sedimento realizando el menor nimero de experimentos. Las mezclas de disolventes de
extraccién estudiadas asi como su proporcion (ver sec. 4.3.1 y 4.3.2), muestran ser las mas adecuadas para

la extraccion de este tipo de compuestos, como lo indican estudios previos y algunas normas [17-31, 34].

4.3.1 EAMFPA
Los factores evaluados fueron:
e Mezcla extractante: acetona-hexano (1:1), acetona-cloruro de metileno (1:1).
e Volumen de la mezcla extractante: 20-40mL.
e Numero de extracciones: 1-3.
e Tiempo total de irradiacion: 2-12 min.

e Periodo entre los ciclos de irradiacién: 1-6 min.

Diez gramos de muestra se empacaron con papel filtro y se colocaron en el tubo de extraccién
(figura 4.3). Se adiciond la mezcla extractante y se programé el equipo para realizar los ciclos respectivos.

La potencia inicial de irradiacion se manutuvo constante a 60 W durante 1 minuto, con la finalidad de elevar
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la temperatura de la mezcla de disolventes cerca del punto ebullicidn (49 °C acetona/cloruro de metileno y
52 °C acetona/hexano). Los demas ciclos de irradiacién se mantuvieron constantes a 30 W por un minuto,
siendo esto suficiente para llevar nuevamente a ebullicion a la mezcla extractante incluso después del
periodo maximo de no irradiacidn. El volumen minimo de extraccidn para dicho tamafio de muestra es de
20mL considerando que el area de irradiacion debe estar cubierta por el disolvente y la muestra debe estar
sumergida en su totalidad. Los demas rangos de los factores fueron seleccionados bajo observaciones
llevadas a cabo durante el desarrollo del experimento empleando en todo momento el criterio de disminuir

lo mas posible el tiempo de extraccién.

Refrigerante Figura 4.3. Esquema del sistema de extraccion
asistido por microondas focalizadas a presion
atmosférica.

Disolvente

extractante Tubo de vidrio

Muestra 3
Magnetron

4.3.2 EBU

Los factores evaluados fueron:
e Volumen de la mezcla extractante: 15-30mL.
e Mezcla extractante: acetona-hexano (1:1), acetona-cloruro de metileno (1:1).
e Numero de extracciones: 1-4.

e Tiempo de irradiacién: 3-15 min.

Diez gramos de muestra se depositaron en un vaso de precipitados de 100 mL, se adiciond el
disolvente extractante y se colocé en el bafio de ultrasonido. Se agregd suficiente agua al bafio para cubrir
una tercera parte del vaso, esta condicién se mantuvo constante durante todos los experimentos al ser un
factor que afecta la transmisién de la energia ultrasdnica desde el transductor hacia la muestra. Los rangos

de los factores se seleccionaron bajo criterios similares a los de la EAMFPA.
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4.3.3 Extraccion Soxhlet

Fue implementada a partir de los criterios del método EPA-3540C-1996. Diez gramos de muestra se
empacaron con papel filtro y se colocaron en un extractor Soxhlet de 25 mL de capacidad. 40 mL de la
mezcla extractante fueron depositados en un matraz redondo. Se utilizé sidesterina para controlar la

ebullicidn. Se extrajo la muestra por un periodo de 6 h manteniendo un ciclo de 10-12 descargas por hora.

4.4 CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS
Los extractos se pusieron en bafio maria a una temperatura de 40 °C y se colocaron bajo un flujo

delicado de nitrégeno. Manteniendo dichas condiciones se garantizé la menor pérdida de los analitos.

4.5 LIMPIEZA DE LOS EXTRACTOS

4.5.1 Filtrado: los extractos se filtraron por gravedad a través de un filtro de celulosa con un didmetro de
poro de 80 um.

4.5.2 Remocion de azufre: se realizd mediante la adicién aproximada de 2 g de cobre micronizado y
activado. La activacion del cobre se realizé mediante su inmersién en una disolucién de &acido nitrico
al 20 %; la activacidén se debe realizar justo antes de la remocion de azufre. El extracto se agita por un
minuto formandose el sulfuro de cobre.

4.5.3 Limpieza con silicato de magnesio (Fluorisil): 1a activacion del Fluorisil se realizé colocandolo en el
horno a 105 °C durante 48 h. El cartucho preparado consiste de una capa de algoddn libre de grasa, encima
de ésta una capa de 1 cm de sulfato de sodio anhidro y una capa de aproximadamente 4 cm de Fluorisil
(equivalente a2 g £ 0.1 g con un valor de acido laurico de 93.5, evaluado por el método EPA-3620B-1996). El
procedimiento de limpieza de los extractos se ilustra en la figura 4.5; el acondicionamiento se llevé a cabo
con 10 mL de la mezcla extractante permitiendo el contacto de ésta con el adsorbente por un minuto con la
finalidad de remover impurezas; antes de permitir la entrada de aire al adsorbente se colocd el extracto y se
permitid su contacto con el adsorbente por 1 minuto, posteriormente, la elucion se realizé con 15 mL de la
mezcla extractante a un flujo aproximado de 5 mL/min. Los extractos se concentraron y aforaron a 1 mL

con la adicion del estandar interno benzo[aJantraceno-d12 para obtener una concentracidn de 500 ng/mL.
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4.6 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE AGUA

Figura 4.5. Proceso generalizado de limpieza de los
extractos con cartucho de Fluorisil. Se representa el
arreglo de empaque del cartucho y el mecanismo de
remocién de impurezas; en este proceso las
impurezas son adsorbidas y lo eluido son los
analitos.

A un volumen de 1 L de agua se le ajusté el pH a 3.0 £ 0.1 con &cido clorhidrico concentrado y se

adiciond el subrogado (4,4-dibromobifenilo). La extraccion se llevd a cabo mediante discos para extraccion

en fase sélida de fase C-18 (Speedisk®, J.T. Baker Barkerbond). El acondicionamiento del disco se realizd

haciendo pasar 10 mL de metanol seguidos de 20 mL de agua destilada a un flujo aproximado de 10

mL/min, justo antes de eluir el agua destilada se vertid la muestra y se eluyd a un flujo aproximado de 35

mL/min. La deadsorcién de los compuestos se llevé a cabo con 15 mililitros de una mezcla de

acetona/cloruro de metileno (1:1) divididos en porciones de 5 mL permitiendo su contacto con el

adsorbente por 1 minuto. Finalmente los extractos se concentraron a 1 mL con la adicién del estandar

interno y se inyectaron en el cromatdgrafo. El factor de concentracidn para este tipo de muestras fué de

1000:1.

4.7 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se utilizé helio como gas acarreador, la dindmica de flujo se mantuvo en el modo de flujo constante

a 1 mL/min. La inyeccion de la muestra se realizd6 en el modo sin divisién de flujo (splitless) con las

siguientes condiciones:

- Volumen de inyeccion: 1 L.

- Tiempo de splitless: 0.5 min.
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- Temperatura del inyector: 270 °C.

La temperatura del detector y la interface entre el cromatégrafo y el detector fueron
respectivamente 150 °C y 280 °C. Se realizé una elucién por gradiente de temperatura empleando el
siguiente programa: 60 °C 1min, (30 °C/min)-150 °C 1min, (10 °C/min)-220 °C 1min, (10 °C/min)-300 °C 5 min
dicho programa se muestra en la figura 4.7; el tiempo total de corrida es de 25 minutos, donde los ultimos 5
minutos se emplean para la limpieza de la columna. La deteccién se realizé mediante un monitoreo
selectivo de iones (SIM, por sus siglas en inglés); los iones para la cuantificaciéon y la confirmaciéon se
seleccionaron de acuerdo con el método EPA-3540C-1996 para la mayoria de los analitos. Los iones
seleccionados para cada compuesto se muestran en la tabla del anexo A. Adicionalmente, cada muestra se
inyectd nuevamente para realizar un deteccion por escaneo completo del espectro de masas (SCAN) y asi
poder identificar algunos compuestos no incluidos en el estudio. La cdmara de ionizacién se mantuvo

apagada por 3 minutos después de la inyeccion con la finalidad de permitir la elucion del disolvente.

360
Figura 4.7. Programa de temperatura empleado
300 para la separacion de los analitos en el
—_ cromatografo de gases.
§ 240
e
3
® 180
@
Q.
uEa 120
[

60

Tiempo (min)

4.8 CONTROL DE CALIDAD

Los criterios para controlar la calidad de los resultados fueron basados en el método EPA-3540C-1996.

4.8.1 Porcentaje de recobro del subrogado: cada muestra fue adicionada con 500 ng del subrogado 4,4-
dibromobifenilo, una disoluciéon control de subrogado fue preparada simultdneamente por cada lote de
muestras analizadas con la finalidad de evaluar el porcentaje de recuperacién y asi realizar las correcciones
pertinentes sobre la concentracidén de los analitos. Las muestras que presentasen un recobro inferior al 70
% fueron descartadas y se volvieron a preparar.
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4.8.2 Reactividad del inyector: antes de cada inyeccién de las muestras en el cromatdgrafo y por cada
periodo de 12 h en el caso de inyecciones continuas, se inyecté una disolucion de DDT con la finalidad de
evaluar el porcentaje de degradacion de este compuesto en sus respectivos productos. Para esto se empled

la siguientes ecuacién:

Area de (DDD)+(DDE)
Area de (DDT)+(DDD )+(DDE)

% de degradacion de DDT = ( ) -100 (4.1)

Cada vez que se observdé un porcentaje de degradacién mayor al 15 %, se tomaron medidas
correctivas sobre el “liner” (cambiar la lana de vidrio, lavar, silanizar, etc.) y se volvieron a inyectar las

muestras.

4.8.3 Calibracion: se inyecté bimestralmente una disolucién control de los analitos a una concentracidn
correspondiente al punto central de la curva de calibracion; se establecié como limite una variacién maxima
del 10 % en la respuesta como criterio para recalibracion del instrumento; adicionalmente, cada afio se

prepararon nuevamente las disoluciones estandar de los analitos y se recalibrd el instrumento.

4.9 EVALUACION DE PARAMETROS DE VALIDACION

4.9.1 Linealidad del sistema: se evalud para cada compuesto efectuando una curva de calibracién de 7
puntos, realizados por triplicado en un intervalo de concentraciones de 50 a 1000 ng/mL empleando el
método del estdndar interno para corregir la variabilidad del sistema de inyecciéon. Se calcularon los
respectivos intervalos de confianza para la ecuacidn de la recta asi como el coeficiente de correlacion.

4.9.2 Linealidad del método (muestras de sedimento): se prepararon muestras de sedimento mezclando el
sedimento fortificado con los analitos a 50 ng/g con sedimento libre de éstos a proporciones que
permitiesen generar una curva de método en un intervalo de concentraciones de 500 a 5 ng/mL, basado en
la concentracién de los extractos y no de la muestra. Se mantuvo un peso de muestra a extraer similar en
todos los casos. El punto de mayor concentraciéon en la curva correspondié a la extraccion de 10 g del
sedimento fortificado, mientras que el punto de menor concentracién a una pesada aproximada de 0.1 g del
sedimento fortificado y 9.9 g del sedimento sin fortificar. Se realizaron las correcciones por pesada
pertinentes en cada caso para poder comparar las curvas. Para la EAMFPA y EBU se realizaron 8 puntos en

un rango de concentracion de 5 a 500 ng/mL, mientras que para la extraccién Soxhlet solo se evaluaron 3
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puntos a concentraciones equivalentes a 125, 250 y 500 ng/mL. Cada punto se realizd por triplicado
mediante pesadas independientes. Se realizo el analisis estadistico para evaluar correlacion.

4.9.3 Evaluacién del efecto matriz (muestras de sedimento): se compararon estadisticamente las curvas de
calibracion de método con la curva de calibracion instrumental para descartar un efecto positivo de la
matriz. Las pendientes de las curvas de calibracion de método deben ser estadisticamente iguales o
menores que las de las curvas de calibracion instrumentales.

4.9.4 Limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC), instrumental y de método: se calcularon
estadisticamente mediante una extrapolacién de curvas de calibracién instrumentales. El LD se calculd
siguiendo la formula y, + 3S,, mientras que el LC mediante la relacién y, + 10S,; donde y, corresponde a
la ordenada al origen y S, a su desviacidn estandar, en las respectivas curvas de calibracion. Para evaluar el
LD y LC de método se realizé el andlisis de una muestra de sedimento fortificada a una concentracién
similar a la minima concentracion detectable y cuantificable calculada considerando el factor de
concentracién para corroborar la deteccidn y cuantificacion de los analitos.

4.9.5 Porcentaje de recobro en muestras de agua: se adicionaron los analitos a un volumen de 1 L de agua
destilada para tener una concentracidén aproximada de 0.5 ng/mL. Tres muestras fueron analizadas y la
concentracion obtenida se compard con una disolucion estandar a una concentracion 1000 veces mayor

para establecer el porcentaje de recobro de cada uno de los analitos.

4.10 COMPARACION DE LAS TECNICAS DE EXTRACCION

Cinco muestras de sedimento fortificadas (50 ng/g) se analizaron por cada técnica de extraccion
optimizada y la extraccidn Soxhlet. Las areas obtenidas para cada analito se corrigieron por el porcentaje de
recobro del subrogado y el peso de la muestra, finalmente se ajustaron a un peso definido para poder

realizar una comparacién entre las eficiencias de extraccion de las técnicas estudiadas.

4.11 MUESTREO

El muestreo de los sedimentos se llevd a cabo en la desembocadura hacia el rio Lacantuin de los rios
y arroyos provenientes de las regiones con asentamientos humanos, actividad agropecuaria y de los
provenientes del interior de REBIMA. Los puntos de muestreo se referenciaron geograficamente para
realizar la recoleccién en la misma zona de manera mensual/bimestral; las coordenadas de cada uno de los
puntos muestreados se presentan en la tabla 4.11. Se establecieron un total de 11 puntos de muestreo en

la zona, los sitios y el sentido de flujo del rio Lacantin se muestran en el mapa de la figura 4.11. Los sitios de
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muestreo numerados como: 2, 3, 5, 8, 9y 10 corresponden a cuerpos de agua provenientes de la region con
asentamientos humanos, mientras que los restantes de cuerpos de agua provenientes de REBIMA.

Los sedimentos se colocaron en una bolsa de plastico grado alimenticio para evitar la contaminacién
por ftalatos. Debido a las dificultades de accesibilidad a la regidn de muestreo, los sedimentos se
almacenaron en obscuridad a temperatura ambiente y se extrajeron en un periodo no mayor a 12 dias
desde su recoleccién. Una vez realizada la extraccidn, los extractos pueden permanecer por un periodo de
hasta 40 dias antes de ser analizados mediante una técnica instrumental [32].

El agua se colectd mediante un muestreo compuesto, diariamente se tomo un volumen de 5 Ly se
depositd en un contenedor de 300 L, por lo que mensualmente o bimestralmente se analizd un volumen de
1 L de cada contenedor. Unicamente se tomé agua de dos regiones, una en el rio Lacantutn cerca del punto
#6 y otra en el punto #11 por la cercania de las estaciones de monitoreo ambiental y la disponibilidad del

personal encargado de esta actividad. Las muestras se almacenaron en botellas de plastico grado

alimenticio y se procedié de manera similar que con las muestras de sedimento.

ASNM  #de | Nombre ASNM
(metros) sitio (metros)
Celein Arroyo
1 del 16°07°19.1” | 91°06'24.1” 183 7 Mira: e 16°08’06.9” | 90°55'12.4” 138
colorado
2 | RioIxcan | 16°07'16.6” | 91°05'19.8” | 171 8 AIToYo | 1 eo0g119.57 | 90°54'30.9” | 142
Lagartos
Arroyo Arroyo
3 Puerto | 16°05’04.6” | 91°01’11.6” 156 9 v 16°09'08.0” | 90°54°06.5” 144
Rico Danta
Arroyo Arroyo
4 San 16°06’09.1” | 91°00'52.3” 157 10 y 16°12°27.2” | 90°52’14.3" 137
Pablo Manzanero
RI’O 0 ’ 2”7 o ’ 2”7 Rio o ’ 7 (o} ’ 7]
5 . 16°05’58.3” | 90°57'24.1 151 11 16°17'54.6” | 90°53’12.7 129
Chajul Tzendales
6 ArroYO 16°06'49.8” | 90°56/03.1" 1424 LN: _Latltud norte; LW: longitud oeste; ASNM: altura sobre
José el nivel del mar.

Tabla 4.11. Coordenadas geograficas de los sitios de muestreo.
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Figura 4.11. Mapa de los sitios de muestreo de
las cuencas del rio Lacantun. Todos los arroyos
y rios seleccionados presentan un escurrimiento
desde las zonas de asentamientos humanos o
del interior de la reserva hacia el rio Lacantdn,
REBIMA: Reserva de la Biosfera de Montes
Azules, Chiapas, México.
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5. Resultados

5. RESULTADOS

5.1 SEPARACION CROMATOGRAFICA

La figura 5.1.1 muestra el cromatograma obtenido a partir de una disolucién estandar de los
analitos a una concentracién de 1 pg/mL. Los pardmetros cromatograficos de los compuestos se presentan
en la tabla 5.1.1. La eficiencia de la columna se sitta en el orden de 10° platos tedricos, el cual es un valor
elevado que refleja el buen estado de la columna cromatografica, por lo que se decidié disminuir el tiempo
de corrida para la separacion de los analitos a un tiempo menor a los 25 minutos, lograndose la adecuada
separacion entre la mayoria de los compuestos. Para lograr una separacién entre los analitos de por lo
menos 99.9 %, es necesario obtener factores de resolucidn superiores a 1.5 y factores de selectividad (a)
superiores a la unidad, esto no se logré en algunos casos, presentdndose coelucidn entre los compuestos:
lindano/dibenzotiofeno, pireno/endosulfan |, fosalona/metil-azinfos y trans-permetrina/cumafos. Esta
coelucion no interfiere en la deteccién individual de los compuestos y la generacidon de los resultados ya que
el modo de detecciéon fue por SIM y los iones seleccionados (anexo A) son Unicos y caracteristicos para cada

uno de los analitos.

Compuesto (;:n) Wi/2 a N Rs Compuesto (r;\r;n) Wy/5 o N Rs
Indeno 3.4 0.019 177723 DDE 12.01 0.025 1.04 1280852 15.9
Naftaleno 421 0.029 | 1.24 116966 33.8 | Dieldrin 12.07 0.034 | 1.00 699439 2.0
Bifenilo 5.31 0.032 1.26 152821 36.1 | Endrin 12.53 0.039 1.04 572883 12.6
Acenaftileno 5.83 0.033 1.10 173222 16.0 | Endosulfan i 12.83 0.043 1.02 494094 7.3
Acenafteno 6.06 0.035 | 1.04 166380 6.8 | DDD 12.97 0.048 | 1.01 405220 3.1
Dibenzofurano 6.31 0.032 1.04 215800 7.5 DDT 13.79 0.035 1.06 861560 19.8
Fluoreno 6.84 0.032 | 1.08 253574 16.6 | Benzo[a]antraceno 14.82 0.044 | 1.07 629628 26.1
Lindano 8.29 0.04 1.21 238387 40.3 | Metoxicloro 15.09 0.033 1.02 1160496 8.2
Dibezotiofeno 8.29 *ork 1 *ork 0.0 | Fosalona 15.65 0.052 1.04 502707 13.2
Fenantreno 8.53 0.018 | 1.03 1246367 13.3 | Metil-azinfos 15.72 0.055 1.00 453391 13
Antraceno 8.63 0.035 | 1.01 337426 3.8 | Mirex 15.88 0.036 | 1.01 | 1079914 3.5
Metil-Paration 9.4 0.019 1.09 1358443 28.5 | Permetrina (cis) 16.83 0.042 1.06 891174 24.4
Heptacloro 9.51 0.033 1.01 460921 4.2 Permetrina (trans) 17.05 0.043 1.01 872579 5.2
Malation 10.03 0.028 1.05 712162 17.0 | Cumafos 17.05 *oxx 1 *oxx 0.0
Aldrin 10.13 0.037 | 1.01 416014 3.1 | Benzo[k]fluoranteno 17.46 0.047 | 1.02 765924 8.7
Paration 10.28 0.031 1.01 610318 4.4 Bezo[a]pireno 18.06 0.052 1.03 669456 12.1
:’i:-romobifenilo 10.49 0.031 | 1.02 635507 6.8 | Dibenzo[a,h]antraceno 20.39 0.067 | 1.13 514017 39.2
Fluoranteno 11.04 0.035 1.05 552198 16.7 .

Endosulfan | 11.55 0.033 1.00 679875 0.8

Tabla 5.1.1. Parametros cromatograficos de los analitos estudiados. Rs<1.5 (amarillo) indica coelucion ente los

compuestos.
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5. Resultados

La figura 5.1.2 muestra los cromatogramas extraidos por el ién de cuantificacion para los
compuestos coeluyentes al realizar la deteccion por modo SIM. Los analitos se encuentran a
concentraciones similares, pudiéndose observar una diferencia significativa en los factores de respuesta,
motivo por el cual se corroboré una adecuada discriminacidn entre los compuestos al realizar variaciones en
las proporciones de las concentraciones en factores de 100/1 y 1/100, demostrando asi la ausencia de una
interferencia en la deteccidén de un compuesto sobre otro a pesar de una diferencia significativa entre sus
concentraciones. En el caso del Benzo[a]antraceno/Metoxicloro, ambos analitos tienen en comun algunos
de los iones seleccionados para su deteccién individual, pero con distinta abundancia relativa; en este caso
se puede observar una adecuada resolucién, por lo que la seleccién de estos iones no representa un factor

de error en la cuantificacion individual.
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5. Resultados

En el anexo B se presentan los espectros de masa de cada uno de los analitos indicandose el ion de

cuantificacion empleado.

5.2 CURVAS DE CALIBRACION INSTRUMENTALES

Las figuras 5.2.1, 5.2.2 y 5.2.3 presentan las curvas de calibracion de los analitos subdivididos por
grupos de compuestos. Las tablas 5.2.1, 5.2.2 y 5.2.3 contienen los principales parametros del analisis de
regresion lineal. Las disoluciones estdndar de cada concentracidn se prepararon y analizaron por triplicado
en el instrumento mediante el método del estdndar interno. Los rangos de concentraciones parten de los 20
ng/mL y considerando el factor de concentracidn de las muestras durante el pre-tratamiento que es de 10g
a 1mL (10:1), las concentraciones minimas de la curva de calibracién se sitian por debajo de los limites
maximos permisibles (anexo J), cubriendo perfectamente los objetivos de estudio para el cual se desarrolla.
A pesar del amplio intervalo en las concentraciones, la linealidad en todos los casos es satisfactoria,
reflejandose en los valores superiores a 0.99 del coeficiente de correlacidn. Para el DDT, la permetrina y el
endosulfan, se sumd su area con la de sus respectivos isdmeros y/o productos de degradacion de tal
manera que el resultado estuviese basado sobre un solo compuesto; por ejemplo para la cuantificacion de
DDT, se realizé la suma de las areas del DDT, DDE y DDD, reportandose como concentracion total de DDT.
Este procedimiento se realiz6 porque dichos analitos se degradan en el ambiente y en el inyector;
adicionalmente, sélo son formados a partir del compuesto principal, por lo que es mas conveniente
cuantificar en funcion del compuesto de origen para el manejo de la informacién que tener datos de cada
uno de los productos, dado que ademads su concentracion variara segun las condiciones en las que se

encuentre el inyector cromatografico.

Curvas de calibracion de los HAP s

35 Figura 5.2.1.

30 1 Curvas de
calibracion de los
HAP’s.

Area Relativa

0] 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
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Indeno

Bifenilo
Acenafteno
Fluoreno
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Compuesto

Pendiente

Ordenada al
origen

Coeficientede
correlacion

Rango de
concentracion

(ng/mL)

Indeno

0,0067 + 0,0005

0,14+ 0,32

0,9965

1430-28,6

Naftaleno

0,014 + 0,0012

0,17+ 0,99

0,9943

1620-32,4

Bifenilo

0,0119 + 0,0009

0,015+ 0,631

0,9951

1310-26,2

Acenaftileno

0,0098 + 0,0006

0,13+ 0,46

0,9968

1480 -29,6

Acenafteno

0,0090 + 0,0006

0,15+ 0,33

0,9963

1040-20,8

Dobenzofurano

0,0131 + 0,0009

-0,066 + 0,424

0,9964

940-18,8

Fluoreno

0,0085 + 0,0007

-0,097 + 0,455

0,9951

1330-26,6

Dibenzotiofeno

0,0124 + 0,0008

-0,043 £ 0,442

0,9967

1090-21,8

Fenantreno

0,0059 + 0,0006

0,033+ 0,395

0,9906

1180-23,6

Antraceno

0,0102 + 0,0006

-0,089 + 0,399

0,9978

1410-28,2

Fluranteno

0,0106 + 0,0008

-0,18+ 0,39

0,9954

950-19,0

Pireno

0,0092 + 0,0006

-0,20+ 0,32

0,9963

1020-20,4

Benzo[a]antraceno

0,018 + 0,001

-0,37£ 1,18

0,9953

1640-32,8

Bezo[Kk]fluoranteno

0,00174 + 0,00008

-0,020 + 0,038

0,9982

920-18/4

Benzo[a]pireno

0,0017 + 0,0001

-0,030 + 0,058

0,9966

1070-21,4

Dibenzo[a,h]antraceno

Tabla 5.2.1. Datos del andlisis de regresion lineal de los HAP’s. Los intervalos de confianza se determinaron a un

0,00132 + 0,00009

-0,052 + 0,065

0,9961

1380-27,6

nivel de confianza del 95 % (a = 0,05). n = nimero de puntos en de la curva de calibracion

Area Relativa
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Figura 5.2.2.

Curvas de calibracion de los
plaguicidas organoclorados.

Rango de
concentracion

(ng/mL)

Lindano

0,00079 + 0,00007

0,0010 + 0,038

0,9962

1010-50,5

Heptacloro

0,00093 + 0,00006

-0,016 + 0,035

0,9980

1070-53,5

Aldrin

0,00118 + 0,00009

0,062 + 0,060

0,9979

1170-117,0

DDT

0,00092 + 0,00017

-015+0,12

0,9910

1050 - 210,0

Dieldrin

0,0011 + 0,0001

0,063 + 0,064

0,9959

1070-53,5

Endrin

0,00030 + 0,00005

0,0030 + 0,0142

0,9966

1020-51,0

Mirex

0,0018 + 0,0001

-0,026 + 0,059

0,9984

1090-54,5

Metoxicloro

0,0010 + 0,0002

-0,076 + 0,11

0,9876

Q0 |00|00 (00| |~N|00| 00

1140-57,0

Tabla 5.2.2. Datos del analisis de regresidn lineal de los plaguicidas organoclorados. Los intervalos de

confianza se determinaron a un nivel de confianza del 95 % (a = 0,05). n *imero de puntos en de la

curva de calibra

cion.
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Curvas de calibracion de los pesticidas organofosforados y permetrina
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Figura 5.2.3.
Curvas de calibraciéon de los
plaguicidas organofosforados %
permetrina.

Rango de
concentracion
(ng/mL)

Metil-paration

0,00031 + 0,00002

-0,011 + 0,011 0,9978

1010-50,5

Paration

0,00030 + 0,00003

-0,033 + 0,036 0,9943

146073

Fosalona

0,000004 + 0,000001

0,00006 + 0,00043 | 0,9944

515-103

Metil-azinfos

0,00004 + 0,00001

-0,019 + 0,029 0,9950

1060 — 530

Cumafos

0,000009 + 0,000003

-0,0034 + 0,0035 0,9937

1030 —-515

Permetrina

0,0008 + 0,0001

-0,083 + 0,096 0,9951

1160 - 116

Tabla 5.2.3. Datos del andlisis de regresion lineal de los plaguicidas organofosforados y permetrina. Los

intervalos de confianza se determinaron a un nivel de confianza del 95 % (a = 0,05). n = mimero de puntos

de la curva de calibracién.

Es posible notar que varias de las ordenadas al origen presentan valores negativos, no obstante se

encuentran relativamente cercanas al cero, ademas si se observa el intervalo de confianza,

se puede

demostrar estadisticamente que todos las intercepciones no son diferentes de cero. Mediante las

pendientes de las curvas de calibracién, es posible estimar que compuestos tendran menores limites de

deteccion en cada grupo; esto se visualiza de manera clara en las curvas de calibracidn, cuyos factores de

respuesta son diferentes para cada uno de los analitos.

5.3 DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE LA EAMFPA

Una vez definidos los factores que afectan el rendimiento de extraccién en la EAMFPA (seccion

4.3.1), se procede con la realizacién de los disefos factoriales.

Los cinco factores a estudiar en un solo

disefio factorial de dos niveles (2°), resultan en la realizacién de 32 experimentos, con lo que se obtendria
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un disefio de resolucién superior a V y en el cual se estudiarian los efectos principales y las interacciones de
orden superior sin la confusidn entre los efectos de las interacciones y factores principales. Sin embargo, al
desconocerse el rango adecuado de los niveles de un factor, es necesario emplear rangos mas pequefios e ir
ajustando las condiciones a los resultados esperados, implicando repetir el disefio sin la garantia de
encontrar el 6ptimo en el siguiente disefio. Por ejemplo, el tiempo maximo de irradiacién propuesto fue de
4 minutos, por lo que realizando un disefio de maxima resolucidn se hubiesen realizado 32 experimentos
con la finalidad de concluir que dicho tiempo de extraccion no es el dptimo. Bajo estas circunstancias lo mas
conveniente resulta en la disminucion de la resolucién del disefio, economizando asi recursos y tiempo de

investigacion.

El primer disefio realizado, de fraccion % con una resolucion lll, es suficiente para estimar el efecto
principal de los factores y mediante éstos establecer relaciones de identidad para el estudio de las
interacciones de los efectos principales con interacciones de dos factores. Mediante un disefio 2°2 se

reduce el nimero de experimentos de 32 a 8.

Denominando a los factores con letras (A, B, C, D, E) y a los niveles altos y bajos de factores con los
signos (+, -), se establecerdn las combinaciones de tratamientos. Sean los factores: A: tiempo total de
irradiacién; B: periodo entre ciclos de irradiacion, C: tipo de mezcla extractante; D: volumen de la mezcla
extractante; E: nUmero de extracciones. Al ser un disefio de fraccién % se definen dos generadores de
identidad (I) cuyo producto de signos de los niveles del respectivo factor deberd siempre resultar positivo

para garantizar la validez del disefio, seal: I = ABD = ACE

Para que este hecho ocurra los generadores del disefio para los factores D y E deberan estar

definidos por las siguientes interacciones: D=ABy E=AC

Con lo que la combinacion de los tratamientos para la construcciéon del disefio sera:

| Factores I I |
ox e#:‘i‘:lfento B C D =AB | E=AC | ABD ACE Tabla 5.3.1. Construccion del
P 1 disefio 2° con los generadores
3 3 3 i z i i deidentidad I = ABD = ACE

2 + - - - - + +

3 - + - - + + +

4 + + - + - + +

5 - - + + - + +

6 + - + - + + +

7 - + + - - + +

8 + + + + + + +

49



5. Resultados

Como el cuadrado de cualquier columna resulta en un signo positivo, por lo que es igual a I, se
establece que:
A-1=A’BD; A?>=1; A-1=IBD;

A =BD
Al haber otro generador de identidad, se establece de manera similar que el factor A esta

confundido con la interaccion CE:

A=CE
Basado en el algoritmo anterior se establecen las siguientes relaciones para los factores principales:

B=AD; C=AE. Esto indica que en la estimacion de los efectos de los factores A, B, C, D y E, en realidad se

estan estimando los efectos de A+BD+CE, B+AD, C+AE, D+AB y E+AC.

En un disefio factorial 2° con grados de libertad 32-1 (g.l.), se atribuyen 5 g.l. para la estimacion de
los factores principales y 10 g.l. para la estimacion de las interacciones de 2 factores y el resto para
interacciones de tres o mas factores. En este tipo de disefio (2>%) se cuenta con 7 g.l., cinco de los cuales se
emplean para la estimacion de los factores principales, permitiendo dos para la estimacion de la interaccion
entre dos factores; para que esto se cumpla, los efectos principales estan confundidos con los efectos de las
interacciones de dos factores, describiendo 6 de las 10 interacciones, por lo que los efectos restantes se
establecen mediante las igualdades BC=DE y BE=CD cuyo producto de los signos puede verificarse en la
tabla 5.3.1. De esta manera se estiman los efectos de los factores principales y las interacciones de dos

factores con 8 experimentos.

Basandose en la tabla 5.3.1 las combinaciones de los tratamientos para este primer disefo se

muestran en la tabla 5.3.2

"A" Tiempo "B" Periodo "C" Tino de "D" Volumen “E” Ntmero
Numero de total de entre ciclos de P de la mezcla
. . . . L mezcla de
experimento irradiacion irradiacion extractante 5
N N extractante extracciones
(min) (min) (mL)
1 2 1 Acetona/CHCl, 40 2
2 4 1 Acetona/CHCl, 20 1
3 2 3 Acetona/CHCl, 20 2
4 4 3 Acetona/CHCl, 40 1
5 2 1 Acetona/Hexano 40 1
6 4 1 Acetona/Hexano 20 2
7 2 3 Acetona/Hexano 20 1
8 4 3 Acetona/Hexano 40 2

Tabla 5.3.2. Combinacién de los tratamientos para el disefio 22,
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Se calculdé la concentracién de los analitos en la muestra empleada en cada uno de los
experimentos, se realizaron las correcciones pertinentes por peso de la muestra y por el porcentaje de
recobro del subrogado. Para cada analito se calcularon los efectos de los factores. El efecto de un factor
estd definido como el cambio en la respuesta producido por el cambio en el nivel de un factor [72].
Tomando como ejemplo los valores de concentracion del metoxicloro (tabla 5.3.3), el efecto del factor A se
calcula como la diferencia en la respuesta promedio del nivel bajo y la respuesta promedio del nivel alto

tomando como referencia los signos del respectivo factor A en la tabla 5.3.1.

Nimerode | Concentracién Tabla 5.3.3. Concentracién del
experimento (ng/g) metoxicloro obtenida en los
1 27.5 distintos  experimentos  del
disefio 22
2 41.1 .
3 61.4
4 67.9
5 50.1
6 55.5
7 30.3
8 53.6

41.1+679+555+53.6 27.5+61.4+50.1+30.3
4 4

=12.21

Efecto del factor A =

Empleando el mismo algoritmo se calculan los efectos de los demas factores e interacciones, la

figura 5.3.1 presenta el grafico de Pareto con los efectos de los factores para el metoxicloro.

Tipo de efecto
/= +
e -

BC+DE

A: Tiempo de irradiacion + BD + CE
B: Periodo entre ciclos + AD

Figura 5.3.1. Diagrama de
Pareto del metoxicloro en el

BE+CD

D: Volumen de extractante + AB L 52 .
disefio 2°°. Se grafica el

E: # de extracciones + AC efecto de los factores

C: Tipo de disolvente + AE Metoxicloro evaluados.

0 4 8 12 16 20 24
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Evaluando los efectos de los factores sobre cada analito es posible distinguir los factores influyentes
sobre la extraccién, no obstante, para el estudio en conjunto de todos los compuestos, cuyos efectos suelen
ser variados (ej. figura 5.3.2 gréfico de Pareto para el Bifenilo) y dependientes de la propiedades
fisicoquimicas de cada grupo, el estudio llega a ser bastante complejo requiriéndose solucién por

computadora.

Tipo de efecto
/|
i -

B: Periodo entre ciclos + AD
C: Tipo de disolvente + AE

BC+DE
Figura 5.3.2. Diagrama de

Pareto del Bifenilo en el
5-2

E: # de extracciones + AC

A: Tiempo de irradiacion + BD + CE disefio 2 Se grafica el

BE+CD efecto de los factores

Bifenilo
evaluados.

D: Volumen de extractante + AB

Los calculos fueron realizados mediante el software Statgraphics, el cual emplea la funcién de
condicién deseable (deseabilidad). El enfoque general de esta funcién consiste en convertir cada respuesta
y; en una funcién con condicién deseable individual d; que varia en un rango de 0< d;< 1; siendo d; = 1
cuando la respuesta se encuentra en su condicidon deseable y d; = 0 en la region no aceptable. En este
estudio el programa de computo seleccionara las variables del disefio para maximizar la condicidon deseable
global (extraer la mayor cantidad de los analitos, por lo tanto obtener la mayor concentracion) donde hay m

numero de respuestas:

D=(dy dy-.dy)/m

La mezcla de acetona/hexano es menos eficiente para la extraccion de los analitos al compararse
con la mezcla de acetona/CH,Cl, como puede observarse en las superficies de respuesta de la figuras 5.3.3 y
5.3.4, donde la deseabilidad utilizando hexano no alcanza el maximo incluso empleando un tiempo de
extraccién de 4 minutos. Este hecho es debido principalmente al momento dipolar del hexano (0.08 D)
mientras que el del CH,Cl, es de 1.14 D, facilitando la extraccion principalmente de los analitos de menor
peso molecular. Un periodo de irradiacion de 4 minutos permite una adecuada extraccion de los analitos al

emplear la mezcla de acetona/CH,Cl,; no obstante, no es posible asegurar que mayores tiempos de
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irradiacion no favoreceran la extraccién de los analitos incluso con un menor volumen de extraccion, ya que
la funcidn deseabilidad se ajusta de manera relativa a los valores maximos y minimos de concentracién

obtenidos en el disefio.

Deseabilidad

Deseabilidad
1 00 00
I 01 I 01
g 08 02 2 02
2 08 03 2 03
9 o
S 04 04 § 0.4
8 05 g 05
e 02 06 06
0% 0.7
07
! 08 )}éo, 08
. : 2,
o9 09
%04 w22 28 . 10 -0
: 14 . . in
2 periodo entre diclos (M)
Figura 5.3.3. Superficie de respuesta para los HAP’s y Figura 5.3.4. Superficie de respuesta para los HAP’s y
ici i isefio 252 laguicid EAMFPA d tir del disefio 2°7
plaguicidas por EAMFPA generada a partir del disefio 2 plaguicidas por generada a partir del diseno
y manteniendo constante el volumen de extraccién en 40 y manteniendo constante el volumen de extraccion en 40
mL de una mezcla acetona/CH,Cl, y dos extracciones mL de una mezcla acetona/hexano (1:1) y dos
consecutivas. extracciones consecutivas.

Un disefio secundario de mayor resolucion fue realizado evaluando 4 factores, al saber que la
mezcla extractante mas adecuada para una extraccion eficiente y rapida serd acetona/CH,Cl, (1:1) como se
demostré en el estudio del disefio 2> Un disefio factorial 2* emplea 16 experimentos, por lo que realizar
un disefio de fraccidon % (2*") permitira evaluar los factores con 8 experimentos y con una resolucién de IV,
lo que indica que se evaluardn los factores principales sin confusidn con los efectos de las interacciones de

dos factores pero, si con las interacciones de 3 factores.

Sean los factores: A: tiempo total de irradiacién; B: periodo entre ciclos de irradiacion, C: Numero
de extracciones; D: volumen de la mezcla extractante. Por tratarse de un disefio de fraccién % se define un

factor de identidad, sea I:

I =ABCD
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El factor D estara definido por:

D=ABC

Con lo que la combinacién de los tratamientos para la construccidn del disefio sera:

Factores I
expeﬁi:?ento B ¢ D=ABC ABCD .clj-;zlr:o ;i.toncoelnsgtggcecr;odnor (Leel
1 _ - - _ o identidad /=ABCD.
2 + - - + +
3 = + . + +
4 + + . = +
5 = = + + +
6 + = + = +
7 - + + = +
8 + + + + +

Como el cuadrado de cualquier columna resulta en un signo positivo, por lo que es igual a I, se
establece que:
A-1=A*BCD; A*=1; A-1=IBCD;

A=BCD

Basado en el algoritmo anterior se establecen las siguientes relaciones para los factores principales:
B=ACD; C=ABD. Esto indica que en la estimacién de los efectos de los factores A, B, C y D, en realidad se

esta estimando el efecto de A+BCD, B+ACD, C+ABD.

En un disefio 2* con grados de libertad 16-1 (g.l.), se atribuyen 4 g.l. para la estimacién de los
factores principales y 6 g.l. para la estimacién de las interacciones de 2 factores y el resto para interacciones
de tres o mas factores. En este tipo de disefio (2*") se cuenta con 7 g.l., cuatro de los cuales se emplean
para la estimacidn de los factores principales, permitiendo tres para la estimacién de la interaccién entre
dos factores. Los efectos restantes se establecen mediante las igualdades AB=CD, AC=BD y AD=BC cuyo
producto de los signos (siempre positivo) puede verificarse en la tabla 5.3.4. Puede notarse el incremento

en la resolucién del disefio, al no estar confundidos los efectos de los factores principales con las
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interacciones de dos factores. Se exploraron los efectos para el tiempo de irradiacion en un rango de 4-8

minutos y de 3 a 6 minutos para el periodo entre los ciclos de irradiacién. Fundamentandose en la tabla

5.3.4 las combinaciones de los tratamientos para el disefio 2** se presentan en la tabla 5.3.5.

"A" Tiempo "B" Periodo "D" Volumen
Numero de total de entre ciclos de "C" Nimero de de la mezcla
experimento irradiacion irradiacion extracciones extractante
(min) (min) (mL)
1 4 3 1 20
2 8 3 1 40
3 4 6 1 40
4 8 6 1 20
5 4 3 2 40
6 8 3 2 20
7 4 6 2 20
8 8 6 2 40

Tabla 5.3.5. Combinacion de los tratamientos para el disefio 2*%. La mezcla extractante

es acetona/CH,Cl, (1:1).

Puede observarse en las figuras 5.3.5-7, que un tiempo de irradiacién de 8 minutos mejora los

rendimientos de extraccidn, adicionalmente un periodo de reposo entre los ciclos de irradiacién superior a

los 3.5 minutos reduce la eficiencia de extraccidn al permitir la disminucién de la temperatura del disolvente

por debajo de los 35 °C durante cierto periodo de tiempo, lo cual no ocurre con periodos menores ya que la

temperatura de la mezcla, a pesar de disminuir desde el punto de ebullicién, no es menor a los 40 °C en

ningun instante durante el ciclo de extraccion.
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Figura 5.3.5. Superficie de respuesta para los HAP’s y los
plaguicidas por EAMFPA generada a partir del disefio 2+t
manteniendo constante el volumen de extraccion en 40
mL de una mezcla acetona/CH,Cl, y dos extracciones
consecutivas.
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Figura 5.3.6. Superficie de respuesta para los HAP’s y los
plaguicidas por EAMFPA generada a partir del disefio 2+t
manteniendo constante el volumen de extraccion en 20
mL de una mezcla acetona/CH,Cl, y dos extracciones
consecutivas.
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Al comparar los graficos de las figuras 5.3.5 y 5.3.6 donde se varia el volumen de extraccién entre
20 y 40 mL, se demuestra que un volumen de extraccién de 40 mL no genera una mejora significativa como
puede observarse en el factor de deseabilidad, para el cual la diferencia entre estos se encuentra dentro del
error estadistico de la prueba, por lo que resulta mas practico emplear 2 extracciones con 20 mL de mezcla
extractante. El realizar una sola extraccidon con un volumen de 40 mL no muestra resultados comparables
con los obtenidos al utilizar dos extracciones (figura 5.3.7), lo cual es légico ya que conforme mas
extracciones se realicen, se obtienen mas estados de equilibrio entre la fase sdlida y los disolventes,

resultando en una mayor extraccion de los analitos de su matriz.

Deseabilidad

00
0
02
0.3 Figura 5.3.7. Superficie de respuesta para los
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0.4
ag  partir del disefio 2*" manteniendo constante el

Deseabilidad

HAP’s y plaguicidas por EAMFPA generada a

0.7 volumen de extraccién en 40 mL de una mezcla
08
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acetona/CH,Cl,y una extraccion.

Al establecer las condiciones de 3 de los 5 factores, sélo hace falta el determinar el tiempo de
irradiacion y evaluar si existe una diferencia significativa al emplear una extraccidon en lugar de 2 con
mayores tiempos de irradiacién. Para esto, se realizd un disefio factorial 2°, en el cual el tiempo de
irradiacion se estudio en un rango de 8 a 12 minutos. Para este disefio se realizé una réplica con la finalidad
de corroborar un comportamiento similar en los resultados e incluir mayor nimero de datos al andlisis;
siendo esto necesario ya que cerca de las condiciones dptimas los cambios en las respuesta son cada vez
menos notorios. Al ser observada la misma tendencia no fué requerido incrementar el nimero de réplicas.

Las condiciones de los tratamientos del disefio 2% se muestran en la tabla 5.3.6.

"A" Tiempo

Numero de total de "B" NGmero de Tabla 5.3.6. Combinacion de los
experimento irradiacién extracciones tratamientos para el disefio 2°. La
(min) mezcla extractante es acetona/CH,Cl,
1 8 1 (1:1); el volumen de extraccién se
2 12 1 mantuvo constante en 20 mL al igual
que el periodo de tiempo entre los
3 8 2 ciclos de irradiacién que fue de 3 min.

4 12 2
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El grafico de la figura 5.3.8 muestra la superficie de respuesta generada por el disefio 2°. Un
incremento en el tiempo de irradiacién a 12 minutos no favorece significativamente la extraccién como
puede observarse en el valor practicamente constante en el factor de deseabilidad al modificarse dicho
periodo de tiempo. Por otro lado, el uso de 2 extracciones resulta ser necesario al no observarse una

mejoria al emplear una sola extraccion incluso a mayores tiempos de irradiacion.
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0.5 mezcla acetona/CH,Cl, y un periodo entre los
08 ciclos de irradiacién de 3 min.
0.7
0.8
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En la figura 5.3.9 los estudios realizados para encontrar las condiciones éptimas de extraccion a

través de los disefios factoriales.

Figura 5.3.9. Secuencia de disefos factoriales
24-1 realizados para establecer las condiciones
Optimas de extraccion. Se muestran los
factores evaluados en cada disefio. En el

V: 20-40 mL ;
#E: 1-2 22 disefio 2° el periodo entre los ciclos de

irradiacion se mantuvo constante a 3

252 #E: 1-2 minutos.

V: 20-40 mL ’
HE: 1.2 V: volumen del extractante; #E: nimero de

Tipo mezcla extracciones.

Periodo entre ciclos de irradiacion
(min)

v

I I I I
2 4 8 12

Tiempo total de irradiacion
con 30 W (min)

Las condiciones optimas de extraccién por esta técnica son: 9 ciclos de irradiacion de un minuto, el

primero a una potencia de 60 W y los restantes a 30 W; un periodo de reposo entre los ciclos de irradiacion

de 3 minutos y realizar 2 extracciones consecutivas con 20 mL de una mezcla acetona/CH,Cl, (1:1).

57



5. Resultados

La figura 5.3.10 muestra el ciclo de extraccidon y la variacién de la temperatura del disolvente a lo
largo de éste. La temperatura del disolvente oscila entre 41 °C, y 47 °C, por lo que no llega a su punto de
ebullicidn, evitando asi la pérdida de los HAP’s de bajo peso molecular, razén por la que no se recomiendan
pequefios periodos de tiempo entre los ciclos de irradiacion al encontrarse en un sistema abierto. El tiempo
total por extraccién es de 33 minutos, mientras que el tiempo de proceso por muestra llega a ser de

aproximadamente 90 minutos al sumar el tiempo requerido para el enfriamiento y trasvase del disolvente.

35
30 B (1:2).

47 4 Figura 5.3.10. Ciclo de extraccién por

‘3" microondas  focalizadas a presion

o g 90 a }3 atmosférica. Se muestra el tiempo de la
'g P B g extraccion en funcién de la potencia de
S ?§ 60_ ;38 irradiacién (verde) y la temperatura (rojo)
§§ e} de la mezcla extractante acetona/CH,Cl,

Tiempo (min)

5.4 DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE LA EBU

Partiendo de la informacidn obtenida en el estudio de la EAMFPA, la mezcla extractante utilizada en
este estudio fue acetona/CH,Cl, (1:1); los rangos de estudio del tiempo de irradiacién y volumen de
disolvente se fijaron en un intervalo + 50 % respecto a los maximos y minimos empleados en otros estudios
para ciertos grupos de compuestos [25, 28-31], a su vez, se evalué un maximo de 4 extracciones, los

factores evaluados se encuentran en la seccién 4.3.2.

Al tener 3 factores, un disefio 2° permite su estudio en 8 experimentos. Se adicionaron 4 puntos
centrales al disefio para evaluar la desviacion estandar de las determinaciones y poder establecer
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de los factores, esto es necesario ya que cerca
de las condiciones dptimas los cambios en la respuesta son cada vez menos notorios y pueden encontrarse
dentro del error de la prueba; otra alternativa consiste en la realizacién de réplicas del disefio, no obstante,

resulta en una mayor inversién en tiempo de investigacion y recursos. El disefio se realizé en 4 bloques de 3
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experimentos, con la finalidad de estudiar la variabilidad entre dias. Las condiciones de los tratamientos del

disefio 2% con 4 puntos centrales se presentan en la tabla 5.4.1.

Numero de Tiempo de Volumen de la N:’Jmer.o de
experimento Bloque irradiacion (min) mezcla extractante | extracciones
(mL)

l 9 22.5 3

2 | 1 3 30 a

3 | 15 15 >

i 9 22.5 3

> 2 15 30 >

6 3 15 4

4 3 30 2

8 | 3 9 225 3

9 | 15 15 2

10 . " ;

11 | 4 15 30 .

12t | 9 22.5 3

Tabla 5.4.1. Combinacién de los
tratamientos para el disefio 2
con cuatro puntos centrales. El
estudio aleatorizd vy
La
es
(1:2).

se
subdividid en 4 bloques.
mezcla extractante
acetona/CH,Cl,
*Experimentos
correspondientes a los puntos
centrales del disefio.

Las figuras 5.4.1 y 5.4.2 muestran las superficies de respuesta empleando 2 y 4 extracciones

respectivamente. Las condiciones dptimas generadas por computadora a partir del modelo son: tiempo de

irradiacion de 10 minutos, 4 extracciones y un volumen de 30mL de la mezcla extractante. Dichas

condiciones se indican en la figura 5.4.2; puede observarse que el rango para estas condiciones puede

oscilar ente los 3 y 15 minutos de irradiacién y entre un volumen de 25 y 30 mL de la mezcla extractante sin

haber cambios significativos en la respuesta. Esto demuestra la posibilidad del estudio de la robustez en

ciertas condiciones de extraccion.
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Figura 5.4.1. Superficie de respuesta para los HAP’s y
plaguicidas por EBU generada a partir del disefio 2
manteniendo dos extracciones consecutivas con una

mezcla de acetona/CH,Cl, (1:1).
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5. Resultados

5.5 LINEALIDAD DE LOS METODOS Y EVALUACION DEL EFECTO MATRIZ EN MUESTRAS DE SEDIMENTO

La tabla 5.5.1 contiene los datos del andlisis de regresién lineal de cada una de las curvas de los
métodos de extraccién optimizados y de la extraccién Soxhlet. La concentracion de cada uno de los puntos
se colocé en funcién de la concentracion del extracto para poder realizar una comparacion con las curvas de
calibracion instrumentales. Para los analitos Cumafos y metil-azinfos, se emplearon muestras de suelo
fortificadas a 100 ng/g para poder comparar con la curva de calibracidon instrumental cuyo rango esta ente
500-1000 ng/mL. Los coeficientes de correlaciéon para todos los casos son superiores a 0.7, indicando que
existe una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta del método con un error no mayor al 30 %, el
cual es permisible debido a problemas de homogeneidad en la muestra, el error atribuido al tratamiento de
la muestra y al intervalo de concentracién de trabajo; no obstante, para la mayoria de los analitos se obtuvo
un coeficiente de correlacién superior a 0.98. En cada caso se realizd un andlisis de los residuales para
verificar una distribucion normal de los datos y un ajuste correcto al modelo de regresidn lineal, siendo éste
satisfactorio para todos los casos. Se muestran como ejemplo los gréaficos de las figuras 5.5.1y 5.5.2 en las
cuales se grafican los residuales y la curva de ajuste a una distribucién normal para los datos de la curva de
método de la EAMFPA para el metil-paratidn; se puede distinguir que los residuos se distribuyen de manera

homogénea mientras que los datos se ajustan adecuadamente a una distribucién normal.

Grafico de los residuales Grafico de probabilidad normal
0.03 - 0.16 -~
0.14 -~ L 4
0.02 1 * 0.12 -
001 1 @ ¢ L 4 0.1 -
§ 0 T T T T T 1 > 008 i .
3 0.06 - ®
§ 001 04 100 200 300 400 500 600 0.04 -
o 0.02 - 0.02 -~
- 0 T T T T 1
-0.03 4 * 0 20 40 60 80 100
-0.04 - C tracién (ng/mL)
oncentracion (ng/m Muestra percentil
Figura 5.5.1. Grafico de los residuales de la curva de Figura 5.5.2. Grafico de ajuste a una distribucién
método de la EAMFPA para el metil-paration. normal de los datos de la curva de método de la

EAMFPA para el metil-paration.

Las curvas de método graficadas en conjunto con la curva de calibracién instrumental por
compuesto se encuentran en el anexo C. La deteccion de la mayoria de los analitos no es afectada por
compuestos interferentes provenientes de la matriz, esto puede observarse al obtener curvas de método
cuya respuesta es similar o menor a la obtenida por la curva de calibracién instrumental, tal es el caso del

benzo[a]antraceno (figura C-12) o del dibenzotiofeno (figura C-8) tomados como ejemplo.
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Compuesto EAMFPA EBU Extraccion Soxhlet
m b R m B R m b R

Indeno 00048 * 00016 01163 # 052 09584 | DO0O0R4 + 0.0032 -0.208 + 056 0.8926 | 00056 * 0.003 0050 + 11 09989
MNaftaleno 22344 % 29853 03456 = 061 0.9156 0.0093 + 0.0105 -0.103 & 3.87 07771 0.0092 £ 0021 -0.050 = 7.8 0.9845
Bifenilo 0.0061 % 0.0065 02981 # 079 0.9434 0.0057 + 0.0032 -0.105 + 068 0.8696 0.0083 + 0.007 -0.300 + 19 0.9977
Acenaftileno 0.0017 * 0.001 0.0852 * 0.28 0.9562 | D.00BE + 0.0021 -0.271 + 0.16 09651 | 0.0083 % 0.007 0300 + 19 0.9977
Acenafteno 0.0015 * 0.0008 -0.0654 * 0.09 0.9296 | 0.0049 = 0.0017 -0.148 £ 0.19 09590 | 0.0065 % 0.013 0215 + 45 0.9874
Dibenzofurano 0.0091 * 0.0008 0.0030 = 0.21 0.9990 | 0.0141 = 0.0032 -0.383 & 0.24 09816 | 0.0065 % 0.013 0215 + 45 0.9874
Fluoreno 0.0064 * 0.0007 -0.0731 + 007 09952 | DO0OIE + 0.0017 0.000 + 050 07703 | 00091 * 0015 -0.855 * 35 0.9920
Dibenzotiofeno 0.0028 % 0.0025 0.0BOS = 078 0.7869 0.0062 + 0.0003 -0.053 + 0.02 09991 0.0071 % 0.002 -0.700 = 06 0.9997
Fenantreno 0.0026 * 0.0017 0.0628 * 0.58 0.8658 | 0.0050 * 0.0002 -0.018 + 0.03 09991 | 0.0054 * 0.003 -0.450 * 0.3 0.9929
Antraceno 0.0044 % 0.0021 -0.0388 * 0.58 0.9249 | 0.0042 = 0.0004 0.066 + 0.12 09968 | 0.0047 % 0.004 0160 * 13 0.9974
Fluoranteno 0.0084 * 0.0015 -0.1644 * 0.15 0.9884 | 0.0057 = 0.0003 0.006 £ 0.10 09983 | 0.0071 % 0.009 0384 = 27 0.9949
Pireno 00099 * 0.002 -0.1819 + 022 09845 | DO0GZ + 0.0003 0.010 + 0.09 09986 | 00085 * 0.001 0595 + 09 1.0000
Benzo[alantraceno 0.0174 x 0.0043 -0.3646 = 0.B6 0.9776 0.0175 + 0.0006 -0.137 & 0.06 0.9993 0.0115 = 0.003 0450 = 12 0.9958
Benzo[klflucranteno 0.0015 % 0.0004 -0.0099 + 011 0.9692 0.001%2 + 0.0002 -0.025 + 0.00 0.9964 0.0016 * 0.002 -0.015 + 0.8 0.9928
Benzo[a]pireno 0.0018 * 0.0002 -0.0182 + 0.04 0.9936 | 0.0014 * 0.0002 -0.019 £ 0.00 09945 | 0.0013 % 0.002 -0.045 % 05 0.9945
Dibenzo[a,h]antraceno | 0.0009 * 0.0002 0.0546 * 0.05 0.9882 | 0.0017 * 0.0002 -0.109 & 0.17 09956 | 0.0011 % 0.002 0025 + 06 0.9928
Lindano 0.0006 * 0.0002 -0.0079 + 00537 | 09426 | 00005 + 4FE05 00017 *# 00118 | 09973 | 00004 + 1F-03 1E-17 + 0333 | 0.9820
Heptacloro 0.0004 * 0.0001 0.0017 # 0.0419 | 0.9505 | 0.0003 + 1E-04 0.0337 + 00405 | 09661 | 00005 + 9E-04 | -0.024 * 0.253 | 0.9922
Aldrin 0.0006 * 0.0002 -0.0196 + 0.0248 | 09652 | 0.0004 = 2E05 0.0041 *+ 00068 | D.9982 | 0.0003 * 0.001 -0.007 * 0377 | 0.9724
Dieldrin 0.0009 + 0.0002 -0.0239 + 0026 0.9735 0001 = FEOS 00173 + 00186 | 09976 | 00007 + 3E-04 | -0056 + -001 | 09995
Endrin 0.0002 * 0.0001 -0.0069 * 0.017 0.9208 | 0.0002 + 4E-05 0.0068 * 00111 | 09725 | 0.0001 * 1E-04 -0.001 * 0.04 | 0.9975
Mirex 0.0005 #* 0.0003 -0.037 % 0.0033 | 09011 | 00009 + 1E-04 0.0207 + 00319 | 09925 | 0.0007 * 0.001 -0.043 + 0.388 | 0.9889
Metoxicloro 0.0008 * 0.0002 -0.0405 = -0.026 0.97%4 0.0007 * 5E-05 00032 £ 0.0148 | 09973 0.0004 + TE-04 0.0239 + 0.282 | 0.9887
DoDT 0.0004 * BE-O5 -0.0086 * 0.0045 0.9787 0.0008 * 5E-05 -0.0518 + 0.087 0.9990 0.0005 + 1E-03 -0.02 + 0.293 | 0.9897
Metil-paratién 00002 * 00001 00411 * 00306 | 08639 | 00002 + 4E-05 00032 + 00136 | 09943 | 00002 + 4F-04 -0.005 + 0115 | 0.9820
Paratidn 9E-05 + RE-05 -0.0034 + 00156 | 09483 | 00003 + 7FE-OS -00171 * 0009 | 09881 | 00001 + SE-04 | 00045 + 0212 | 09198
Fosalona 4E-06 + 2E-06 0.0006 * 0.0007 | D.8750 3E-06 = 2E-06 2E-05 + 0.0005 | 0.9109 3E-06 + 1E-05 | -4E-05 + 0004 | 0.9565
Metil-azinfos 4E-05 * 9E-06 -0.0172 = 0.028 0.9967 4E-05 * 3E05 -0.0213 + 0u02 05731 3E-05 * TE-05 -0.016 + 0.024 | 0.9847
Cumafos 1E-05 * 2F-06 -0.0055 + 0.009 0.9981 BE-06 + 9F-06 -0.0038 + BE-04 | 09438 1E-05 + 3E-05 0006 *+ 0013 | 09761
Permetrina 0.0007 * 0.0004 00351 * 0122 0.9063 | 0.0004 * 3E-05 -0.0057 + 0002 | 09971 | 00007 + 0.002 -0.056 * 0.603 | 0.9779

Tabla 5.5.1. Datos del analisis de regresion lineal de las curvas de método para 3 técnicas de extraccion. m: pendiente; b: ordenada al origen; R: coeficiente de correlacidn.
a=0.05, n-2 g.l. EBU: extraccion por bafio de ultrasonido. EAMFPA: extraccidn asistida por microondas focalizadas a presion atmosférica.
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Es facil distinguir que las curvas de método para el benzo[a]antraceno son practicamente iguales a
la curva de calibraciéon instrumental, indicando en este caso que la extraccion de los analitos es adecuada.
Por otro lado, observado las curvas de método para el dibenzotiofeno cuyas respuestas son menores a la
curva de calibracion, no precisamente demuestran una extraccion ineficiente, ni atenuaciéon de la respuesta
por interferencias ya que el sistema de deteccidén es universal. Este comportamiento es esperado ya que
puede ocurrir una pérdida de los analitos durante el proceso de fortificacién de la muestra, volatilizacién
durante el periodo de almacenamiento de la muestra fortificada (2 semanas) o que durante el mismo
proceso de fortificacion donde parte de los analitos se adsorbiesen de manera irreversible sobre los

componentes de la muestra.

Otro factor que modifica el comportamiento lineal de la respuesta es debido a la homogeneidad de
la muestra, en la cual por encontrase en estado sdlido es dificil de garantizar, siendo ésta otra razén para
permitir variaciones mas elevadas en los resultados. Para varios casos la recta de regresidén de una curva de
método se sitla en respuestas inferiores/superiores a la de la curva de calibracidn (ej. benzo[a]pireno,
figura C-15); sin embargo al observar las barras de error para cada punto, éstas se superponen, por lo que
no es posible suponer una diferencia a menos de que se realice una prueba estadistica que requiere un

mayor numero de datos.

Una respuesta superior en las curvas de método indica la presencia de compuestos interferentes
sobre la deteccidn, tal es el caso para el metil-paration (figura C-25) y la fosalona (figura C-27) en donde
Unicamente al emplear la EAMFPA se extraen interferencias que incrementan la respuesta del detector, por
lo que la respuesta de estos compuestos no serd considerada en el estudio de comparacién de las técnicas
de extraccion. En varios casos se observan pendientes mayores para las curvas de método de la EBU
respecto a las de la EAMFPA/extraccion Soxhlet y viceversa; no obstante, varios intervalos de confianza de
los puntos experimentales se superponen, por lo que es requerido emplear una prueba estadistica con un

mayor nimero de repeticiones para determinar diferencias significativas entre las eficiencias de extraccion.

5.6 LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION INSTRUMENTALES Y DE METODO

Se realizé un andlisis de regresion lineal a un rango de concentracién menor al de las curvas de
calibracion ya que el error asociado a la determinacion del LD y LC incrementa significativamente conforme
el intervalo de la variable independiente aumenta. Los parametros del analisis de regresién para los HAP’s y
los plaguicidas se encuentran en las tablas 5.6.1 y 5.6.2 respectivamente. Debido a la cercania del limite de

deteccidon y a los bajos factores de respuesta de algunos compuestos, se pueden observar coeficientes de
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correlacién ligeramente menores respecto a los obtenidos en las curvas de calibracién. Para la mayoria de
los compuestos el coeficiente de correlacidn es superior a 0.98, el cual es indicativo de una excelente
linealidad; no obstante, algunos compuestos (ej. cumafos, paratién) muestran coeficientes menores pero
en ninguno de los casos se obtienen valores menores a 0.90, siendo este valor suficiente para demostrar

que existe una relacion lineal y el método para el célculo del LD y LC no carece de validez.

Coeficiente Rango de
de concentracion
correlacion (ng/mL)

LD LC
(ng/mL) | (ng/mL)

Ordenada
al origen

Compuesto Pendiente

8588 -372
Indeno 14811 2004 0,9819 0,73-0,18 0,16 0,52

9330+ -682
Naftaleno 1761 +10417 0,9801 0,81-0,20 0,19 0,62

11943 = -1146 +

Bifenilo 9059 3925

0,9964 0,66 -0,16 0,06 0,21

Acenaftileno 1935 +30| 76 =40 0,9999 7,40-0,19 0,07 0,22

Acenafteno 2313221 66+560 | 09968 1040-013 | 005 016

Dibenzofurano 21%1%1 163+ 5 0,9997 4,70-0,12 0,13 0,45

3299 + -465 +
Fluoreno 1062 2434 0,9829 0,67-0,17 0,14 0,47

Dibenzotiofeno 358261 -59+ 744 0,9980 0,55-0,14 0,04 0,13

9857 1647
Fenantreno 5403 2108 0,9981 0,59-0,15 0,04 0,13

4965 +
Antraceno 3013 630 + 1405 0,9977 0,71-0,18 0,05 0,18

Fluoranteno 43;3%5\3;-' 389+3014 | 09712 0,48 0,12 013 0,44

Pireno 2%%35* 28342061 | 0,9685 0,51-013 015

5294 + -930

Benzo[a]antraceno 2993 4537

0,9948 0,82-0,21 0,11

Benzo[k]fluoranteno 212(:3%01 508+2182 | 00549 046-023 | 011

Benzo[a]pireno 117+ 44 | 384 +307 0,9991 10,70-0,54 0,64

Dibenzo[ah]antraceno | 142 + 103 'fggzi 0,9997 069-017 | 050

Tabla 5.6.1. Datos del andlisis de regresion lineal de los HAP’s para la determinacion del limite de deteccion (LD) y el limite de
cuantificacién (LC) instrumentales. Los intervalos de confianza se determinaron a un nivel de confianza del 95 % (a = 0,05).
n = ndmero de puntos en de la curva de calibracion. S,: estadistico estimador de errores en la variable dependiente.
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Compuesto

Pendiente

Ordenada
al origen

Coeficiente
de
correlacion

Rango de
concentracion
(ng/mL)

Lindano

0,181 + 0,024

0,013+
0,012

0,9956

103,0-5,15

Heptacloro

0,341 + 0,093

-0,002 +
0,024

0,9892

42,8 - 5,35

Aldrin

0,468 + 0,094

-0,006 +
0,024

0,9941

416-5,2

Dieldrin

0,457 + 0,095

0,005
0,024

0,9936

42,8-55

Endrin

0,14+01

0,003 +
0,036

0,9725

51,6-129

Mirex

0,333 + 0,062

0,028 + 0,03

0,9871

102,0-51

Metoxicloro

0,2444 +
0,0099

-0,0062
0,0048

0,9994

103,0-5,15

DDT

0,382+ 0,015

0,0187 +
0,0088

0,9996

127,0-6,35

DDE

1,19+ 0,13

-0,008 +
0,41

0,9968

103,0-5,15

DDD

0,554 + 0,06

0,017 +
0,035

0,9969

120,0-6,0

M etil-
paration

0,126 + 0,043

0,017+ 0,18

0,9937

108,0-32,4

Paration

011+0,1

-0,001 +
0,52

0,9605

71,5-14,3

Fosalona

0,0303 £ 0,003

-0,0075 +
0,0022

0,9985

132,0-26,4

Metil-azinfos

0,0000368 *
0,0000042

-0,0187 +
0,0033

0,9872

1060 — 530

Cumafos

0,0000093 +
0,000003

-0,0037 +
0,0023

0,9116

1030 - 515

Permetrina

0,04 + 0,047

0,005
0,021

0,9964

96,0-4,8

Tabla 5.6.2. Datos de analisis de regresion lineal de los plaguicidas organoclorados, organofosforados y permetrina para la
determinacion del limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacién (LC) instrumentales. Los intervalos de confianza se

determinaron a un nivel de confianza del 95 % (a = 0,05). n &émmero de puntos en de la curva de calibracién. S ) estadistico

estimador de errores en la variable dependiente.

El estadistico S, es un estimador de errores en la variable dependiente, la ecuacién para su calculo
se encuentra en el anexo D. Mediante el se puede calcular el LD y el LC empleando el siguiente algoritmo

gue toma como ejemplo al indeno:

64



5. Resultados

Dado que el LD esta definido por: y, + 3S,,, donde se atribuyen al menos 3 desviaciones estandar
en la variable independiente para disminuir la probabilidad de ocurrencia de los errores tipo | y tipo Il, se

obtiene que:
LD = —372 + 3(450.1) = 978.3

Despejando la concentracién de la ecuacidon de la recta y sustituyendo el nuevo valor de la variable

independiente se tiene que:

B (978.3 +372)
Concentraciéon del LD = ~—gtes - 0.157 ng/mL

Del mismo modo se procede para el clculo del LC, donde el LC se define por: y, + 10S, por lo que:

LC = —372 +10(450.1) = 4129

» (4129 + 372)
Concentraciéon del LD = ~—gtsg — 0.524 ng/mlL

Es posible notar que los HAP’s presentan LD 10 veces menores respecto a varios de los plaguicidas;
esto es debido al mecanismo de fragmentacién de las moléculas. Los HAP’s son moléculas facilmente
ionizables al igual que los plaguicidas organoclorados; sin embargo, no se fragmentan abundantemente por
la estabilidad estructural debida a la conjugacion de los anillos, por lo que el fragmento mas
abundantemente formado corresponde al idn molecular, de esta manera, gran parte de las moléculas que
llegan a la camara de ionizacion, generan esta relacién m/z en especifico reflejandose en una mayor
respuesta. A diferencia de los otros compuestos, donde a pesar de seleccionarse la relacion m/z mas
abundante, no precisamente indica que se genera una cantidad de fragmentos superior a la originada por

los iones mas abundantes de los HAP’s.

Considerando un tamafno de muestra de 10 g, el factor de concentracién de los métodos es de 10 g
a 1 mL (10:1), por lo que el LD y el LC de método (sobre el sedimento en ng/g) se encuentra a una
concentracidén 10 veces menor a la reportada en las tablas 5.6.1 y 5.6.2 (ej. lindano, LD=1.1 ng/g, LC =3.8
ng/g). Para corroborar que hubiese deteccidn a tales concentraciones, se adiciond a una muestra de
sedimento una alicuota de una disolucidn estandar de los analitos para obtener una concentracidon similar
a la reportada en las tablas 5.6.1 y 5.6.2. Se confirmé que hubiese una relacién sefial ruido de por lo menos

3:1 y se corrié una muestra blanco de manera simultdnea. Todos los analitos fueron detectados con una
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relacidn sefial ruido superior a 3:1 empleando la técnica de EBU y casi todos con la excepcién del metil-

paration y la fosalona para la técnica de EAMFPA cuya respuesta de la muestra blanco interfirid.

Se pudo estimar el LD del método con facilidad ya que el LD instrumental calculado por regresion
lineal, se encuentra por encima del en el LD definido por la relaciéon sefial ruido a nivel instrumental; puede
observarse que los rangos de concentraciéon de cada una de las curvas de calibracién de esta seccidn
disminuyen adn mas que el valor reportado para el LD (ej. lindano: rango de concentracién 103-5.15 ng/mL,
LD=11ng/mL) y siguen siendo detectables. Este método calcula el LD y el LC instrumental por encima de un
LD 6 LC basado en la definicion de la relacion sefial ruido y garantiza estadisticamente con un nivel de
confianza del 95 % que a dicha concentracién los analitos seran detectables, pudiéndose estimar con

confianza el LD y el LC de método. La tabla 5.6.3 contiene los LD y LC sobre sedimento de los métodos

evaluados.
Compuesto LD (ng/g) LC (ng/g) Compuesto LD (ng/g) LC (ng/g)
Lindano 1.1 3.8 Indeno 0.02 0.05
Heptacloro 0.8 2.6 Naftaleno 0.02 0.06
Aldrin 0.6 1.9 Bifenilo 0.01 0.02
Dieldrin 0.6 2.0 Acenaftileno 0.01 0.02
Endrin 1.5 4.9 Acenafteno 0.01 0.02
Mirex 1.4 4.7 Dibenzofurano 0.01 0.05
Metoxicloro 0.4 1.3 Fluoreno 0.01 0.05
DDT 0.4 1.3 Dibenzotiofeno 0.01 0.02
DDE 0.5 1.6 Fenantreno 0.004 0.01
DDD 1.1 3.7 Antraceno 0.005 0.02
Metil-paration* 14 4.5 Fluoranteno 0.01 0.04
Paration 2.6 8.7 Pireno 0.02 0.05
Fosalona* 0.7 2.3 Benzo[alantraceno 0.02 0.06
Metil-azinfos 11.0 36.0 Benzo[k]fluoranteno 0.03 0.06
Cumafos 29.0 97.0 Benzol[a]pireno 0.06 0.20
Permetrina 0.95 3.1 Dibenzo[a,h]antraceno 0.005 0.16

Tabla 5.6.3. Limites de deteccidn y cuantificacion para los métodos de EBU y EAMFPA. LD: limite de deteccidn; LC: limite
de cuantificacion. * EI LD y LC para estos compuestos por la técnica de EAMPA no corresponde al establecido en la tabla al
presentarse interferencias de la matriz, su determinacién no fue posible.

5.7 COMPARACION DE LAS TECNICAS DE EXTRACCION

Se utilizé la prueba estadistica del analisis de varianza (ANOVA) para comparar las medias de cada

analito obtenidas por cada técnica de extraccion. Un paso previo a la comprobacidn de la existencia de

66



5. Resultados

diferencias entre varias muestras es determinar que éstas sean homoscedasticas; en caso de serlo, es valido
emplear la prueba de ANOVA y en el caso contrario se requiere de una prueba no paramétrica como la de
Friedman [73]. Una prueba para demostrar la homoscedasticidad cuando se tienen 3 o mas medias
muestrales es la prueba de Levene [74]. Las ecuaciones para el calculo del estadistico de Levene se
encuentran en el anexo E, los resultados de esta prueba para cada analito se encuentran en el anexo G. Las
medias de los grupos a comparar mostraron varianzas homogéneas, por lo que se empled la prueba de
ANOVA para comparar las medias. Las ecuaciones para el desarrollo de la prueba de ANOVA se encuentran
en el anexo F mientras que los resultados de la prueba en el anexo G. Para los analitos en los que la prueba
de ANOVA demostrd que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias, se realizé una
prueba post-hoc para determinar qué medias son las que difieren, para esto, se realizé la prueba de
diferencia minima significativa de Fisher (LSD por sus siglas en inglés) [75], las ecuaciones para su cdlculo se

muestran en el anexo Fy los resultados obtenidos en el anexo G.

Con base en los resultados de las pruebas estadisticas, fue posible asignar un porcentaje de 100 %
para la(s) técnica(s) de mayor eficiencia de extraccion, mientras que la(s) técnica(s) restantes fueron
asignadas con un porcentaje relativo a la de mayor eficiencia para cada analito. Las figura 5.7.1 contiene
dichos resultados para cada analito. Mediante este grafico es posible determinar la técnica mds adecuada
de extraccidn especifica para cada compuesto; sin embargo, en la mayoria de las ocasiones esto carece de

utilidad ya que los analisis son por lo general mulicomponentes.

La figura 5.7.2 representa la eficiencia relativa de extraccion por grupo de compuestos. Los HAP's se
subdividieron en dos grupos. Los HAP’s de bajo peso molecular (PM<170 g/mol), los cuales se caracterizan
por ser los mas volatiles: indeno, naftleno, bifenilo, acenaftileno, acenafteno, dibenzofurano y fluoreno;

mientras que los HAP’s restantes se caracterizan por ser mas lipofilicos y relativamente menos volatiles.

La extraccion Soxhlet resulta ser la extraccidn menos eficiente para varios de los HAP’s,
especialmente para los HAP’s de bajo peso molecular, debido principalmente a la volatilidad que éstos
presentan; cabe mencionar que varios de estos compuestos tienen la caracteristica de sublimar con
facilidad. Los HAP’s restantes tienden a extraerse de manera adecuada con cualquiera de las técnicas
estudiadas, obteniéndose los mejores resultados con la EAMFPA. Los plaguicidas organoclorados se extraen
mejor con la EMFPA al ser ésta una técnica de extraccidn por calor, favoreciendo la ruptura de interacciones
de estos compuestos con la matriz; no obstante la EBU muestra una eficiencia solamente 10 % menor,
pudiéndose igualar al incrementar la potencia del ultrasonido ya que el equipo empleado provee solamente
50 W. Varios bafios de ultrasonido por lo general suministran el doble de potencia y existe la posibilidad de

emplear una sonda ultrasénica que puede llegar a proveer 400 W.
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Figura 5.7.1. Eficiencias de extraccion de las técnicas para cada uno de los analitos. Se grafica el porcentaje relativo a la mejor técnica de extraccion por analito.

EAMFPA: extraccion asistida por microondas focalizadas a presion atmosférica. EBU: extraccion por bafio de ultrasonido.
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La EAMFPA no es recomendable para la extraccidn de los plaguicidas organofosforados al obtenerse

una eficiencia 40 % menor respecto a la EBU y la extraccidn Soxhlet, esto es debido probablemente al

incremento en la cinética de degradacion de estos compuestos o el favorecimiento de adsorciones

irreversibles con grupos polares de los

acidos humicos presentes en el sedimento. Finalmente, la

permetrina no mostré una diferencia significativa al ser extraida por las técnicas estudiadas.

100
90
80
70
60

% 50
40
30
20
10

B EAMFPA

EBU

M Extraccién Soxhlet

HAP's BPM HAP's

P-Ocl

—
P-OP Permetrina

o

Figura 5.7.2. Eficiencias de
extraccion de las técnicas por
grupo de compuestos. Se grafica
el porcentaje relativo a la mejor
técnica de extraccidon por grupo.

BPM: bajo peso molecular, P-OCl:
plaguicidas organoclorados, P-OP:
plaguicidas organofosforados.

Con base en los resultados de porcentajes relativos obtenidos para cada compuesto, es posible

determinar cudl es la técnica mds adecuada para la extraccidon en conjunto al promediar dichos porcentajes.

La figura 5.7.3 presenta la eficiencia de extraccidn de las técnicas estudiadas representandolas como un

porcentaje relativo a la técnica mas sobresaliente.
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Figura 5.7.3. Eficiencias de
extraccion de las técnicas para el
conjunto de todos los analitos. Se
grafica el porcentaje relativo a la
mejor técnica de extraccion.

Con la EBU se obtendran las mejores extracciones al realizar un monitoreo con estos grupos de

compuestos en muestras de sedimento, adicionalmente es la técnica de extraccion mas versatil por la
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facilidad de adquisicion del equipo y principalmente por la posibilidad de extraer mas de una muestra de
manera simultanea, lo cual agiliza la obtenciéon de resultados cuando se cuenta con un gran numero de
muestras por analizar. Por otro lado, la extraccidén Soxhlet y la EAMFPA, ademas de mostrar eficiencias de
extraccién 14 % y 8 % menores en conjunto para todos los analitos respectivamente, requieren periodos
mas largos de extraccion, pudiéndose prolongar bastante el tiempo de analisis de un lote con varias
muestras. La tabla 5.7.1 contiene los tiempos aproximados invertidos en cada etapa de la preparacion de la
muestra empleando las técnicas de extraccidn estudiadas. A pesar de que la EBU consume mas tiempo por
muestra, si se considerase el analisis de mas muestras o réplicas, el tiempo invertido en la preparacion de
la muestra disminuye drdsticamente; por ejemplo, tomando en consideracién que el bafio de ultrasonido
cuenta con una capacidad para extraer 6 muestras de manera simultanea, el tiempo total empleado en cada

técnica de extraccidn para preparar 6 muestras seria:

e EBU:5 horas.
e EAMFPA: 11 horas.

e Extraccidon Soxhlet: 40 horas.

Tiempo aproximado invertido en la preparacion de la muestra por técnica de extraccion

EBU EAMFPA Extraccion Soxhlet
# de muestras 1 6 1 6 1 6
Extraccion 40 min 40 min 80 min 480 min 360 min 2160 min
Limpieza 10 min 60 min 10 min 60 min 10 min 60 min
Concentracion 180 min 180 min 120 min 120 min 90 min 90 min
TOTAL 3.8h 4.7h 35h 11h 7.7h 385h

Tabla 5.7.1. Tiempo aproximado invertido en la preparacidon de la muestra por técnica de extraccion
tomando en cuenta 1 muestra y 6 muestras. El bafio de ultrasonido cuenta con capacidad de extraer 6
muestras de manera simultanea.

5.8 PORCENTAIJES DE RECOBRO EN MUESTRAS DE AGUA

Los porcentajes de recobro de los analitos se muestran en la tabla 5.8.1. Los porcentajes de recobro
de los plaguicidas fueron superiores al 80 %, demostrando que la fase del cartucho es adecuada para
concentrar 1000 veces dichos analitos a partir de un litro de agua. Por otro lado, los HAP’s mas solubles en
agua (ej. indeno, naftleno, etc.) presentan recobros extremadamente bajos, lo cual es de esperar debido a
la fase hidrofébica empleada y al medio acuoso. Los analitos cuyos porcentajes de recobro fueron menores
al 60 %, se descartaron del andlisis de agua por falta de confiabilidad en los resultados. Este hecho sustenta
aun mas la viabilidad del uso de muestras de sedimento para realizar un monitoreo de la calidad del agua

para todos los analitos estudiados.
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para los analitos en una muestra de

Lindano 793 + 9.9 Indeno 1.2 £ 0.25 ’
agua destilada. Volumen de Ia
Heptacloro 87.1 + 12.8 Naftaleno 1.0 + 0.47 muestra:1L. Factor de concentracién
Aldrin 85.5 + 8.4 Bifenilo 0.8 £ 0.25 (1000:1).
Dieldrin 90.2 + 2.8 Acenaftileno 40 + 142
Concentraciéon aproximada de los
Endrin 928 + 7.1 Acenafteno 3.7 £ 1.05 .
analitos en la muestra: 0.5 ng/mL
Mirex 88.0 + 13.8 Dibenzofurano 8.4 * 0.64
Metoxicloro 848 + 1.8 Fluoreno 15.7 + 7.27
DDT 93.8 + 9.1 Dibenzotiofeno 35,5 + 2.40
DDE 94.8 + 8.9 Fenantreno 409 + 2.08
DDD 926 + 136 Antraceno 39.6 + 12.02
Metil-paration 88.5 + 5.9 Fluoranteno 613 + 11.34
Paration 93.0 + 85 Pireno 62.3 = 290
Fosalona 879 t 8.6 Benzo[a]antraceno 72.6 t 7.45
Metil-azinfos 86.0 + 6.4 Benzo[k]fluoranteno 78.7 + 5.62
Cumafos 86.1 + 10.6 Benzo[a]pireno 753 t 7.35
Permetrina 925 + 8.6 Dibenzo[a,h]antraceno | 118.1 + 9.84

5.9 ANALISIS DE MUESTRAS DE AGUA Y SEDIMENTO DE CUENCAS DEL RiO LACANTUN

Las primeras muestras fueron tomadas en noviembre del 2008, Unicamente se tenian definidos 9
puntos de muestreo (# 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 10 y 11); para julio de 2009 se introdujeron 2 sitios mas al
monitoreo basdndose en estudios de escurrimiento de la zona. Se presentan los resultados obtenidos hasta

el muestreo realizado en octubre de 2009.

En las muestras de agua no se detectd ninguno de los analitos, mientras que en las muestras de
sedimento se detectaron pequefias cantidades de éstos, mostrando que los sedimentos resultan ser un
adecuado concentrador de contaminantes orgdnicos, dado que el gasto medio anual del rio Lacantun oscila

entre 425.3 m*/s y un escurrimiento anual en el orden de 13,000 millones de metros cubicos de agua [76].

Las concentraciones de los analitos detectados en el respectivo mes y lugar de estudio se muestran
en el anexo H. La concentracion de cada uno de los plaguicidas se encuentra por debajo de los limites

maximos permisibles en muestras de sedimento (anexo J).

Los plaguicidas detectados se muestran en la tabla 5.10.1, todos ellos provienen de las regiones de
asentamientos humanos y actividad agropecuaria. Varios de ellos se encuentran por debajo del limite de
cuantificacidn, no obstante, su presencia no deja de preocupar, ya que la mayoria de los plaguicidas

organoclorados, se prohibieron hace mds de dos décadas. Esto refleja la carencia de informacién y de
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presencia de autoridades regulatorias en la zona, la cual resulta ser necesaria para la erradicacion de los
plaguicidas potencialmente tdxicos y su sustituciéon por plaguicidas de nueva generacién cuyo impacto

ambiental es menos severo.

Tabla 5.9.1. Concentraciéon de los

( plaguicidas detectados. DET:
5 n.d. DET n.d. detectado, concentracion por debajo
Nov-08 6 n.d. DET n.d. del limite de cuantificacion. n.d.: no
8 DET n.d. n.d. detectado. Todos los sitios tienen
10 n.d. DET n.d. escurrimientos de las zonas con
Ene-09 10 20.7+5.1 n.d. n.d. asentamientos humanos y actividad
May-09 3 n.d. DET n.d. agropecuaria.
1 n.d. n.d. 29.2+1.36
Jul-09
2 n.d. n.d. 79.0 £10.1
Ago-09 1 n.d. n.d. 35.0+4.9
2 n.d. n.d. 18.6+4.2
4 n.d. n.d. 40.7+4.1
Oct-09
8 n.d. n.d. 14.1+5.7
9 n.d. n.d. 35.9+83

Los HAP’s se encuentran a concentraciones aparentemente inocuas; sin embargo, es necesario
determinar el efecto que podrian ejercer en conjunto estos analitos y no evaluar el efecto individual de cada
uno sobre la fauna del rio como se reporta en varios estudios [13, 15]. La figura 5.9.1 muestra la
concentracién total de HAP’s (resultado de la suma de concentraciones individuales) por zona y mes de
muestreo. Es posible apreciar una tendencia ciclica a lo largo del periodo de estudio entre la época menosy
mas humeda del afio, presentandose en los meses de marzo y septiembre respectivamente [76]. Durante la
temporada seca la concentracion detectada de los HAP’s se reduce en comparacion con la observada en la
temporada de lluvias. En la temporada seca, la quema de los pastos aumenta considerablemente, por lo que
las cenizas son depositadas sobre el suelo y las copas de los arboles, los cuales proveen una superficie de
captacién enorme. Durante la temporada de lluvias, el incremento drastico en la precipitacidn arrastra las
cenizas depositadas, parte de estas son concentradas por los sedimentos, reflejandose en un incremento en
la concentracién de los HAP’s durante esta época del afio. La tabla 5.9.2 muestra el cociente de
concentracion de naftaleno/fenantreno en los sitios de muestreo para los cuales estos analitos fueron
detectados, dicho cociente es indicativo de un origen de procedencia pirogénico de los HAP’s (ver cocientes

de referencia en la tabla 3.1.1) como es de esperar por los resultados observados.

Es necesario prolongar el monitoreo en la zona, ademas de correlacionar los aspectos de calidad del

agua con estudios climatolégicos para la delimitacion de zonas de captacidon y escurrimiento y estudios
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bioldgicos para establecer indices quimico/bioldgicos que determinen el impacto de los asentamientos
humanos sobre la fauna del rio y asi determinar zonas criticas y conservadas para el establecimiento de las

medidas correspondientes para la preservacién de la biodiversidad de la zona.

Ene-09 3 5.00E-04 concentracion de
= - naftaleno/fenantreno  determinados

Feb-09 ' en algunos sitios de muestreo. Un
7 0.4 . . Lo

cociente menor o igual a 1 indica una

6 0.24 i1 pirogéni

Mar-09 procedencia pirogénica (ver tabla
10 0.21 3.1.1).
4 0.53

May-09
11 0.73

Concentracion total de HAP’s en sedimentos de la cuenca
del rio Lacantun (ng/g)

Oct-09
& #1 Canoén
Ago-09 & #2 Ixcan
= #3Pto. Rico
Jul-09 & #4 San Pablo
& #5 Chajul
© May-09 < #6 Jose
S @ #7 Miranda
e Mar-09 & #8 Lagartos
< #9 Danta
Feb-09 1 @ #10 Manazanares
& #11 Tzendales
Ene-09
Dic-08
Nov-08 1

#sitio

Figura 5.9.1. Concentracidn total de HAP’s en muestras de sedimento de la cuenca del rio Lacantun.
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6. CONCLUSIONES

El desarrollo de la presente tesis permite concluir:

1. El programa de temperatura del cromatdgrafo de gases y las relaciones m/z seleccionadas para la
cuantificacion e identifiacion de los analitos por el espectrometro de masas permiten la adecuada
discriminacidn entre sus respuestas en un tiempo no mayor a 25 minutos.

2. Se desarrollé y optimizé la extraccion en conjunto de los analitos de muestras de sedimento
mediante las técnicas EAMFPA y EBU empleando disefios factoriales completos y fraccionados,
mediante los cuales se agilizdé y economizd la experimentacién en este estudio.

3. La linealidad de los métodos empleando EAMFPA , EBU y extraccion Soxhlet es aceptable al
obtenerse coeficientes de correlacién superiores a 0.7 para todos los casos.

4. No se observd interferencia sobre la respuesta por compuestos inherentes a la matriz de la
muestra al emplear la EBU y la extraccidén Soxhlet; no obstante, al utilizar la EAMFPA se presentd un
incremento en la respuesta del metil-paration y la fosalona debido a la extraccion de compuestos
interferentes.

5. Los limites de deteccidn de método al utilizar las técnicas de EAMFPA y EBU se encuentran en un
orden 10° veces por debajo de las concentraciones maximas permisibles por la EPA en muestras de
sedimento.

6. En cuanto a las eficiencias de extraccidon de las técnicas de EMFPA, EBU y extraccidn Soxhlet por
grupos de compuestos:

a. La extraccién mediante EAMFPA y EBU es estadisticamente igual para los HAP’s de peso
molecular menor a 170 g/mol; por otro, lado la extraccion Soxhlet muestra un eficiencia
40 % menor con respeto a las dos anteriores.

b. Paralos HAP’s cuyo peso molecular es mayor a 170 g/mol, las eficiencias de extraccion son
similares para las técnicas evaluadas, obteniéndose rendimientos ligeramente mejores al
emplear EAMFPA.

c. La EAMFPA resulta ser la mas eficiente para los plaguicidas organoclorados, la EBU y la
extraccion Soxhlet tienen eficiencias relativas a la EAMFPA 8 % y 20 % menores

respectivamente.
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7.

d. La EBU posee el mejor rendimiento de extraccidn para los plaguicidas organofosforados; la
extraccién Soxhlet y la EAMFPA presentan eficiencias relativas a la EBU 8 % y 40 % menores
respectivamente.

e. Para la permetrina, no se demostré diferencia estadisticamente significativa entre las
técnicas de extraccion evaluadas.

Al evaluar en conjunto las eficiencias de extraccién de los diversos grupos de compuestos, la EBU
presenta la mejor eficiencia de extraccién, mientras que la EAMFPA y la extraccion Soxhlet
mostraron eficiencias relativas a la EBU 8 % y 14 % menores. Adicionalmente la EBU es la técnica
mas versatil no sélo por presentar los mejores rendimientos de extraccién, sino por ser la mas
rapida y sencilla de utilizar cuando se tienen numerosas muestras por analizar.

Los porcentajes de recobro del método por EFS para las muestras de agua es adecuado para la
concentracidn/extraccion de todos los analitos con la excepcidén del indeno, naftaleno, bifenilo,
acenaftileno, acenafteno, dibenzofurano, fluoreno, dibenzotiofeno, fenantreno y antraceno cuyos
porcentajes de recobro son menores al 60 % debido a la elevada solubilidad acuosa que presentan,
por lo que fueron descartados del analisis de agua; no obstante, esto puede ser corregido
empleando cartuchos con fases adsorbentes menos hidrofébicas o mixtas.

Respecto al analisis de muestras de agua y sedimento en la cuenca del rio Lacantin se puede
concluir:

a. La concentracién de los contaminantes orgdnicos encontrados no supera los limites
maximos permisibles por la EPA, indicando que la regidn estudiada no se encuentra bajo
riesgo severo; sin embargo, la presencia de los plaguicidas son un claro indicio de que
deberan tomarse medidas preventivas en la regién.

b. La presencia de los plaguicidas organoclorados encontrados (Endrin y Dieldrin) demuestra la
falta de regulacién agricola e informacion en la zona por haberse prohibido su uso hace
algunas décadas. Esto es otro claro indicio que debe llevar a informar a la zona sobre el
riesgo del uso de este tipo de plaguicidas y fomentar su sustitucién por plaguicidas cuyo
impacto ambiental es menos severo.

¢. La quema de los pastos y de la selva genera HAP’s que son adsorbidos sobre las cenizas, las
cuales migran y se depositan sobre las copas de los arboles, en la vegetacion y en el suelo
de la region de REBIMA que provee un area de captacidn mucho mayor a la estimada en
metros cuadrados de suelo; en la temporada de lluvias parte de las cenizas son escurridas

hacia el rio Lacantun y parte adsorbidas por los sedimentos, es por eso que en esta
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temporada se observa un incremento en su concentracidn, la cual disminuye en temporada
seca.

d. Los cocientes de concentracidn de los HAP’s antraceno/fenantreno, encontrados en puntos
de muestreo ya sea que provengan de regiones con asentamientos humanos o del interior
de REBIMA, indican que la procedencia de estos compuestos es de origen pirogénico, lo cual
sustenta la tendencia observada en las concentraciones de estos compuestos entre la

temporada seca y la de lluvia.
Finalmente, cabe mencionar que hace falta realizar un estudio mas prolongado y evaluar otros

parametros fisicoquimicos, para poder correlacionar estos resultados con estudios bioldgicos y

establecer indices quimico/biolégicos de sustentabilidad ecoldgica para esta zona de estudio.
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Anexo A

A lones de cuantificacidn e identificacidon de los analitos para su deteccién
por monitoreo selectivo de iones mediante espectrometria de masas.

Se presenta el tiempo de retencién y la abundancia relativa de cada uno de los iones seleccionados, ésta es
utilizada como criterio adicional para confirmar la deteccidn de los analitos.

Tiempo de o Gl lones de identificacién
Compuesto retencion e

(min) Cuantificacion " " " | ” | | ” | | ”
Indeno 3.4 116 ]100| 115| 80 89| 10
Naftaleno 4.21 128 |100| 129| 15| 127 | 10
Bifenilo 5.31 154 |1 100| 153 | 50| 155| 15
Acenatftileno 5.83 152 | 100| 151| 15| 153 | 15
Acenafteno 6.06 154| so| 153 100| 152 | s0
Dibenzofurano 6.31 168 |100| 139 | 25
Fluoreno 6.84 166 | 100| 165| gg| 167 | 18
Lindano 8.29 183 |100| 181 | 90| 109 | 60
Dibezotiofeno 8.29 184|100 186| 10| 139| 20
Fenantreno 8.53 178 100| 179| 20| 176| 25
Antraceno 8.63 178 | 100| 176| 15 179 15
Metil-Paration 9.40 109|100 125| 8| 263 | 90 79 | 40 | 93 | 20 |
Heptacloro 9.51 100 f100| 272| 75| 274| 5
Malation 10.03 173 95| 125| 100| 127 | o0 93 | 95 | 158 | 40 |
Aldrin 10.13 66 100 263| 60| 220| 10
Paration 10.28 109 | 75 97| 70| 291 100| 139 | 45 | 155 | 35 |
4,4-dibromobifenilo 10.49 312
Fluoranteno 11.04 202|100 201| 10| 203| 20
Pireno 202 |100| 200| 15| 203 | 18
Endosulfan | 1950100| 339| s0| 341 | 30
DDE 12.01 246 | 100| 248 | 65 176 | 35
Dieldrin 12.07 79 100 263| 20| 279| 18
Endrin 12.53 67 |100| 345| 20| 250 8
Endosulfan Il 12.80 337 ) 35| 339| s0| 341| 35
DDD 12.97 2350100| 237| 70| 165| 45
DDT 13.79 235 100| 237| 70 165 | 45
Benzo[a]antraceno 14.82 228|100 229| 20| 226| 30
Benzo[a]antraceno d-12 14.82 2400 100| 239| 20| 241| 30
Metoxicloro 15.09 227 |100| 228 | 20| 152| 10| 114 5| 274 5212 | 5
Fosalona - 182 | 100| 184 | 40| 367| 20| 121| 70| 379 0
Metil-azinfos 160 | 100| 132| g8 93| 30| 104| 35| 105| 30
Mirex 15.88 272 |100| 237| s0| 274| 80| 270| s0| 239| 35235 | 35
Permetrina (cis) 16.83 183 |100| 184 | 15| 163 | 25| 165| 25
Permetrina (trans) 17.05 183 |100| 184 | 15| 163 | 25| 165| 25
Cumafos 17.05 362 so| 226| 70| 210| s0| 364| 35 97| 90 | 109| 100
Benzo[K]fluoranteno 17.46 252)100| 253 | 25| 125| 15]||qg tiempos de retencion rellenos
Bezol[a]pireno 18.06 252 | 100| 253| 25| 125| 10 |en verde corresponden a los

) compuestos que coeluyen.

Dibenzo[a,h]antraceno 20.39 278|100 139| 15| 279| 30
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B Espectros de masas.
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Anexo B
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C

instrumental.

La siguiente notacién es empleada en los gréficos:

Graficos de las curvas de métodoy la curva de calibracion

CC: curva de calibracién; S: sistema (instrumental); M: método; EBU: Extraccion por bafio de ultrasonido;
EAMFPA: extraccion asistida por microondas focalizadas a presién atmosférica; ESx: Extraccidon Soxhlet.
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Figura C-1. Curvas de método y de calibracién del indeno.

Figura C-2. Curvas de método y de calibracion del naftaleno.
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Figura C-3. Curvas de método y de calibracién del bifenilo.

Figura C-4. Curvas de método y de calibracién del acenaftileno.
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Figura C-5. Curvas de método y de calibracion del acenafteno.

Figura C-6. Curvas de método y de calibracion del dibenzofurano.
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16 ¢ CC-M-EBU
14 A A CCS
1 B CC-M-EAMFPA T
© ] X CC-M-ESx - 4
> 10 :
8 8
[J]
X 6
g 4
\< 2
0 .

0 500 1000 1500

Concentracion (ng/mL)

Figura C-7. Curvas de método y de calibracidn del fluoreno.
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Figura C-9. Curvas de método y de calibracidn del fenantreno.

Figura C-10. Curvas de método y de calibracion del antraceno.
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Figura C-11. Curvas de método y de calibracion del fluoranteno.

Figura C-12. Curvas de método y de calibracion del pireno.
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Figura C-13. Curvas de método y de calibraciéon del

benzo[a]antraceno.
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Figura C-14. Curvas de método y de calibracion del

benzo[k]fluoranteno.
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Figura C-15. Curvas de método y de calibracion del Figura C-16. Curvas de método y de calibracion del
benzol[a]pireno. dibenzo[a,h]antraceno.
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Figura C-17. Curvas de método y de calibracién del lindano.

Figura C-18. Curvas de método y de calibracion del Heptacloro.
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2 - ¢ CC-MEBU
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Figura C-19. Curvas de método y de calibracion del aldrin.
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Figura C-21. Curvas de método y de calibracion del endrin.
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Figura C-23. Curvas de método y de calibracion del metoxicloro.

Figura C-20. Curvas de método y de calibracion del dieldrin.
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Figura C-22. Curvas de método y de calibracion del mirex.
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Figura C-25. Curvas de método y de calibracién del metil- Figura C-26. Curvas de método y de calibracién del paration.
paration.
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Figura C-27. Curvas de método y de calibracidn de la fosalona. Figura C-28. Curvas de método y de calibracion de la metil-
azinfos.
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Figura C-29. Curvas de método y de calibracién de la cumafos. Figura C-30. Curvas de método y de calibracién de la
permetrina.

89



Anexo D

D Ecuaciones para la evaluacion de la linealidad y pardmetros de

estadistica descriptiva.

e Ecuacion de la linea recta
y =b+mx

Y = Variable dependiente; = Vvariable

independiente; b= ordenada al origen; m=
pendiente.

e Pendiente

> {6 = xXy; - )}
Z(Xi - X)2

m=

X = media de los valores de X Y = media

de los valores de Y

e Ordenada al origen

b=y-mx

e Coeficiente de correlacion

DA =Ny —y)}

S [0

r =
i

e Estadistico S, (estimador de errores
aleatorios en la direccién y)

Z(Yi -9, )2

Vi = Valor de y ajustado por la recta de

regresion para un determinado valor de x.

e Desviacidn estandar de la pendiente
S

yIx

TS (% - x)

90

Desviacion estandar de la ordenada al
origen

Intervalo de confianza para la pendiente
IC(m) =m=x (tO.QS,n—Z Xsm)

Intervalo de confianza para la ordenada
al origen

| C(b) =b+ (to.gs,nfz XSD)

Residuos de y

Ry‘ =Y, -9

Media aritmética (promedio)

DL
n

Desviacion estandar

Desviacién estandar relativa (DER)
S

DER=—-100
X

Intervalo de confianza de la media de
muestras pequenas

S
n—l'ﬁ

Xttt



Anexo E

E Pruebas estadisticas para la evaluacion de la homoscesdasticidad.

Prueba de F para comparar varianzas de dos muestras

Ho: = §°1= 5, S: desviacion estandar; §%: varianza; H,: e  Valor critico para F y criterio de rechazo de H,,
hipdtesis nula.

= Setoma el valor de F con n;-1vy n,-2 grados
Estadistico F de libertad para el numerador y denominador
52 respectivamente. (n: nimero de

F = 1/522 observaciones). a=0.05, 95% de confianza.
= Sj el valor de F es mayor a F.j;icqa S€ rechaza
H,;, visto de otra manera, al calcular la

Las varianzas se deben dividir de tal manera que F probabilidad con el estadistico de F, si la

siempre sea 1. probabilidad es menor a 0.05 se rechaza H,.

Prueba de Levene para comparar varianzas de mas de dos muestras

HO = Xl = XZ = )?3 Xn
Estadistico F

* ladiferencia absoluta entre cada valor y la media de su grupo esta dada por: D;; = |Xi]- - )_(]-|; donde Xj; es el

valor puntual i perteneciente al grupojy)_(,- es la media del grupoj.

— D;: - .
* Lamedia de las diferencias de cada grupo se calcula mediante: D; = %; donde n; es el tamafio del grupo j.
j
. . . . = X Z]l":1 Dy n k
= La media total de todas las diferencias se determina: D, = — donde ) ijl D;; es la suma de los

valores puntuales Dj; de todos sujetos, N el nimero total de sujetos y k el nimero de grupos.

Orlg.en.de las Suma de cuadrados (SC) Grados de libertad (g.l.) Media de los cuadrados F
variaciones (MC)
k
- SC; MC;
Entre grupos SCinter = Z n; (D, - Dt)2 g-linter =k —1 MCipter = e F =2t
= 9- l'inter Mcintra
de n k k sc
Dentro de los —\2 it
SCintra = Z Z(Dij - D]) 9-lintra = Z(n] - 1) MCirq = —
grupos 9-Lintra
i=1j=1 j=1
n k »
Total D, = Liz1 21 Dy
N

Valor critico para F y criterio de rechazo de Hy,

= Se toma el valor de F con g.l.pter Y 8:l-intra Para el numerador y denominador respectivamente. a=0.05, 95%
de confianza.

= Sj el valor de F es mayor a Fi;s Se rechaza Hy; visto de otra manera al calcular la probabilidad con el
estadistico de F, si la probabilidad es menor a 0.05 se rechaza H,.
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Anexo F

F Pruebas estadisticas para comparar medias.

Prueba de t para comparar dos medias suponiendo varianzas homoscedasticas

HO = Xl = XZ
Estadistico t

*-X)

11
Sn—1+n—2

Donde la desviacion estandar S esta dada por:

(ny — 1)SE + (n, — 1)S7
(ny +ny, —2)

§? =

Valor critico para t y criterio de rechazo de H,,

= Setoma el valor de t con ny + n, — 2 grados de libertad, a dos colas y con a=0.05.

=  Sielvalor absoluto de t calculado es mayor a t,;c, se rechaza H,.

Prueba de t para comparar dos medias suponiendo varianzas no homoscedasticas

Hy=X, =X,
Estadistico t
X, — X3)

Los grados de libertad se calculan redondeando a un nimero entero el valor obtenido mediante la siguiente ecuacion:

t=

ey
n N

g.l.=

( = - )
7 +

ni(ng —1) nj(n,—1)
Valor critico para t y criterio de rechazo de H,,

= Setoma el valor de t con g.l. calculados, a dos colas y con a=0.05.

=  Sielvalor absoluto de t calculado es mayor a t,;, se rechaza H,.
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Anexo F

Analisis de varianza (ANOVA) para comparar mas de dos medias

HO :Xl :XZ :)?3 Xl

Estadistico F

Origen de las

Grados de libertad

Media de los cuadrados

i=1)=1

variaciones Suma de cuadrados (SC) 1) (MC) F
T—Z Tz SCinter Mcinter
Entre grupos SC; =)y - -—— L =h-1 MC; =— F=—-+—
g p inter £ n N g inter inter . l-inter MCintra
Dentro de los SCint
grupos SCintra = SCrotal — SCinter g-lintra =N—h MCiptrq = g.lfﬁ
TZ
Total SCrotal = ZZXS N g-lingrg =N—1

Donde: N: numero total de mediciones; h: nimero de muestras; n: nimero de mediciones por muestra; T:

suma de todas las mediciones; T;: suma de las mediciones en la muestra i; Y;;_4 Zi:l Xizi: suma del cuadrado de cada

medicién j en la muestra i.

Valor critico para F y criterio de rechazo de Hy,

=  Setoma el valor de F con g.l pter Y 8:l-intra Para el numerador y denominador respectivamente. a=0.05, 95%

de confianza.

= Si el valor de F es mayor a F.is Se rechaza Hy; visto de otra manera al calcular la probabilidad con el

estadistico de F, si la probabilidad es menor a 0.05 se rechaza Hy.

Prueba de diferencia minima significativa (LSD)

Esta prueba se emplea para determinar qué medias son las que difieren cuando ANOVA demuestra que existe

diferencia significativa entre las medias. Para su calculo se toman algunos parametros determinados en la prueba de

ANOVA.

LSD = Sg - tg.l.intm @=0.05, dos colas.

2-MC; . -
Sz = ’+"a donde r: es el niumero de repeticiones.

Si la diferencia absoluta entre dos medias es mayor al valor de LSD, se establece que existe una diferencia

estadisticamente significativa ente dichas medias.
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Anexo G

Resultados de las pruebas estadisticas para la comparacién de medias
en la evaluacién de las técnicas de extraccion.

Este anexo contiene los resultados de las pruebas ANOVA, estadistico de Levene y prueba de LSD para cada uno de
los analitos excepto para la fosalona y el metil-paration en los cuales solo se realizé prueba de Fy de t de student al
tenerse solo dos grupos de datos. Contiene también parametros de estadistica descriptiva. Pruebas realizadas con
a=0.05 y dos colas en el caso de la prueba de t. Los datos analizados son areas relativas.

Naftaleno

Homageneidad de las varianzas

Indeno
Homogeneidad de las varianzas

[Estadistica de Levens Probabilidad Estadistico de Levens Probabilidad

0131988 0.877606 1.28611 0.311842

RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. s vilido realizar anOwa,

RESULTADO: Varianzas estadisticaments iguales. Es vilido realizar aNOvA.

RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA.

CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sc el nC 3 | Frobabilidad | valor critico para £ Origen de [as variaciones sc el mMc F | Frobsbilidsd | valor critico para ¢
Entre grupos 0.0753872 2| 0.0376536| 6.54] o.012] 3885203235 [Entre grupos 0.0051202] 2| 0.002560 EET | 0.13as) 3.385293835
pentro de los grupos 0.0691751] 12| o.00s76484) Dentro de los grupas 0.0128959| 12| 00107158
ol 0.143565 14 Total 0.0180161] 13
RESULTADO. Medias estadisticamente diferentes. Ver prueba LSD para determinar que medias son diferentes. RESULTADO: |Medias estadisticamente iguales
Pruca LD Prueba L5D
Método Media Contraste Limites () Diferencia RESULTADO Método Media Contraste Limites (1) Diferencia RESULTADO
Extraccion Soxhlet (#3) 0.501506 1-2 0.104627 -0.012341 Mo hay diferencia significativa Extraccign Soxhlet (#3) 0.131919 1-2 0.0451737 0.0161447 Mo hay diferencia significati
EAMFPA (#1) 0.645342 1-3 0.104627 0.143836 Si hay diferencia significativa EBU (#2) 0.17046 1-3 0.0451737 0.0235862 Mo hay diferencia significati
EBU [#2) 0.657683 2-3 0.10a827 0.156177 5i hay diferencia significativa EAMFPA (71) 0.186605 2-3 0.0451737 0.0285415 Mo hay diferencia significati
Bifenilo Acenaftileno
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
[Estadistico de Levens Probabilidad Estadistico de Levene Probabilidad
0.235183 0.783931 1.60895 0.240413

RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA.

CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sC el Me 3 | probabiidas | valor critico para ¢ Origen de las variaciones sc el Mc F | erobabiisad | valor critico para F
Entre grupos 0.00376195] 2| 000188057 115 03352 3.885293635 | |entre grupos 0.00096301 2]  0.000251504) 11.19] 0.0013] 3.885293835
pentro de los grupos 0.0193987 12 0.00161656 Dentro de los grupas 0.00051616 12 4.30£-05|
rotal 0.0231606 14 Total 0.00147917 14
RESULTADO: [Medias estadisticamente iguales RESULTADO Medias estadisticamente diferentes. Ver prueba LS50 para determinar que medias son diferentes.
Prueba LSD Prueba LSD
Método media contraste Limites (£) Diferencia RESULTADO método meadia contraste Limites (1) Diferencia RESULTADO
EBU (#2) 0.160414 1-2 0.0554047 0.038221 o hay diferencia significativa Extraccion Soxhlet (#3) 0.0164262 1-2 0.00903759 0.00586446 Mo hay diferencia significativa
Extraccion Soxhlet [#3) 0185265 1-3 00554047 00133702 No hay diferencia significativ EBU (#2) 00271587 1-3 000903759 00195969 5i hay diferencia significativa
EAMFPA [#1) 0.188635 2-3 0.0554047 -0.0248508 o hay diferencia significativa EAMFPA (51) 0.0360232 z-3 0.00903758 0.0107325 Si hay diferencia significativa
Acenafteno Dibenzofurano
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
[Estadistica de Levene Probabilidad Estadistico de Levene Probabilidad
178673 0.209303 0.12784 0.881177
RESULTADG: Varianzas estadisticamente iguales. £s valido realizar anovA RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. €5 valido realizar anova
CUADRO ANOVA CUADRD ANOVA
Origen de las variaciones sc el Me 3 | erobabilidad | walor critico para ¢ Orizen de [as variaciones sc el e F | Frobabiidad | valor critico para ¢
Entre grupos 0.0142563 2 0.00712815 s0.21] of 3.885293835 | [Entre grupos 0.00036841 z]  0.000184205) s2.53] 1 3.385293835
Dentro de los grupos 0.00283127] 12| o.000235939 Dentro de los grupos 2.22E-05 12 1.85E-06|
ol 0.0170876 12 Total 0.00039062 14
RESULTADO:] Medias estadisticamente diferentes. Ver prueba L5D para determinar que medias son diferentes. RESULTADO Medias estadisticamente diferentes. Ver prueba L50 para determinar que medias son difersntes
Prueba LSD Prueba L5D
Método Media Contraste Limites (&) Diferencia RESULTADO Método Media Contraste Limites {+) Diferencia RESULTADO
Extraccidn soxhlet (73] 0.0222736 1-2 0.0211666 0.0123105 Mo hay diferencia significativa Extraccidn soxhlet (#3) 0.00484355 1-2 0.00187467 0.000515007 Mo hay diferencia significativa
EBU (2] 0.0805781 1-3 0.0211666 0.070714 i hay diferencia significativa EBU [#2) 0.0150806 1-3 0.00187467 0.010761 5i hay diferencia significativa
EAMFRA (#1) 0.0329836 2-3 0.0211666 0.0583035 i hay diferencia significativa EAMFRA (51] 0.0156026 2-3 0.00187467 0.010246 si hay diferencia significativa
Fluoreno Dibenzotiofeno
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
[Estadistico de Levene probabilidad Estadistico de Levene probabilidad
230017 0.142638 1.28023 0313356

RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANGVA, RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es vilido realizar ANOVA.

CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sC el ME F | erobabilidad | wvalor critico para ¢ Origen de las variaciones s¢ £l Me F | erobabiidad | valor critico para £
Entre grupos 0.0330975 2 0.0165437] 37.23] of 3385203835 ] [Entre grupos 000646463 2] 0.00323231) 2.21] 0.0935) 3.885293835
[Dentro de los grupos 0.00533345 12 0.000444455 Dentro de los grupos 0.013349| 12| 0.00111241]
[Total 00384309 14| Total 0.0198136| 12|
RESULTADO] Medias estadisticamente diferentes. Ver prueba LSD para determinar que medias son diferentes RESULTADO: [Medias estadisticamente iguales
Prucba LsD Prueba LSD
Método media contraste Limites (2] Diferencia RESULTADO Método media contraste Limites (1) piferencia RESULTADO
Extraccidn soxhlet (73] 00525307 1-2 0.0220512 0.00718064 Mo hay diferencia significativa EBU (22) 0.147928 1-2 0.0459604 0.0210714 Mo hay diferendia significativa
eBU (52 0148392 1-3 00250512 0.103042 5i hay diferencia significativa EamFpa (51) o168 1-3 0.0a53804 0029542 No hay diferencia significati
EAMFPA (#1) 0.155572 2-3 0.0280512 0.085861 =i hay diferencia significativa Extraccion Soxhlet (#3) 0193544 2-3 0.0453604 -0.0506154 Si hay diferancia significativa
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Anexo G

Fenantreno Antraceno

Homogeneidad de las varianzas

Probabilidad

Homogeneidad de las varianzas

estadistico de Levene Probabilidad Estadistica de Levene

00198243 0.980403 1.35451 0.294815

RESULTADOD: Varianzas estadisticamente iguales. £s valido realizar ANOVA, RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar anOvA

CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sc el [T 3 | erobabiiidad | valor eritico para £ Origen de las variaciones sc gl Me F | erobabilidad | valor critico para
Entre zrupos 0.00390441] 2] 0.0018522| Ddﬁl . 5.133' 3885293835 | JEntre grupos 0.107557 2 0.0537784] nmasl 3.885293835
Dentro de los grupos 0.0511803 12 0.00426503 Dentro de los grupos 0.0438017 12| 0.00365014)
rotal 0.0550847) 14] Total 0.151350 14
RESULTADC:JMedias estadisticamente iguales RESULTADO:| Medias estadisticamente diferentes. Ver prueba LSD para determinar que medias son diferentes.
Prueba LSD Prueba LSD
Método Media Contraste Limites (1) Diferencia RESULTADO Método Media Contraste Limites (1) Diferenci RESULTADO
Extraccion Soxhlet (#3) 0.240443 1-2 0.0853035 0.0107633 No hay diferancia significativ Extraccion Soxhlet (#3) 0.124875 1-2 00832541  -0.00819261 No hay diferencia significativ
EBU (#2) 0.267998 1-3 0.0899936 0.0383124 No hay diferendia significativa EAMFPA (#1) 0.300268 1-3 0.0832541 0.175394 5i hay diferencia significativa
EAMFPA (71) 0278762 2-3 0.0899936 0.0275491 No hay diferencia significat EBU [#2) 0.308461 2-3 0.0832541 0.183586 5i hay diferendia significativa
Fluoranteno Pireno
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levene Probabilidad Estadistico de Levene Probabilidad
3.06151 0.0842761 1.11279 0360302
RESULTADD: Varianzas estadisticamente iguales. £s valido realizar ANOVA, RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA
CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de |as variaciones sC el MC F | rrobabiidsd | valor critico para Origen de las variaciones sC £l MC F | erobabilidsd | valor critico para F
Entre zrupos 0.00726043 2 0.00363021 183] 0.2358) 3.885203835 | [Entre grupos 0.00352152 2] o0.00175078 o.64] 0.5423) 3.885203835
[Dentro de los grupos 0.0266657 12 0.00222215| Dentro de los grupos 0.0328024 12 0.00273353)
[Total 0.0339262 14] Total 0.0363239 14
RESULTADGC:[Medias estadisticamente iguales RESULTADO: [Medias estadisticamente iguales
Prueba LSD Prueba LSD
Método Media Contraste Limites (2) Diferencia RESULTADO Método Media Contraste Limites (1) Diferenci RESULTADO
Extraccion soxhlet (#3) 0332324 1-2 0.0649537  0.000943251 No hay diferencia significativa EBU [#2) 0.337461 1-2 0.0720465 0.0371521 No hay diferencia significativa
EBU (#2) 0.378516 1-3 0.0548537 0.0471349 No hay diferencia significativa Extraccion Soxhlet (#3) 0.351428 1-3 0.0720465 0.0231853 Nao hay diferencia significativa
EAMFFA [#1) 0.379458 2-3 0.0643587 0.0461916 no hay diferencia significa EAMFPA (#1) 0.374613 z-3 0.0720465 -0.0139668 o hay diferencia significat
Benzo[a]lantraceno Benzo[k]fluoranteno
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levene Probabilidad Estadistico de Levene Prababilidad
0.839784 0455673 0.527587 0.603103
RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. £5 vilido realizar ANOVA, RESULTADO: Varianzas estadisticaments iguales. Es valido realizar anova
CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sc gl Me 3 | erobabiidad | valor eritico pars £ Origen de las variaciones s gl Mc F | erobabilidad | valor critico para
[Entre grupos 0.879537] 2| 0.435768| 7 AZI o oozl 3.885293835 | JEntre grupos 0.0065311 2 0.00326555] [ all DDHJI 3.885293835
Dentro de los grupos 0.711384] 12| 0.059282 Dentro de los grupas 0.00620862 12| 0.000517485
rotal 159092 14] Total 0.0127409 14
RESULTADD: Madias estadisticamente diferentes. ver prugba LSD para determinar que medias son diferentes. RESULTADO: Medias estadisticamente diferentes. ver prueba 50 para determinar que medias son diferantes.
Prueba LSD Prueba LSD
Método Media Contraste Limites (4] Diferencia RESULTADO Método media contraste Limites {£] Diferenc RESULTADO
EBU (#2) 0.838612 1-2 0.335515 00684733 na hay diferencia significativ EBU [#2) 0.17091 1-2 00313473 0.0226151 o hay diferencia significativ
EAMFPA [#1) 0.908086 1-3 0.335515 -0.475400 i hay diferencia significativa EAMFPA (81) 0.193526 1-3 0.0313473 -0.0283881 Mo hay diferencia significar
Extraccion soxhlet (#3) 138349 2-3 0.335515 -0.544875 Si hay diferencia significativa Extraccion soxhlet (#3) 0.221914 2-3 0.0313473 -0.0510033 5i hay diferendia significativa
Benzo[a]pireno Dibenzo[a,h]antraceno
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levene Probabilidad Estadistico de Levene Probabilidad
0.298899 0.746938 0.615713 0556478
RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. £s valido realizar ANOVA, RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA
CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sC el MC F | erobabiicad | wvalor eritico para £ Origen de las varacionss 5C £l MC F | erobabiiigad | valor critico para F
Entre zrupos 0.00135775] 2|  c.oo0a7877 0.57] 0.5512] 3.885293835 | [Entre grupos 9.12E-05 2 4.56E-03) o.05) o.953) 3.885203835
[Dantro de los grupos 0.0206814| 12 0.00172345| Dentro de los grupos 0.011317 12 0.000343085
[Total 0.0226391 14] Total 0.0114082 14
RESULTADO Medias estadisticamente iguales RESULTADO: JMedias estadisticamente iguales
Prueba LSD Prueba LSD
Método Medi contraste Limites (2) Diferencia RESULTADO Método media contraste vLimites () piferencia RESULTADO
EBU (#2) 0.202036 1-2 0.0572071 0.0257005 Mo hay diferencia significativa EBU [#2) 0.255311 0.0423181 0.0060361 No hay diferencia significativa
Extraccion Soxhlet (#3) 0207298 1-3 0.0572071 0.0224387 No hay diferencia significativa Extraccion Soxhlet (#3) 0258509 1-3 0.0423181 0.00283504 No hay diferencia significativa
EAMFPA [#1} 0229737 2-3 0.0572071 -0.00326134 No hay diferencia significaf EAMFPA (#1) 0261348 2-3 0.0423181 -0.00319706 Nao hay diferencia significati
Lindano Heptacloro
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levene Probabilidad Estadistico de Levene Frobabilidad
0578825 0.575453 0.718535 0.506842
RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. £s vilido realizar ANOVA. RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido rea
CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sc el [T 3 | erobabiiidad | valor eritico para £ Origen de las variaciones sc gl Me F | erobabilidad | valor critico para
Entre grupos 0.00014761] 2] o.000073804) 2.01) 0.1761) 3.885293835 ] [Entre grupos 0.00028388 2] o.ooo14158y) 3] o.0391) 3.885293835
Dentro de los grupos 0.00043577] 12 3.66E-05 Dentro de los grupos 0.00039632 12 3.30E-03)
[Total 0.00058737 14] Total 0.0006803 14
REsULTADD:[Medias estadisticamente iguales RESULTADO: [Medias estadisticamente diferentes Ver prueba L5D para determinar que medias son diferantes.
Prueba LSD Prueba LSD
Método Media Contraste Limites (1) Diferencia RESULTADO Método Media Contraste Limites (1) Diferenci RESULTADO
Extraccion Soxhlet (#3) 0.0248851 1-2 0.00834201 7.35E-05 No hay diferencia significat Extraccion Soxhlet (#3) 0.0212353 1-2 0.00791919 0.00388833 Mo hay diferencia significar
EBU (#2) 0.0315 1-3 0.00834201 0.00669333 No hay diferencia significativa EBU (#2) 0.0278851 1-3 0.00791919 0.0105381 5i hay diferendia significativa
EAMFPA [#1) 0.0315785 2-3 0.00834201 0.00661493 No hay diferencia significativa EAMFPA (81) 0.0317734 2-3 0.00791819 0.00664575 No hay diferencia significativa
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RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. €5 vilide realizar aNOva.

Aldrin Dieldrin
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
[Estadistica de Levene Probabilidad Estadistico de Levens Frobabilidad
0371815 0.697088 178281 0.208326
RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA. RESULTADO: Varianzas estadisticaments iguales. Es valido realizar ANOVA.
CUADRO AMOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sc gl Mc F | erobabiligzd | wvalor critico para £ Origen de las variaciones sc gl Me F | erobabilidad | valor critico para ¢
Entre zrupos 0.00085357| 2| ooooazs7ss 36 ozl nI 3.885293835] [Entre grupos 0.00030957| 2| ©.o0001547E6| 4 i:l DEEB:I 3.885293835)
Dentro de los grupas 0.00014217] 12 113605 Dentro de los grupos 0.00042864 12 3.57E-05]
Total 0.000929573 14] [Total 0.00073822 14
RESULTADO-|Medias estadisticamente diferentes. Ver prusba LSD para determinar que medias son diferentes. mesuLTADO |Medias estadisticamente diferentes. Ver prusba LSD para determinar que medias son diferantes.
Prueba LsD Prucha LsD
método Media Contraste Limites (£) Diferencia RESULTADO Método madia contraste Limites (+) Diferencia RESULTADO
Extraccion Soxhlet (#3) 0.0210615 1-2 000474303 0.000161441 No hay diferencia significativa Extraccion soxhlet | 0.0425545 000823563  0.00310421 Mo hay diferencia significativa
EBU (2] 0.0360824 1-3 0.00474303 0.0160823 si hay diferencia significativa EBU (22) 0.0502969 0.00823583 0.0108066 si hay diferancia significativa
EAMFPA (71)] 0.0371438 2-3 0.00474303 0.0158208 5i hay diferencia significativa EAMFPA (1) 0.0534011 2-3 0.00823583 0.00770235 No hay diferencia significativa
Endrin Metoxicloro
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levene probabilidad Estadistico de Levens Frobabilidad
186531 0.187067 0.887038 0.401004
RESULTADOD: Varianzas estadisticamente iguales. €5 vilido realizar ANOWA. RESULTADO: Varianzas estadisticaments iguales. Es vilido realizar aNOva.
CUADRO AMNOVA CUADRO ANOVA
Origen de Ias variaciones sc el Mc 3 | erobabilidad | walor critico para £ Grigen de las variaciones sc gl Mo F | Frobabilidad | valor critico para ¢
Entre grupos 0.0004573| 2| 0.000243947 s0.65] of 3.385293835] [Entre grupas 0.00219683 2] o.oo10984y 113] 0.3525] 3.385293835
[Dantro de los grupos 9.55E-05 12| 7.96E-06 Dentro de los grupos 0.0115729 12 0.00096441]
[Total o 3 14] [Total 0.0137698 14
RESULTADO:|Medias estadisticamente diferentes. Ver prusba LSD para determinar que medias son diferentes. RESULTADO: [Medias estadisticamente iguales
Prueba LSD Prueha LSD
Método Media Contraste Limites (£] Diferencia RESULTADO Método Media contraste Limites [£) Diferencia RESULTADO
Extraccion Soxhlet [#3] 0.00587982 1-2 0.0038867 0.0111939 si hay diferencia significativa Extraccidn Soxhlet (#3) 0.200202 0.0827330 0.0139237 no hay diferancia significativ
EBU (2] 0.0075127 1-3 0.003BE67 0.0128318 5i hay diferencia significativa 0.215803 0.0427830 0.0295256 No hay diferencia significativa
EamFpa (71 00187118 23 00038557 000183288 No hay diferencia significativa Eamrea (51) 0229917 coa27358 00157018 No hay diferencia significativa
Mirex Endosulfan
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levene Probabilidad Estadistico de Levens Frobabilidad
118393 0.33991% 0.0137606 0.986349
RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA. RESULTADQ: Varianzas estadisticaments iguales. Es valido realizar ANOVA.
CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sc el Me 3 | probabilicad | valor critico para £ Origen de las varaciones sc gl ME F | probabiiidad | valor critico para F
[Entre grupos 0.000S8711 2 0.1 3. MI CI.CIESE]I 3.885293835] |Entre grupos 6.23E-06 2 3.11E-D6| 1. S_I 0.25 ?I 3.885293835
pentro de los grupos 0.00171977] 12]  0.000143314] Dentro de los grupos 2.46E-05 12 2.05E-08|
rotal 0.0027065] 14] Total 3.08E-05 14
RESULTADO:|Medias estadisticamente iguales RESULTADO: |Medias estadisticamente iguales
Prueba LSD Prueba LSD
Método Media Contraste Limites (1) Diferencia RESULTADO Métado Media Contraste Limites (£} Diferencia RESULTADO
Extraccidn soxhlet (73] 0.0855928 1-2 0.0164966 0.00414478 o hay diferencia significativ Extraccidn soxhlet (#3) 0.00491132 1-2 0.00187128 0.0003387 Mo hay diferencia significativa
EBU (52 0.100351 1-3 00164966 0.0189024 5i hay diferencia significativa EBU [£2) 0.00607682 1-3 000197128 0.00150418 Na hay diferencia significatiy
EAMFPA [#1) 0.104495 2-3 0.0164966 0.0147576 o hay diferencia significativa EAMFPA [#1) 0.00641552 2-3 000197128  0.00116548 na hay diferencia significativa
DDT Malation
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levene Probabilidad Estadistico de Levene probabilidad
0.56456 0.583007 0.159831 0854072
RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA. RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOV,
CUADRO AMOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sC gl MC E | erobabilidsd | valor critico para £ origen de las variaciones st gl MC F | erobasiiidsd [ valor critico para ¢
Entre zrupas 7.39E-05| 2| o.ooo03s952 [ 15' o. Bszsl 3.885293835] [Entre grupos 00002815 2 0.00014075] DEIDiSI 3.885293835)
Dentro de los grupas 0.00274213 12]  0.000228511 Dentro de los grupas 0.00017307) 12 1.49E-05|
Total 0.00281606| 14] [Total 0.00046057 14
RESULTADO:|Medias estadisticamente iguales RESULTADO: |Medias estadisticamente diferentes. Ver prueba LSD para determinar que medias son diferentes.
Prueba LSD Prueba LSD
Método Media Contraste Limites (] Diferencia RESULTADO Método Media Contraste Limites (+) Diferencia RESULTADO
EAMFPA (#1) 0.148697 1- 0.0208307  -0.00131732 Wao hay diferencia significativa EAMFPA [#1] 0.0177472 1-2 000532312 -0.00396E51 Mo hay diferencia significativa
EBU (2] 0.150015 1-3 0.0208307  -0.00522779 No hay diferenciz significativ EBU (22) 0.0217157 1-3 0.00532312 -0.010507 si hay diferancia significativa
Extraccidn soxhlat [#3) 0.153025 2-3 0.0208307 -0.00380998 No hay diferencia significa Extraccidn soxhlet (53] 0.0282543 2-3 0.00532312 -0.00653854 5i hay diferencia significativa
Paration Metil-azinfos
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levene probabilidad Estadistico de Levens Frobabilidad
0 804695 0.459954 0.613269 0.557713

RESULTADO: Varianzas estadisticaments iguales. Es vilido realizar ANOVA.

CUADRO AMOVA CUADRO AMNOVA
Origen de las st el MC [ | Frobabilidsd | valor critico para F arigen de las variaciones sc el ME F probabilidsd | Valor critico para F
Entre grupos 5.08E-06] 2 254E-06 o.a) 0.9233) 3.885203835] [Entre grupos 5.056-06 2 2.53E-0§) o.001] 3.885293835
[Dantro de los grupos 0.00037927 12| 0.000031606 Dentro de los grupos 2.35E-06 12 1.96E-07
Total 0.00038435) 14] [Total 7.40E-06 14
RESULTADD:|Medias estadisticamente iguales RESULTADO: |Medias estadisticamente diferentes. ver prusba LsD para determinar que medias son diferantes.
Prueba LsD Prueha LsD
Método Media Contraste Limites (£) Diferencia RESULTADO Método Media Contraste Limites [£) Diferencia RESULTADO
Extraccion Soxhlet (#3) 0.0256278 1-2 0.00774704  -0.000430451 No hay diferencia significativa Extraccion Soxhlet (#3) 0.00245627 0.000609662  -0.00115287 si hay diferendia significativa
EAMFPA (#1) 0.0265212 1-3 0.00774704  0.000913424 Mo hay diferencia significativa EAMFPA [#1) 0.00260978 0.000609662  0.000143506 Mo hay diferencia significativa
EBU (#2) 0.0270317 2-3 0.00774704 0.00140392 No hay diferencia significativ EBU (#2) 0.00376275 0.000609662 0.00129648 5i hay diferencia significativa
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Cumafos Permetrina
Homogeneidad de las varianzas Homogeneidad de las varianzas
Estadistico de Levens Probabilidad Estadistic de Levene probabilidad
0.337481 0.720124 1173285 0.342405
RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA. RESULTADO: Varianzas estadisticamente iguales. Es valido realizar ANOVA.
CUADRO ANOVA CUADRO ANOVA
Origen de las variaciones sc el Me F | probabiigad | walor eritico para F Origen de las variaciones s¢ gl MC F | erobabiidad | valor critico para ¢
Entre grupos 2.29E-05| 2| 114605 151] 0.2611] 3.805203835 ] [Entre grupos 0.00248172 2] 0.00123086 1oz 0.3313] 3.885293635
[Dentro de los grupas 9.11E-03] 12 7.59E-06 Dentro de los grupas 0.0145598 12| 0.00122165)
Total 0.00011397 14] [Total 0.0171415 14
rEsuLTADO:[Medias estadisticamente iguales rESULTADO: [Medias estadisticamente iguales
Prueba L50 Prueba LSD
Método Media Contraste Limites {£] Diferencia RESULTADO Método Media Contraste Limites (1) Diferencia RESULTADD
EBU (72 0.0127696 1-2 0.00379714 0.00300034 Mo hay diferencia significativa Extraccidn Soxhlet (#3) 0.22387 1-2 0.0451642 0.0217462 Mo hay diferencia significativa
Extraccidn Soxhlet (#3) 0.0138495 1-3 0.00372714 0.00182102 Mo hay diferencia significativa EBU [#2) 0.232741 1-3 0.0481642 0.0306175 No hay diferencia significativa
EAMFPA [#1) 0.0157705 2-3 0.00379714  -0.00117931 1o hay diferencia significativa EAMFPA (#1) 0.254287 2-3 00481642  0.00887132 o hay diferencia significativa
Metil-paratidn Fosalona
Prueha de F Prueba de
F Probabilidad F Probabilidad
252 0.16 252 0.01%
Resultado varianzas no homoscedasticas Resultado varianzas homoscedasticas

Estadisticode T
145

Resuladto

Prucha de T

valor critico de T

24

Medias estadisticamnete iguale:

5

Estadistico de T
275

Resuladto:

Prucha de T
valor critico de T
230

Medias estadisticamnete diferentes

Se compare dnicamente |a EBU con |a extraccion Soxhlet

Se comparo unicamente la EBU con |z extraccion Soxhlet

Parametros de estadistica descriptiva

Indeneo Naftaleno
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desvlamon‘estandar Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Deswamon.estandar
relativa relativa
EAMFPA 5 0.645 0.075 116% EAMFFPA 5 0.187 0.041 22.04%
EBU 5 0.658 0.079 12.0% EBU 5 0.170 0.036 21.30%
Extraccidn Soxhlet 5 0.502 0.074 148% Extraccion Soxhlet 5 0.142 0.015 10.33%
Bifenilo Acenaftileno
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desvlamorl‘estdndar Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desvlamon.estdndar
relativa relativa
EAMFPA 5 0.198 0.033 16.40% EAMFFPA 5 0.036 0.009 26.02%
EBU 5 0.160 0.033 20.84% EBU 5 0.027 0.005 17.68%
Extraccidn Soxhlet 5 0.185 0.052 27.89% Extraccion Soxhlet 5 0.016 0.004 25.94%
Acenafteno Dibenzofurane
Método Observaciones Promedio Desviacién estandar Desvlamorl.estdndar Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desvla('\on.e'sldndar
relativa relativa
EAMFPA 5 0.093 0.022 24.02% EAMFPA 5 0.016 0.002 11.32%
EBU 5 0.081 0.013 16.65% EBU 5 0.015 0.001 B8.33%
Extraccion Soxhlet 5 0.022 0.005 2372% Extraccion Soxhlet 5 0.005 0.001 19.08%
Fluoreno Dibenzotiofeno
., . , . . Desviacion estandar . . . . X Desviacion estandar
Mérwodo Observaciones Promedio Desviacién estandar = Método Observaciones Promedio Desviacidn estandar =
relativa relativa
EAMFPA 5 0.156 0.029 18.95% EAMFFPA 5 0.169 0.031 18.52%
EBU 5 0.148 0.019 13.09% EBU 5 0.148 0.009 6.41%
Extraccion Soxhlet 5 0.053 0.009 17.73% Extraccion Soxhlet 5 0.199 0.048 2399%
Fenantreno Antraceno
., . , . . Desviacion estandar . . . . X Desviacion estandar
Mérodo Observaciones Promedio Desviacién estandar = Método Observaciones Promedio Desviacidn estandar =
relativa relativa
EAMFPA 5 0.279 0.072 25.78% EAMFPA 5 0.300 0.071 23.73%
EBU 5 0.268 0.059 21.86% EBU 5 0.308 0.075 2435%
Extraccion Soxhlet 5 0.240 0.065 26.97% Extraccion Soxhlet 5 0.125 0.015 12.15%
Fluoranteno Pireno
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desviacién estandar Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desviacién estandar
EAMFPA 5 0.379 0.012 3.17% EAMFPA 5 0.375 0.024 6.27%
EBU 5 0.379 0.061 16.15% EBU 5 0.337 0.045 13.47%
Extraccion Soxhlet 5 0332 0.053 15.88% Extraccion Soxhlet 5 0.351 0.075 21.26%
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Benzo[a]lantraceno Benzo[k]fluoranteno
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desviacidn‘esténdar Métado Observaciones Promedio Desviacién estandar Desviacidn.esténdar
relativa relativa
EAMFPA 5 0.508 0197 21.68% EAMFPA 5 0194 0.012 6.08%
EBU 5 0.839 0.177 21.15% EEU 5 0.171 0.023 13.20%
Extraccidn Soxhlet 5 1383 0.328 23.71% Extraccidn Soxhlet 5 0.222 0.030 13.56%

Benzo[a]pireno

Dibenzo[a,h]antraceno

Desviacion estandar

Desviacion estandar

Método Observaciones Promedio Desviacion estandar . Métado Observaciones Promedio Desviacién estandar A
relativa relativa
EAMFPA 5 0.230 0.030 13.27% EAMFPA 5 0.261 0.031 12.00%
EBU 5 0.204 0.038 18.63% EEU 5 0.255 0.020 707
Extraccidn Soxhlet 5 0.207 0.053 2551% Extraccidn Soxhlet 5 0.255 0.038 14.74%
Lindano Heptacloro
Método Observaciones Promedio Desviacion estindar Desviacion estandar Método Observationes Promedio Desviacién estandar Desviacion estandar
EAMFPA 5 0.032 0.007 23.70% EAMFPA 5 0.032 0.007 23.40%
EBU 5 0.032 0.005 14.36% EEU 5 0.028 0.004 15.81%
Extraccidn Soxhlet 5 0.025 0.006 23.24% Extraccidn Soxhlet 5 0.021 0.005 23.29%
Aldrin Dieldrin
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar DESUIE(‘IO!’I‘ESDGHdar Método Observaciones Promedio Desviacion estandar DES\HBL"IDII.E!tdI‘\dEr
relativa relativa
EAMFPA 5 0.037 0.004 1131% EAMFPA 5 0.053 0.002 4.43%
EBU 5 0.037 0.003 B43% EBU 5 0.050 0.007 13.42%
Extraccion Soxhlet 5 0.021 0.003 13.58% Extraccidn Soxhlet 5 0.043 0.007 17.57%
Endrin Metoxicloro
i . . s . Desviacion estandar . . . . i Desviacion estandar
Metodo Observaciones Promedio Desviacion estandar . Metodo Observaciones Promedio Desviacion estandar -
relativa relativa
EAMFPA 5 0.019 0.004 23 405 EAMFPA 5 0.230 0.038 16.70%
EBU 5 0.008 0.002 25.50% EBU 5 0.216 0.023 10.53%
Extraccion Soxhlet 5 0.006 0.001 17.15% Extraccidn Soxhlet 5 0.200 0.030 14.99%
Mirex Endosulfan
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desvlatlon.estandar Método Observaciones Promedio Desviacién estandar Deswatlon.eslandar
relativa relativa
EAMFPA 5 0.104 0.009 8.28% EAMFPA 5 0.006 0.001 2141%
EBU 5 0.100 0.011 10.94% EBU 5 0.006 0.002 25.61%
Extraccion Soxhlet 5 0.085 0.015 17.89% Extraccicn Soxhlet 5 0.005 0.001 27.56%
DDT Malatién
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Desvlaclon-estandar Métado Observaciones Promedio Desviacion estandar Des\namon-est.anﬂﬁr
relativa relativa
EAMFPA 5 0.149 0.011 767% EAMFPA 5 0.254 0.019 7.31%
EBU 5 0.150 0.017 1137% EBU 5 0.233 0.044 18.69%
Extraccidn Soxhlet 5 0.154 0.016 1056% Extraccidn Soxhlet 5 0.224 0.038 16.87%
Paratién Metil-azinfos
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Deswaclon.estandar Método Observaciones Promedio Desviacion estandar Deswaclon_eslandﬁr
relativa relativa
EAMFPA 5 0.027 0.007 26.99% EAMFPA 5 0.003 0.000 5.31%
EBU 5 0.027 0.002 843% EBU 5 0.004 0.001 16.97%
Extraccidn Soxhlet 5 0.0286 0.006 24.15% Extraccidn Soxhlet 5 0.002 0.000 16.24%
Cumafos Permetrina
A R ) L A Desviacion estandar . . . . i Desviacion estandar
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar a Métado Observaciones Promedio Desviacion estandar =
relativa relativa
EAMFPA 5 0.016 0.002 13.96% EAMFPA 5 0.254 0.019 7.31%
EBU 5 0.013 0.003 2383% EBU 5 0.233 0.044 18.69%
Extraccidn Soxhlet 5 0.014 0.003 2111% Extraccidn Soxhlet 5 0.224 0.038 16.87%
Metil-paratién Fosalona
c B . P . Desviacidn estandar a : - G - Desviacion estandar
Método Observaciones Promedio Desviacion estandar o Método Observaciones Promedio Desviacion estandar -
relativa relativa
EAMFPA e e e wan EAMFPA wae wee vas wes
EBU 5 0.013 0.002 15.97% EEU 5 0.002 0.001 25.66%
Extraccidn Soxhlet 5 0.017 0.004 2259% Extraccidn Soxhlet 5 0.003 0.001 25.81%
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Anexo H

H Concentraciones de los analitos detectados en muestras de sedimento

de la cuenca del rio Lacantun.

Se indica como no detectado, n.d..Cuando un analito es detectado pero su concentracién se encuentra por
debajo del limite de cuantificacion (tabla 5.6.3) se muestra en las tablas como DET. La concentracién de algunos de los
analitos se calculé mediante las curvas de calibracion empleadas para el calculo del limite del LD y LC (seccidn 5.6) por
encontrarse fuera de los rangos de concentracidn de las curvas instrumentales de la seccion 5.2.

Bifenilo 211 + 0.2 Indeno 282 + 2.6
#1 Cafion del jul-09 Dibenzofurano 098 + 0.1 ago-09 Naftaleno 47 + 16
Colorado Paration 292 + 14 Paration 351 + 49
oct-09 n.d. o
nov-08 n.d. o dic-08 n.d. o
ene-09 n.d. ok feb-09 n.d. o
mar-09 n.d. o may-09 Bifenilo 0.4 + 0.09
Bifenilo 1.0 £ 0.2 ago-09 nd. HEE
#2 Rio Ixcan ul-09 Dibenzofurano 0.6 £ 01 Bifenilo 19 £ 03
Fluoranteno 10.8 + 2.6 Dibenzofurano 3.6 + 04
Paration 79.7 + 10.1 oct-09 Fenantreno 21 + 03
Pireno 1.8 + 0.2
Paration 18.6 + 4.2
Naftaleno 0.2 + 0.05 Naftaleno DET
nov-08 Bifenilo DET dic-08 Bifenilo DET
Fenantreno DET Fluoreno DET
Naftaleno DET Indeno 6.3 + 03
Bifenilo DET Bifenilo 0.7 + 0.03
ene-09
Fluoreno DET feb-09 Fluoreno 0.7 + 01
#3 Arroyo Puerto . . X .
Rico Dibenzotiofeno 1.1 £+ 0.3 Dibenzotiofeno 34 + 0.2
mar-09 Dibenzaotiofeno 28 + 03 Fenantreno 2.8 + 0.3
Fenantreno 23 + 05 Fenantreno 03 + 02
may-09 .
Naftaleno 0.8 + 0.1 Dieldin DET
ul-09 Bifenilo 31 + 1.0 ago-09 Indeno 6.6 + 1.6
Dibenzofurano 1.6 £ 05 oct-09 Dibenzofurano 09 + 0.2
Dieldrin 28.6 + 3.1
Indeno 40.2 + 10.1 dic-08 n.d. o
nov-08 Na.ftalt.eno 0.8 + 0.2 Indeno 82.6 + 20.6
Bifenilo DET Naftaleno 3.0 + 0.8
Dibenzofurano DET ene-09 Bifenilo 05 + 0.1
Indeno 32 +03 Dibenzatiofeno 1.0 + 0.2
feb-09 Dibenzotiofeno 23 £03 Fenantreno DET
Fenantreno 28 + 1.4 mar-09 Dibenzatiofeno 53 + 21
i Naftaleno 04 + 01 Fenantreno 50 + 1.3
#4 Arroyo San Pablo may-09
Fenantreno 0.8 + 0.4 Naftaleno 1.0 + 0.5
220-09 Indeno 71 + 14 jul-09 Bifenilo 24 + 04
Naftaleno 05 %03 Dibenzofurano 07 £+ 04
Naftaleno 0.8 £+ 0.2
Bifenilo 24 + 06
oct-09 Acenafteno 1.1 + 03
Dibenzofurano 25 + 0.2
Paration 40.8 + 4.1
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Anexo H

Indeno 349 + 8.7 dic-08 n.d. o
Naftaleno 03 + 0.1 ene-09 Dibenzotiofeno 0.4 + 0.1
nov-08
Bifenilo DET Indeno 7.6 £ 0.2
Dieldrin DET Naftaleno 13 + 03
Dib tiof 2.4 + 0.1 Bifenil 1.5 + 0.1
nar-09 ibenzotiofeno feb-09 ifenilo
; X Fenantreno 2.1 + 0.2 Fluoreno 1.1 + 0.1
#5 Rio Chajul
may-09 Naftaleno 0.8 + 0.2 Dibenzatiofeno 3.7 + 02
Naftaleno 1.1 + 0.2 Fenantreno 3.8 + 0.1
jul-09 Bifenilo 1.4 + 0.3 Indeno 94 + 1.2
ago-09
Dibenzofurano 04 + 0.2 Naftaleno 0.7 + 0.05
Bifenilo 29 + 0.2
oct-09
Dibenzofurano 1.3 £ 0.05
Indeno 12.2 + 3.1 Naftaleno 0.2 + 0.1
Naftaleno 2.0 £ 05 . Bifenilo DET
dic-08
nov-08 Bifenilo 0.5 + 0.1 Fluoreno DET
Acenafteno DET Dibenzotiofeno 0.4 + 0.1
Dieldrin DET Indeno 6.2 + 0.8
Indeno 8.2 + 20 Naftaleno 0.5 + 0.2
feb-09
Naftaleno DET Bifenilo 05 + 0.1
i ene-09
#6 Arroyo José Bifenilo 0.2 + 0.05 Dibenzotiofeno 21 £ 01
Fluoreno 09 + 0.2 may-09 n.d. o
Naftaleno 1.0 £+ 0.1 jul-09 Bifenilo 15 + 0.6
Bifenilo 13 £+ 01 Indeno 83 + 1.7
mar-09 ago-09
Dibenzotiofeno 40 + 0.3 Naftaleno 0.7 + 0.3
Fenantreno 39 + 04 Naftaleno 1.6 + 0.6
oct-09 Bifenilo 46 + 09
Dibenzofurano 24 + 0.6
Indeno 10.4 + 2.6 dic-08 n.d. o
nov-08 Naftaleno DET Indeno 12.1 + 0.6
Bifenilo DET Naftaleno 0.9 + 0.2
Indeno 52 + 13 feb-09 Bifenilo 73.8 + 0.1
Naftaleno DET Dibenzotiofeno 2.7 £ 01
ene-09
Bifenilo DET Fenantreno 22 +03
#7 Arroyo Miranda Dibenzotiofeno 03 +£01 09 Bifenilo 13 + 04
may-
Bifenilo 13 £ 0.2 Fluoranteno 12.2 + 1.4
mar-09 Dibenzotiofeno 44 £ 0.3 ago-09 n.d. o
Fenantreno 3.6 + 03 Naftaleno 1.9 + 0.8
Naftaleno 39 + 06 oct-09 Bifenilo 7.8 + 3.0
jul-09 Bifenilo 11.0 £ 3.7 Dibenzofurano 33 +£12
Dibenzofurano 6.1 £+ 1.5
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Indeno 11.4 + 2.8 dic-08 n.d. rEE
Naftaleno DET Naftaleno DET
Blfenilo 0.2 + 0.1 Bifenilo 03 + 0.1
nov-08
Fluoreno DET ene-09 Fluoreno DET
Benzo[alantraceno 1.1 + 0.3 Dibenzotiofeno 21 + 05
Endrin 3.8 + 1.0 Fenantreno 393 + 9.8
Indeno 6.6 + 0.3 Dibenzotiofeno 3.7 £ 0.2
#8 Arroyo Lagartos mar-09
feb-09 Dibenzotiofeno 3.0 £+ 0.1 Fenantreno 35+ 03
Fenantreno 27 + 01 Naftaleno 09 + 0.3
Naftaleno 03 + 0.1 jul-09 Bifenilo 19 + 0.9
may-09
Bifenilo 05 + 0.1 Dibenzofurano 1.0 + 0.2
Indeno 11.7 + 2.0 Bifenilo 59 + 0.8
ago-09 Naftaleno 08 + 01 oct-09 Dibenzofurano 1069 + 0.9
Benzo[alantraceno 40.1 + 5.8 Paration 148 + 5.8
Naftaleno 1.0 + 04 Naftaleno 42 + 0.5
jul-09 Bifenilo 27 £+ 05 Bifenilo 95 + 21
#9 Arroyo Danta oct-09
Dibenzofurano 1.2 + 0.2 Dibenzofurano 56 + 1.3
ago-09 n.d. o Paration 359 + 83
Indeno 21.8 + 55 Naftaleno 0.1 + 0.03
nov-08 Naftaleno DET dic.08 Bifenilo DET
Dieldin 0.6 + 0.2 Fluoreno DET
Indeno 44.8 + 11.2 Dibenzotiofeno 04 + 0.1
Naftaleno 1.9 + 0.5 Indeno 54 + 0.2
ene.09 Bifenilo 06 + 0.1 feb-09 Dibenzotiofeno 32 + 0.2
#10 Arroyo Dibenzotiofeno 08 + 0.2 Fenantreno 29 + 03
Manzanero Antraceno DET may-09 n.d. A
Endrin 206 + 5.2 . Bifenilo 1.5 £ 0.2
jul-09
Naftaleno 0.7 + 0.05 Dibenzofurano 03 = 0.1
Bifenilo 1.1 + 0.1 ago-09 n.d. ek
mar-09 Dibenzotiofeno 40 + 0.2 TETE Acenafteno 06 + 0.1
Fenantreno 34 + 0.2 Dibenzofurano 1.3 + 0.2
Fluoranteno 1.7 + 0.05
nov-08 n.d. HEE dic-08 n.d, rEE
Naftaleno DET Indeno 9.1 + 09
Bifenilo DET feb-09 Diebenzatiofeno 2.4 £ 02
ene-09 Fluoreno DET Fenantreno 22 + 0.2
Dibenzotiofeno 0.8 + 0.2 mar-09 Dibenzotiofeno 13 + 0.1
#11 Rio Tzendales Benzo[alantraceno 47 + 1.2 jul-09 . Bifenilo 35 + 12
Indeno 4.7 + 1.7 Dibenzofurano 1.6 + 0.2
Naftaleno 0.8 + 0.1 Indeno 149 + 4.8
may-09 e
Bifenilo 1.2 + 0.2 Naftaleno 1.0 + 0.9
ago-09 o
Fenantreno 1.1 £ 0.6 Bifenilo 03 + 0.2
Acenafteno 08 + 0.3 Fluoranteno 15 + 13
oct-09 .
Dibenzofurano 05 + 0.1
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Anexo |

I Cromatogramas representativos de las muestras de sedimento y agua

de los sitios de muestreo de la cuenca de rio Lacantun.

Se presentan solo los cromatogramas correspondientes al muestreo realizado en julio de 2009. Se

muestra el cromatograma en el modo de deteccién por monitoreo selectivo de iones (SIM) y por escaneo

completo del espectro de masas (SCAN).
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Anexo J

J

Concentraciones maximas permisibles de algunos analitos en

sedimentos de cuerpos de agua dulce.

Compuesto

Concentracion minima para
producir toxicidad sobre
organismos acuaticos (ng/g)

Concentracion media para producir
toxicidad severa sobre organismos
acuaticos (ng/g). Concentracién
maxima permisible.

Acenafteno (HAP)! 670 990
Acenaftileno® a4 640
Aldrin® 2 80
Antraceno (HAP)! 220 3700
Antraceno (HAP)! 85 1100
Benzo[a]pireno (HAP)" 430 1600
Benzo[a]antraceno (HAP)1 261 1600
Benzo[k]fluoranteno (HAP) 240 13400
DDT (todos los isémeros) 7 120
Dibenzo[a,h]antraceno (HAP)1 33 1300
Dieldrin® 2 910
Endosulfan (tédos los is()meros)2 *okk 30
Endrin® 3 1300
Fenantreno (HAP)' 240 1500
Fluoranteno (HAP) 600 1100
Fluoreno (HAP)* 19 540
Heptacloro2 wokx 100
Indeno (HAP) 200 3200
Lindano® 3 10
Malation’ *kx 20
Metil- azinfos *okx 30
Metoxicloro® wkx 600
Mirex" 7 1300
Naftaleno (HAP)" 160 2100
Paratién/metil-Paration’ *okx 90
Pireno (HAP)* 665 2600
Total de HAP's" 4000 100000

'Fuente: National Oceanic and Atmospheric Administration, USA. US-EPA.

Fuente: New York State, Department of Environmental Conservation, USA.
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Anexo K

K

Cartas control de reactividad del inyector y porcentaje de recobro del

subrogado.

% de degradacion de DDT

20 T m o m oo

15

10 -

1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201

L . Observaciones
Limite superior

Figura K-1. Carta control de la reactividad del inyector, medida como porcentaje de degradacion del DDT.
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Figura K-2. Carta control del porcentaje de recobro del subrogado.
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