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RESUMEN

Los bifenilos policlorados (BPCs) son un conjunto de compuestos sintéticos
organicos persistentes, con caracteristicas dieléctricas y térmicas usados
ampliamente en transformadores eléctricos. Su ndcleo esta conformado por un
bifenilo y puede contar con dos o hasta 10 atomos de cloro. Su naturaleza lipofilica
les permite bioacumularse en los seres vivos, dafiando su salud. En este trabajo, se
optimiz6 el método de la ASTM 04959-00 (2010) que contempla el uso excesivo de
materiales y reactivos.La metodologia mostré ser sensible y selectiva para la
deteccién de BPCs en aceite de transformador utilizando cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas en ionizaciébn quimica negativa (CG-EM-
IQN/MIS). Esta metodologia reduce el tiempo y la cantidad de consumibles. En ella
se utilizaron 100 mg de aceite de transformador, 5 mL de hexano y 2.5 mL de &cido
sulfarico concentrado. La extraccion se hizo en ultrasonido.

El andlisis de las muestras se realizd6 en un cromatégrafo de gases acoplado a un
espectrometro de masas con cuadrupolo en ionizacion quimica negativa y
monitoreando a los iones de interés. EI método analitico fue eficiente para recuperar
el 89.9112.1 % de BPCs del Aroclor 1242, el 87.5+6.1 % de aquellos en el Aroclor
1260 y solo del 72.8+1.1 % en el Aroclor 1254. La exactitud del método en términos
del sesgo fue -10.1+1.4 % para el Aroclor 1242, del -12.5£0.9 % para el Aroclor
1260 y del -27.2+0.4 % para el Aroclor 1254. La reproducibilidad del método en
términos de sus coeficientes de variacion oscild entre el 0.4 y el 12 %. Los limites
de deteccién para el Aroclor 1242, 1254 y 1260 fueron 229, 295 y 117 ug Kg?,
mientras que los de cuantificacion fueron 759, 651 y 693 ug Kg. La complejidad de
la matriz provocé la supresion de los iones de los BPCs entre 5y 25 %. Este
pardmetro se debe considerar cuando se requiera su analisis en aceite mineral por
CG-EM-IQN/MIS.

Se encontraron BPCs en las cuatro muestras enviadas por el Programa de las
Naciones Unidas para el Desarrollo. Todas rebasaron los 50 mg Kg* establecidos
en la NOM-133-ECOL-2000. En tres de ellas, el Aroclor 1242 fue el mas abundante.

En la cuarta fue el Aroclor 1260.




1. INTRODUCCION
El estudio de la contaminacién ambiental es un procedimiento complejo y se
encuentra integrado por multiples disciplinas y profesionales dedicados a la
caracterizacion quimica de los contaminantes, a su dispersion en el medio, a sus
fuentes, receptores y efectos en la salud humana y en el entorno donde se
encuentran. Por medio del andlisis quimico se conduce a un mejor conocimiento del
ambiente y de los procesos que suceden. Con la optimizacién de las técnicas
analiticas se obtiene mayor sensibilidad para detectar menores cantidades de
contaminantes, minimiza variaciones en las concentraciones dependientes del
tiempo debido a la degradacién de los analitos, asi como al manejo y al origen de la
muestra e identifica interferencias debidas a la naturaleza de la matriz o la presencia
de compuestos que comparten estructuras o propiedades fisico quimicas con los
analitos de interés. Por tanto en un andlisis quimico, el principal objetivo es
determinar cualitativa y cuantitativamente la composicion de la muestra con la

mayor precision y exactitud posible.

1.1. (Qué son los bifenilos policlorados (BPCs)?

Son un conjunto de compuestos organicos sintéticos persistentes, que los hacen
peligrosos a los sistemas vivos, ya que se bioacumulan debido a su caracter
lipofilico. No se conocen fuentes naturales de los BPCs. Se encuentran en forma
de aceites o como solidos, a menudo cristalinos, con tonos que van de incoloro a
amarillo (OMS, 2005). Algunos son volatiles y se encuentran en fase gas en el aire,
no tienen olor o sabor conocido. Se encuentran en el ambiente como mezclas
variadas de BPCs. La estructura basica de estos compuestos es el bifenilo y
generalmente se producen en mezclas complejas que tienen una variedad de usos
en la industria.

Su alta estabilidad quimica y fisica, y su uso como aisladores eléctricos, disolventes
y retardantes de flama, los llevaron a tener un amplio uso comercial. En los Estados
Unidos se producian las mezclas bajo el nombre de Aroclor. El mayor productor de
esta sustancia fue Monsanto en el periodo de 1929 hasta 1977, afo en el que

fueron prohibidos. Debido a su amplio uso, la eliminacion inadecuada, su amplia
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estabilidad y toxicidad potencial, los posibles efectos en la salud de estas sustancias

aun siguen siendo una preocupacion para el ambiente.

1.2 Propiedades Fisicoquimicas
Los bifenilos policlorados estan conformados por una molécula de bifeniloy pueden
tener desde dos hasta 10 atomos de cloro (algunos consideran la sustitucion por un
solo cloro como BPC) (figura 1). Se conocen hasta 209 moléculas sintetizadas y
caracterizadas de esta familia que varian en el nUmero y la posicion de los atomos
de cloro sobre la molécula de bifenilo. Cuentan con una formula empirica, C12H1o-
nCln donde n corresponde al nimero de cloros desde el monocloro hasta el

decacloro.

Figural. Estructura béasica de los bifenilos policlorados (BPCs)

En la molécula de bifenilo por cada una de las diez posiciones posibles de
sustitucion puede encontrarse cloro o hidrégeno arrojando como diferencia el peso
proporcionado por el &tomo de cloro presentando, un grado de cloracién que varia
en porcentaje entre el 19 y 71%, dato importante para su identificacién en su
manufactura ya que se utiliza un cédigo de identificaciébn que consta de cuatro
digitos, comenzando con el numero 12 que es la referencia a los 12 carbonos
presentes, siendo la excepciéon el Aroclor 1016 (Hutzinger, 1974), seguido del
porcentaje en peso de los cloros presentes en la mezcla, es decir el Aroclor 1242
consta en promedio de 42 % en masa de cloro en dicha mezcla con un promedio
de tres atomos de cloro por molécula. La composicion de las mezclas comerciales
puede variar de un lote a otro debido a las diferencias en el proceso de cloracién o

el empleo de diferentes procedimientos de analisis para la identificacion del cloro.




El conjunto de los 209 bifenilos policlorados se dividen por grado de cloracion.
Todos aquellos congéneres que en su composicion contengan la misma cantidad
de cloro se denominan homoélogos, aquellos con diferente patron de sustitucion se
denominan isomeros, por lo tanto, todo bifenilo con dos atomos de cloro
independientemente de su ubicacion seran isdmeros entre si, denominandose

grupo homalogo o isémero.

Tabla I. Grupos de bifenilos policlorados (BPCs)

CLASIFICACION NUMERO DE COMPUESTOS INDIVIDUALES
Congénere 209
Grupo isémero u homélogo 10
Isbmeros por grupo homélogo 1-46

El sistema de numeracion para los BPCs se muestra en la figura 1 donde se muestra
la estructura general. Las posiciones 2, 2’, 6, 6’ se denominan orto, 3, 3, 5, 5’ se
denominan meta y la posicién 4 y 4’ se denominan para. Los anillos pueden girar
alrededor del enlace que los conecta, si estos se encuentran en el mismo plano se
llaman planares, pero si se encuentran en un angulo de 90°, son no planares. La
configuracion planar estd determinada por el nUmero de sustituciones en la posicién
orto, ya que la sustitucion de atomos de hidrégeno por atomos de cloro en las
posiciones orto al ser mas grandes obliga a los anillos de benceno a girar fuera del
plano. La sustitucién no orto provee la configuracion de estructura plana llamandose
congéneres coplanares.

Las propiedades quimicas que hacen deseable su uso en las industrias son las
mismas caracteristicas que contaminan el entorno donde se encuentran. Las
mezclas comerciales de BPCs a bajas temperaturas no cristalizan pero forman
resinas, debido a que los atomos de cloro presentes tienen alta densidad. También
presentan baja presion de vapor a temperatura ambiente, alta estabilidad térmica y
resistencia a acidos y bases y por tanto resistencia a la oxidacion y reduccién (Safe
y Hutzinger, 1987). Son insolubles en agua pero en compuestos organicos y grasos
son altamente solubles (OMS 2005). Tienen caracteristicas propias de combustible,

sus productos de combustidon son mas peligrosos que el mismo BPC y se incluyen




cloruros de hidrégeno, dibenzo dioxinas policloradas y dibenzo furanos policlorados
(EPA 1980 y NFPA, 1994). Su alto uso en equipos eléctricos se debe a su caracter
dieléctrico, ya que tienen poca conductividad eléctrica y alta resistencia al calor
(Hutzinger 1983).

Su tendencia a acumularse en el medio y sedimentos marinos ademas de la
capacidad de transportarse en la atmosfera a lugares remotos hace constante la
evaluacion de la salud humana y de los sistemas bilégicos con respecto a los

efectos producidos por los BPCs.

Tabla Il. Composicién de los grupos isémeros de los BPCs

Grupo isémero Férmula Porcentaje de Numero de

BPCs empirica cloro isbmeros
Monocloro bifenilo C12HoClI 19 3
Dicloro bifenilo C12HsCl> 32 12
Tricloro bifenilo C12H7Cl3 41 24
Tetracloro bifenilo C12HeCly 49 42
Pentacloro bifenilo C12Hs5Cls 54 46
Hexacloro bifenilo C12H4Clg 59 42
Heptacloro bifenilo C12H3sCl7 63 24
Octacloro bifenilo C12H2Clg 66 12
Nonacloro bifenilo C12HClg 69 3
Decacloro bifenilo C12Clio 71 1

La presencia del gran nUmero de congéneres hace que el andlisis quimico y su
reporte se dificulten, por lo tanto es comdn describir su concentracion en el ambiente
como “Aroclor grado equivalente” practica imprecisa debido a que la distribucion
ambiental de los congéneres difiere con el Aroclor grado comercial usado. Ademas
es probable que existan diferencias en transporte, reacciones y acumulacion entre
diversos congéneres, debido a propiedades Unicas como presion de vapor o
solubilidad.

No se conocen todas las caracteristicas de los congéneres, sin embargo se pueden
estimar a partir de otros debido a que varian sistematicamente en base al nimero
de cloros y la configuracion que tienen en la molécula. Por ejemplo estimaciones
respecto al coeficiente de particion desarrollan reglas en funciéon de la disposicion y

namero de cloros, calculadas por programas computacionales. Esta estimacion




presenta discrepancias y no se observa una tendencia general respecto al
coeficiente de particion en compuestos con alto contenido de cloro (Burkhard, 1985).
Debido a que son casi insolubles en agua se asume que la constante de Henry (H),
definida por la relacion entre la presion de vapor del congénere de interés y la
concentracion del gas disuelto, es independiente de su concentracion,
consideracion valida para BPCs sélidos y liquidos (Wang Ying y Donald Mckay,
1986).

H= Ps/CsZPL/CL
Donde Px= Presidn parcial en aplicada en liquido o sdélido.
Cx = Concentracién en liquido o sélido.
H = Constante de Henry.

Las unidades resultantes pueden ser Pa m3 mol!. Los datos experimentales
reportados muestran que la constante de la ley de Henry no es proporcional al
numero de cloros, mostrando como valor medio 48 Pa m3 mol. Por otra parte, el

coeficiente de particidn octanol-agua, esta dado por la relacion:

Kow=Co/Cw
Donde Co = Concentracion de la sustancia en la fase organica.
Cw = concentracion de la sustancia en fase acuosa.

Los valores relacionados al coeficiente de particion, disminuyen cuando la cantidad
de cloros aumenta aproximadamente 1000 moles m3 por unidad de bifenilo.
(Bidleman y Westcott 1981-1983). Dicha relacién entre la solubilidad en el agua y el
coeficiente de particibn octanol-agua sugiere que la solubilidad del liquido
subenfriado es relativamente constante debido a la naturaleza organica de los BPCs

y el octanol (Banerjee 1980).

1.3. Produccion

Los BPCs se sintetizaron por primera vez en 1864. Se produjeron comercialmente
en el periodo de 1929 hasta 1977 bajo nombres comerciales de Aroclor, Askarel y
Therminol. Su produccion se debid a la necesidad de contar con un sistema de
refrigeracion mas seguro en la industria eléctrica. Por tal motivo se utiliz6 como

aislante en transformadores y condensadores (figura 2). En el periodo de 1957 a

e
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1971 se produjeron 12 tipos diferentes de Aroclor con contenido de cloro entre 21y
68 %, para el afio 1970 la produccion total fue 39 millones de kg (OMS, 1993). La
fabricacion de BPCs es resultado de la cloracion del bifenilo con cloro anhidro en
presencia de un catalizador como limaduras de hierro o cloruro férrico. El grado de
cloracién se controla por el tiempo de contacto del bifenilo con el cloro en el reactor
con un promedio de 12 a 36 horas. Ejemplo de este método es el Aroclor 1254 que
se obtenia en dos etapas, en la primera se cloraba al bifenilo al 42 % que se
fraccionaba por destilacion, produciendo el Aroclor 1016 y un residuo con mono-
orto, tetra-cloro bifenilo y sus homologos superiores. En la segunda etapa, el residuo
con alrededor del 49 % del cloro, se cloraba al 54 % derivando en el Aroclor 1254
(Monsanto, Lot KI-02-6024).

Figura 2. Debido a sus propiedades los BPCs fueron ampliamente utilizados como material dieléctrico y
aislante térmico en transformadores.

Tabla Ill. Composicion de mezclas comerciales de BPCs en porcentaje.

Aroclor Kaneclor Penclor
Clorobifenilos 1016 1221 1232 1242 1248 1254 1260 kc-300 kc-400 kec-500 DK
Ciz2H10 0.1 11 6 0.1 - 0.1 - - - - -
Ci12HoClI 1 51 26 1 - 0.1 - - - - -
C12HsCl2 20 32 29 16 2 0.5 - 17 3 - -
C12H7Cl3 57 4 24 49 18 1 - 60 33 5 -
Ci12HeCla 21 2 15 25 40 21 - 23 44 27 -
C12HsCls 1 0.5 0.5 8 36 48 12 0.6 16 55 -
Ci12H4Cle 0.1 - - 1 4 23 38 - 5 13 -
C12H3Cl7 - - - 0.1 - 6 41 - - - -
Ci12H2Clg - - - - - - 8 - - - -
C12HClo - - = - - - 1 - - - -
C12Cl1o - - - - - - - - - - 100




El 99 % de los BPCs utilizados en la industria se produjeron por Monsanto Chemical
Company que producia los Aroclor 1221, 1232, 1242, 1248, 1254, 1260, 1262 y
1268. En 1971, la empresa cesO la producciéon voluntariamente y solo produjo
Aroclor 1016, 1242 y 1254. Para 1975 se estima que se acumulé una produccion en
los Estados Unidos de 635 millones de kg, de los que se vendieron 568 millones, se
exportaron 68 millones y se importaron 1.4 millones de kg. El primer conjunto de
reglas relacionadas a la limitacion de produccion de BPCs fue emitido por la Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en ingles) en 1977. Sin embargo, fue
hasta 1979 donde la produccién de BPCs se prohibié en los Estados Unidos, asi
como el uso de los materiales que los contenian. Se reguld la eliminacion de
productos contaminados y la importacion o exportacion solo se permitid bajo
exenciones (Durfee 1976; EPA 1976; Hatton 1979; IARC, Kimbrough 1987). Dichas
exenciones se otorgaron por un afio para la fabricacion o importacion de BPCs
destinadas al propio uso del importador (EPA 1977, 1979a, b, ¢, 1988a, b). En
México la norma NOM-133-ECOL-2000 indica que las diversas muestras que
contengan 50 ppm o 100 g/100 cm? se pueden clasificar como muestras
contaminadas. Los usos de los BPCs se pueden clasificar para espacios cerrados
y abiertos, en el primer caso se puede mencionar a los fluidos dieléctricos y el
segundo como retardantes de flama o adhesivos. Ademas se encuentra reportado
el uso en insecticidas por la capacidad de aumentar las propiedades del DDT,
lindano, compuestos organofosforados, y carbaril (Hutzinger, 1983). Los BPCs se
identificaron durante estudios para insecticidas como el DDT y metabolitos
relacionados como contaminantes ambientales (Crine, 1988).

1.4. Los BPCs como contaminantes

La mayor amenaza de los BPC se encuentra en los sitios de desecho, lugares que
son destinados para su confinacion y tratamiento a largo plazo. El nUmero de sitios
donde se evalla la presencia y eliminacion de BPCs se desconocen; de tal manera
gue los sitios donde se encuentran se incrementan conforme los estudios avanzan.
El hecho de que la industria libere BPCs en el medio que le rodea no siempre

acarrea un riesgo inmediato, solo se puede estar en riesgo cuando se entra en
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contacto con dichas sustancias. Se puede estar expuesto por inhalacién, contacto
cutaneo o ingestion. Algunos factores que determinan el riesgo ante su exposicion,
son la concentracion, el tiempo y el tipo de exposicion, el sexo, la dieta, la etnia, el
estilo de vida y la salud (Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades (ATSDR) 2000).

1.4.1. Riesgos en el ambiente

Los BPCs se encuentran esparcidos en el ambiente en bajas concentraciones
(Toxicological Profile for Polychlorinated Biphenyls 2000), tienen la cualidad de
acumularse siendo un problema que afecta la salud de los humanos. Se han
desarrollado técnicas para su identificacién pero todas se asemejan entre si debido
a que requieren un amplio proceso de extraccion y purificacion, el tratamiento
tradicional de las muestras que pueden llegar a contener estos compuestos
requieren grandes cantidades de disolventes que en su mayoria son caros y
generan cantidades considerables de desechos, los cuales también contaminan al
ambiente. Los BPCs se incorporaron al ambiente por diversas vias: durante su
manufactura, su uso, su inapropiada eliminacién o por derrames y fugas (figura 3).
En la actualidad siguen permeando al ambiente por las malas condiciones de los
vertederos y el mal estado del equipo que los contiene, ademas de su incorrecta
incineracion; se estima que mas de un tercio del total de la produccién mundial se
ha introducido en el ambiente (Toxicological Profile for Polychlorinated Biphenyls,
2000). Una vez distribuidos en éste no se degradan facilmente, permanecen por
largos periodos de tiempo y se transportan facilmente. Esto permite su distribucion
entre el agua, el aire y el suelo (Berkaw et al., 1996). Los BPCs con mayor masa
son propensos a depositarse en sedimentos. Pueden ser absorbidos por
organismos acuaticos y avanzar en la cadena trofica, mientras que aquellos en fase

gas pueden absorberse en plantas y cultivos.




Figura 3. La inadecuada eliminacion es una fuente de exposicién a los BPCs

1.4.2. Riesgos ala Salud

La mayor exposicion es por inhalacion e ingestion de alimentos contaminados, como
peces, carne y lacteos. Se considera que los peces, como las carpas, que se
alimentan cerca de los sedimentos contaminados con BPCs, pueden contener
niveles de varias ppm; mientras que los niveles en carne y lacteos son menores a 1
ppm. Los sitios altamente contaminados como la Fundidora de General Motors en
los que se han encontrado concentraciones de hasta 750 ppm como en Akwesasne,
Nueva York (ATSDR, 1995) vy las areas de trabajo para el mantenimiento del
equipo eléctrico, son fuentes de exposicion aérea y dérmica. (Departamento de
Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos 2000). Diversos estudios en
mamiferos como ratas, ratones y monos expuestos a la ingesta de BPCs mostraron
dafios hepéaticos, anemia, acné y lesiones en estbmago y glandula tiroides, ademas
de alteraciones en el sistema inmunolégico, reproductivo y conductual; también
pueden actuar como disruptores hormonales, pero no se le atribuyen efectos
teratogénicos (Toxicological Profile for Polychlorinated Biphenyls, 2000). Estudios
en los trabajadores expuestos a los BPCs demuestran que estos compuestos se
encuentran asociados con ciertos tipos de cancer en los humanos. El Departamento
de salud y servicios humanos de los Estados Unidos (DHHS) declaré que es
razonable clasificarlos como carcinogénicos, mientras que la EPA y la Agencia
Internacional para la investigacion sobre el Cancer le asociaron un caracter
probablemente carcinogénicos en seres humanos (Toxicological Profile for
Polychlorinated Biphenyls 2000). La cantidad y gravedad de los efectos encontrados
fue funcion principalmente de la especie, la raza, el sexo y la edad. Dichos efectos
se han observado en plantas, biota marina, aves, monos, roedores y humanos
(Waid 1986).
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Representacién conceptual fisiologica basada en el modelo
Farmacocinetico para una sustancia gquimica
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Figura 4. Mapa conceptual fisiol6gico basado en la exposicion a los BPCs que son absorbidos por inhalacién, ingeridos o
expuestos en la piel metabolizados por el higado y excretados por orina, bilis, heces, sudor o exhalacién. Muestra absorcion
en ganglios linfaticos evitando los efectos de primer paso, mecanismo importante en moléculas lipofilicos. Se muestra la
constante de eliminacion y de metabolismo (Krishnan et al, 1994 y Hansen 1999)

1.4.2.1. Efectos hepaticos

El dafio hepatico en animales se encuentra documentado por exposicion via oral,
incluye induccion de enzimas, agrandamiento del higado, lesiones necréticas y
tumores. Genera porfiria enfermedad generalmente hereditaria, en la cual una parte
de la hemoglobina no se genera correctamente. En personas que trabajan en
contacto con los BPCs se le asocia a un incremento en enzimas hepaticas, lipidos
y colesterol. Por ingestion de alimentos contaminados como pescado se ha
reportado aumento en las enzimas (Svensson, 1994). La diferencia de los efectos
en animales y en humanos puede ser por la diferente susceptibilidad entre las
especies, los niveles, el tiempo de exposicion y la composicion de la mezcla (Mosa,
1996).
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1.4.2.2. Efectos endocrinos

Cuando la exposicion ha sido durante el embarazo o la lactancia, se han observado
dafios en las hormonas tiroideas repercutiendo en el desarrollo normal del cerebro
derivando en trastornos de desarrollo neurologico y el déficit asociados al
hipotiroidismo (Winneke et al. y Nagayama et. Al., 1998). La exposicion a los BPCs
es un factor que predispone al bocio. Existen evidencias de que la respuesta ante
estrogenos puede producir efectos tanto agonistas como antagonistas actuando por
multiples mecanismos. En trabajadores expuestos a BPCs se observo la
estimulacién de la glandula tiroidea, cambios en las secreciones hormonales y
actividad aumentada (Langer, 1998). Se han observado también dafios en

glandulas suprarrenales y los niveles de esteroides suprarrenales en suero.

1.4.2.3. Efectos dérmicos y oculares

Provocan lesiones dérmicas como irritacion de la piel, acné y pigmentacion de las
ufias, efectos observados después de la ingestién de productos contaminados o la
exposicion ocupacional (Rice, 1996). Los efectos oculares se pueden observar
desde irritacion hasta la hipersecrecion de las glandulas de meibomio, pigmentacion
anormal de la conjuntiva y parpados hinchados, afectaciones siempre
acompafadas de acné (Emmett, 1988a).

1.4.2.4. Efectos Inmunoldégicos

Aumentan las afecciones respiratorias y del oido medio aumentando la incidencia
de la otitis media aguda siendo mayor en los bebés de madres que incluian dietas
basadas en grasa de los mamiferos marinos. Los niveles de los anticuerpos en
suero de IgA o IgM se redujeron tras la exposicion* (Dewailly, 2000). En animales
demuestran que la exposicion provoca alteraciones morfolégicas y funcionales del

sistema inmunolégico aumentando la susceptibilidad a enfermedades.

1.4.2.5. Efectos neuroldgicos
En nifios se pueden encontrar déficits en la memoria, aprendizaje e 1Q. Los hijos de

madres expuestas a una ingesta de BPCs mostraron una mayor inmadurez y
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reflejos anormales. En animales de laboratorio se ha confirmado una disminucion
de capacidad para realizar tareas que implican la memoria, también se ha
observado una deficiencia en dopamina relacionada a la presencia de los BPCs
(Fein, 1984a, 1984b).

1.4.2.6. Efectos reproductivos

Tras la exposicion se mostraron dificultades para concebir, asi como trastornos
menstruales y defectos en la morfologia en los espermatozoides que se puede
asociar a la exposicion de BPCs. Se ha observado mayor nivel de BPCs en la sangre
de mujeres que han presentado mayor numero de abortos involuntarios y la
reduccion en la fecundacion. En animales, también se ha observado cambios en el
ciclo menstrual y en el periodo de celo ademas de la disminucién de la implantacién
de las ratas y monos, mostrando un aumento en la incidencia del aborto y la muerte
del producto en las dltimas semanas del embarazo (Lebel, 1998). Los efectos
reproductivos en los machos son menos representativos que en las hembras, sin
embargo el aumento de la concentracién de algunos congéneres disminuyé la

motilidad espermatica en hombres infértiles pero no asi de las mezclas totales.

1.4.2.7. Efectos de desarrollo

El efecto mas asociado a la exposicién de BPCs es el bajo peso de los hijos al nacer
de las mujeres expuestas. En animales como los roedores expuestos durante la
gestacion a dosis altas se encontraron con un peso disminuido al nacer y dificultad
para adquirir el peso normal (Fein, 1984a, b)

1.4.2.8. Cancer

La carcinogénesis se ha evaluado en estudios retrospectivos evaluando la
mortalidad por cancer en trabajadores expuestos durante la fabricacion y reparacion
de los componentes eléctricos que contienen los BPCs (Kimbrough, 1999a). En
algunos tipos de cancer se puede observar evidencia que sugiere su relacién con
la exposicién a los congéneres. Ejemplo de esto es el cancer de higado, el tracto

biliar, los intestinos y la piel (figura 5). Los BPCs han sido clasificados como
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probables carcindgenos humanos tanto por la IARC y la EPA. En animales existe

la evidencia irrevocable de que son compuestos con caracter hepatocarcinogénico.

Figura 5. Los BPCs estan clasificados como posibles carcinogénicos en piel

1.4.2.9. Nifios

Se encuentran expuestos de la misma manera que los adultos con la diferencia que
la ingesta en relacion al peso puede ser mayor. Los nifios pueden estar expuestos
por el comportamiento mano-boca y llevarse objetos contaminados a la boca. Uno
de los periodos de mayor exposicion es durante la lactancia. Los fetos también
estan expuestos si la madre esta expuesta y pueden mostrar efectos secundarios
como la disminucién de peso al nacer. Para saber si estuvo expuesto antes de
nacer se pueden hacer estudios en la sangre del cordon umbilical. No existe reporte
de malformaciones de nacimiento en seres humanos. Se observé que los dafios en

piel provocados en nifios por los BPCs no son los mismos (OMS, 2005).

1.5. Estudios clinicos

El nivel de BPCs en el ambiente antes de su produccién era cero, ahora todas las
personas en paises industriales tienen algun nivel de estos compuestos en su
organismo (Toxicological Profile for Polychlorinated Biphenyls 2000), existen
pruebas de rutina en sangre, grasa corporal y leche materna para comprobar los
niveles. Si estos son mas altos que los niveles de referencia indicaran que se ha

expuesto a altos niveles de BPCs, estas pruebas no indican la cantidad exacta de

*La produccion de anticuerpos especificos es una respuesta debida a la invasion por un agente patdgeno, donde las
inmunoglobulinas son capaces de reconocer y unirse al antigeno. Las inmunoglobulinas son un conjunto de glicoproteinas
presentes en el suero sanguineo y liquidos corporales que se unen especificamente al antigeno en las fases de
reconocimiento y efectora de la inmunidad humoral. Existen cinco tipos diferentes: IgG la mas abundante en suero sanguineo
y la Unica que puede atravesar placenta, IgA abundante en secreciones y mucosas, IgM implicada en la respuesta primaria,
IgD componente de los linfocitos B y su actividad no esta bien definida e IgE poco abundante e implicada en procesos de
alergia.
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exposicion o el tiempo en el cual estuvo expuesto a los congéneres.

Los estandares de la Agencia para la Proteccion Ambiental (EPA) marcan como
limite maximo 0.5 ppb en agua potable

(http://water.epa.gov/drink/agua/estandares.cfm). La Administracion de Alimentos

y Medicamentos (FDA) limita la presencia de estos compuestos en algunos
alimentos como el pescado a 0.2 ppm, 0.3 ppm en huevo, 1.5 ppm en leche y otros
productos lacteos y 3 ppm en aves de corral y carne roja. La norma OSHA (OSHA,
190.34) marca para trabajadores en contacto con los BPCs para un periodo de 8
horas durante cinco dias a la semana un limite maximo permitido por semana de 1
mg m= de aire con BPCs al 42 % de cloro 0 0,5 mg m con BPCs al 54 % en cloro.
Similarmente, el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH,
por sus siglas en inglés) menciona que BPCs con 42 o0 54 % de cloro a 1 ug m3
por dia, las jornadas de los trabajadores pueden ser de 10 horas diarias, 40 horas

a la semana.

1.5.1 Niveles minimos de riesgo (NMR)

La poblacién en general esta expuesta a mezclas de BPCs, donde la potencia y la
toxicidad puede ser mayor a las mezclas comerciales. Una variable para conocer el
riesgo ante su exposicion es el equivalente toxico. Este se calcula multiplicando la
cantidad de cada congénere toxico por su factor de equivalencia toxica (FET) y se
suman los valores obtenidos (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs225/es/).
Con ello se estima la potencia de las mezclas de los BPCs mediante la comparacion
relativa de los congéneres de BPCs individuales. Estos se usan para desarrollar los
valores de orientacion de la salud publica. Por otra parte, no existen datos en
humanos ni en animales sobre los NMR por inhalacion. Los NMR orales son 0.03
pg/Kg/dia derivado de una exposicion oral intermedia (15-364 dias). La exposicion
a nivel medio se basa en alteraciones neuroconductuales en monos infantiles a
dosis 7.5 pg/Kg/dia que representa el 80 % de los congéneres que suelen
encontrarse en leche materna. Los NMR en una exposicion crénica (365 dias 0 mas)

via oral es de 0.02 pg/Kg/dia dando origen a alteraciones del desarrollo neurologico.
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En los nifios por lactancia es 3,4 ppm de BPCs estimado en una mujer de 25 afios
de edad que pesa 60 Kg y tiene 25% de grasa corporal como resultado de una
dosis diaria equivalente a 93 pg/Kg/dia (Tryphonas, 1998a).

1.5.2 Eliminacion y excrecion

La excrecion en los seres humanos o animales tras la exposicion en ambientes
controlados alos BPCs no se encuentra reportada, pero no existe evidencia alguna
de que esta sea diferente a la observada por absorcion oral, de tal manera que la
mayor via de excrecion después de su exposicion son las heces seguida de la
orina. Las vidas medias de las mezclas de los congéneres en sistemas vivos
siempre son representativas de las condiciones del estado de las mezclas de BPCs.
Una vida larga para ciertos congéneres puede ser el resultado de un exceso de
exposicion, tasas elevadas de consumo de alimentos contaminado o la
configuracion molecular (Gage y Holm, 1976). La vida media en humanos de los
Aroclor 1242 y 1254 son 2.6 y 4.8 afos respectivamente, variando dependiendo de
concentraciones iniciales de los mismos en el suero. Los clorobifenilos se eliminan
por parametros cinéticos individuales, en ensayos experimentales se ha observado
que las vidas medias no dependen de las dosis probadas. Los largos periodos de
“semi” desintegracion introducen una variable de dilucién por el crecimiento y el
aumento de grasa en los seres vivos, ademas de la fluctuacién del peso corporal
contribuyendo a largas vidas medias (Buhler, 1989). En algunas especies animales
se han observado dos fases de eliminaciéon. La primera es rapida con una vida
media de 1 a 9 dias y la segunda es lenta con vida media de 12 dias. Existen
modelos fisioldégicos farmacocinéticos que estiman la cinética de los BPCs pero
tiene ciertas limitaciones, las tasas de metabolismo es especifica para cada especie

y no hay factor de escala.

1.6 Mecanismo de accion
Debido a su caracter lipofilico de los BPCs se absorben en el tracto gastrointestinal.
La bioacumulacion en diversas matrices no refleja directamente el perfil de los BPCs

de las mezclas comerciales, por tanto es importante saber los efectos y actividades
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bioldgicas de los congéneres de manera individual por el riesgo que plantean para
la salud humana almacenandose en los tejidos adiposos. Los congéneres de BPCs
se metabolizan por el higado a través del mecanismo del citocromo P-450 a
metabolitos menos lipofilicos que experimentan conjugacion con glutation o acido
glucorénico. La velocidad de metabolismo depende del patron de sustitucion en el
anillo de bifenilo. EI mecanismo para congéneres que demuestran actividad

estrogénica, neurotdxica o carcinogénica no es claro aun.

Vias metabdlicas de los BPCs
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Figura 6. Diagrama de metabolismo de los BPCs. Rutas de degradacion en el cuerpo humano (Safe, 1984).
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1.7. Disposiciéon y Eliminaciéon de los BPCs
Dado que los BPCs no se degradan facilmente, bajo ciertas condiciones pueden ser

destruidos por procesos quimicos, fisicos o biologicos.

1.7.1. Eliminacion térmica
Se realiza a través de sistemas de incineracion convencional (figura 7) o calderas
de alto rendimiento bajo condiciones de combustién apropiadas, generalmente se

usan calderas a gas, gasoil o carbon pulverizado (Ackerman et. al., 1983).

Figura 7. Los incineradores son una herramienta para la destrucciéon de BPCs.

1.7.2. Eliminacién quimica

Se lleva a cabo por la reaccion de degradacion de Fenton, que es un proceso de oxidacion
usado para la destruccion de compuestos organicos toxicos en el agua (Chen y Pignatello,
1997). Ademas del método de limpieza de los materiales dieléctricos o suelos basado en
una reaccion de polietilen glicol e hidroxido de potasio con eficiencia de 99 % para

compuestos di y tri sustituidos.
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Ruta de reaccion del radical OH en el 3-Clorobifenilo

R

2-hidroxibifenil
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—_— + Productos secundarios

Acido berzoico clorado

Fuente: Brubakerand Hites 1998
Figura 8. Mecanismo de Reaccién en el 3-Clorobifenilo en presencia de OH

1.7.3. Fotdlisis

Es una reaccién fisico-quimica para la degradacion de los BPCs. Se produce cuando la
molécula se expone a la radiacion con longitudes de onda mayores a 290 nm o bien, recibe
energia desde otra molécula, iniciando la reaccién con la fisibn de la molécula para la
formacion de radicales libres. Sus productos son inestables y reaccionan con el disolvente
formando otras moléculas organicas menos complejas obteniendo como producto final una

mezcla compleja de isémeros.

1.7.4. Biodegradacion

Método potencial para la remediacion de suelos o sedimentos contaminados. La eficiencia
depende del grado de cloracién y de la posicion de los atomos de cloro en la molécula de
BPC. Las moléculas que contienen los cloros en posicion para son las favorecidas por el
método de biodegradacion (figura 9), la cual, se puede llevar a cabo por dos diferentes
mecanismos: aerobio (destruccion oxidativa por degradacion) y anaerobio (eliminacién del

cloro por un proceso de reduccion) (OMS, 1993).
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Figura 9. Diferentes microrganismos son Utiles para la biodegradacion.

1.7.4.1. Degradacién aerobia

Se limita a congéneres con cinco o menos atomos de cloro mas dos atomos de
carbono no sustituidos adyacentes. La degradacién aerobia se realiza por una
variedad de bacterias que utilizan la enzima dioxigenasa que ataca a moléculas de
bifenilo libres en las posiciones 2,3 0 5,6 (Abramowicz y Olson, 1995). Dependiendo
de la estructura del BPC mostrara algun grado de biodegradaciéon, es decir,
disminuird a medida que aumenta el namero de cloros. Congéneres con sustitucion
en orientacion orto son extremadamente resistentes, si un anillo no esta sustituido

se degradan facilmente.

Rutas de la degradacion aerobia de los BPCs
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Figura 10. Degradacion de BPCs por un mecanismo anaerobio seguido de un proceso de mineralizacion.
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1.7.4.2. Degradacion anaerobia

La reaccidn reductiva se lleva a cabo en condiciones anaerébicas produciendo
congéneres menos clorados, reduciendo el contenido de cloro en las mezclas de
BPCs. Reduce el potencial de bioacumulacion y en algunos casos la toxicidad, el
proceso es lento y puede llevarse a cabo en periodos de meses y afos. El proceso
reductivo, implica el reemplazo de un atomo de cloro por uno de hidrégeno.

R-X+2[H=R-H+HX

Donde R representa a una molécula organica, X el halégeno y H la presencia de los
protones. El potencial de reduccion aumenta de manera proporcional a la presencia
de cloros (Nies 'y Vogel, 1990), también dependen de la posicion. Este
procedimiento puede ser el primer paso de la remediacion, donde el objetivo es
reducir la cantidad de cloro en el congénere para que éste sea mas susceptible a la

degradacion aerobia.

Qm Cn
Rinmasa
Bacteria Bacteria +
anaerobia aarnhia (a0}
ﬁ ﬁ +
HO
+
G_
Qm Un
1<m<10 n<?s

Figura 11. Reaccion en dos pasos mediada por microorganismos para la eliminacion de BPCs

Los fermentadores metandégenos desarrollan un papel importante en la
deshalogenacion reductiva en un medio anaerobio, como el rumen, digestores de
aguas residuales, vertederos o sedimentos de agua dulce (Ferry, 1992). Ejemplo de
este proceso de eliminacion es el microrganismo Methanobacterium

thermoautotrophicum.
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2. METODOS DE EXTRACCION
La metodologia para el andlisis de BPCs incluye varias etapas como toma de
muestra, almacenamiento, extraccion, limpieza y analisis (EPA 1995, 1999; Hess et
al. 1995) Debido a la alta estabilidad de los BPCs es importante conocer el tipo y
concentracion de ellos y de sus metabolitos presentes en las muestras de cualquier
naturaleza. De tal manera que se necesitan métodos confiables para su analisis
(Biziuk 2001; Doyle 2004) Dependiendo del tipo de matriz, serd el tratamiento
analitico a emplear. En el caso de muestras atmosféricas, su colecta se realiza
mediante su filtracion a través de filtros, como fibra de vidrio, y sorbentes como
florisil y espuma de poliuretano. En el caso de muestras acuosas, su colecta se hace
en rios o cursos de agua considerando factores tales como profundidad, caudal,
distancia a la orilla, donde se procura tomarla lo mas lejos de ésta, evitando no
remover el fondo, remansos y estancamientos; se toma la muestra con un frasco
(evitando frascos de plastico para identificar compuestos organicos) sujetandolo por
el fondo en posicion invertida, sumergiéndolo completamente y dandole la vuelta en
sentido contrario a la corriente (rio) o desplazandolo horizontalmente en la direccién
de la boca del frasco (lago). Mientras que para su determinacion se realizan
extracciones empleando disolventes y a menudo técnicas de pre concentracion. En
el caso de muestras de agua superficial y residual pueden requerir limpieza en
columnas de adsorcion antes del analisis. Si la muestra es tejido animal, éste se
homogeniza y se seca, se lleva a cabo una extraccion liquido-sélido, se eliminan
impurezas y se analiza empleando generalmente cromatografia de gases (Ahmed,
2001). La figura 12 muestra un esquema general para la determinacion de BPCs en

muestras ambientales y tejidos biolégicos.

Purificacién del Anélisis
extracto instrumental

Colecta de Transporte y/o
muestras almacenamiento

I l | l I

Validacion de los procedimientos y metodologia analitica

Extraccién

Figura 12. Principales pasos para determinar BPCs en muestras
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2.1. Soxhlet

En este método, la muestra se mezcla con un disolvente organico cuya polaridad
debe ser afin a la de los analitos a extraer. Esta se coloca en un cartucho o filtro
ubicado en la camara de extraccion con el sifén del Soxhlet. En el matraz ubicado
en la parte inferior de dicha cadmara, se coloca el disolvente, se calienta hasta su
evaporacion y posterior condensacion en un condensador ubicado en la parte
superior de la camara. Una vez que el volumen del disolvente alcanza el nivel
superior del sifon, éste regresa nuevamente al matraz para iniciar su evaporacion.
Esta técnica utiliza considerables cantidades de disolvente. Se utiliza

frecuentemente en muestras con alto contenido en lipidos (Faladandysz, 2004).

2.2. Liquido-liquido

Se emplea para extraer muestras liquidas. Se hace por agitacion y se basa en la
particion del analito entre el liquido y la muestra. En la extraccion liquido-liquido,
ambas fases deben ser inmiscibles. Esta técnica también emplea grandes

volumenes de disolventes.

2.3. Fase sdlida

La extraccion en fase soélida se puede llevar a cabo empleando cartuchos o discos.
Existen diferentes tipos de sorbentes en el mercado como alimina, silicato de
magnesio, inmuno-adsorbentes, silica sustituida con diferentes grupos funcionales
y con distintos grados de sustitucion. En esta técnica no es necesario un amplio uso
de disolventes y pueden ser tratadas matrices sélidas. También ha sido adaptada a
meétodos de micro extraccidn incluyendo métodos de pre concentracion, facilmente
acoplable a un sistema en linea con la cromatografia de liquidos y de gases
(Kataoka, 2002).

2.4. Fluidos supercriticos
La extraccion en este método se lleva cabo a temperatura y presion superiores al
punto critico de los disolventes. Estos adquieren propiedades de gas y liquido. Con

la modificacion de la temperatura y presion se puede manipular el coeficiente de

e
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difusién, la constante dieléctrica y la viscosidad para mejorar tanto la extraccion
como la selectividad. En este método los extractos presentan analitos con pocos o
ningun interferente y el tiempo de extraccion se reduce considerablemente asi como
la cantidad de disolventes. En esta técnica se llevan a cabo pre-tratamientos que
no son contaminantes y se usan fluidos super criticos no toxicos como el didxido
de carbono (Reverchon, 2006). La principal desventaja es que muestra poca

selectividad a compuestos polares y dificultad al emplearlo en muestras vegetales.

2.5. Microondas

Se realiza a través de la radiacion de ondas electromagnéticas no ionizantes con
frecuencia de 300 a 300,000 MHz. Con ello se genera un movimiento de moléculas
gue provocan una migracion de iones y la rotacion de dipolos alineandose con el
campo magnético inducido por las ondas. El tiempo para la extraccion de los
analitos en esta técnica se reduce porque el calentamiento se lleva a cabo
directamente sobre la muestra y el disolvente. La combinacion de alta presion,
temperatura, potencia y tiempo de exposicién proporciona velocidad a la extraccion
requiriendo bajas cantidades de los disolventes. El tiempo de extraccion de esta
técnica es independiente de la masa de la muestra, donde la eficiencia depende
principalmente de la temperatura. Algunas desventajas son su alto costo y

problemas de oxidacion para ciertos organicos. (Diagne, 2002).

2.6. Ultrasonido

La energia proporcionada por las ondas de ultrasonido se utiliza para favorecer la
desorcion de los analitos de interés de la matriz que los contiene. Las ondas de
ultrasonido provocan la cavitacion en el liquido que contiene la muestra implicando
el cambio localizado de presion y temperatura favoreciendo la penetracion del
disolvente de extraccion en la muestra. EI medio donde viajan las ondas es
generalmente agua. Las ondas ultrasénicas tienen frecuencias generalmente entre
20 y 400 KHz. El tiempo y la cantidad de disolventes empleados son generalmente

menores comparados con el método Soxhlet (Mason, 2004).
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2.7. Barra de agitacion

En esta técnica, la extraccién se lleva a cabo entre la muestra y una barra de

agitacion magnética que se encuentra cubierta por una capa de polidimetil siloxano.

Al realizar la agitacion, las moléculas de los compuestos afines al polimero se

adsorben en él y posteriormente se desadsorben empleando calor o disolventes

mas afines a los analitos (Baltussen et. al., 2002, Pico et. al., 2007).

Tabla IV. Técnicas de extraccion y purificacion (Tekel et al. 2001, Ahmed 2003; Zwir-Ferenc y Biziuk 2004)

Técnica Extraccion Purificacion ~ Caracteristicas

Extraccion por i - Laborioso, gran volumen de disolventes.

disolventes

Soxhlet ++ - Laborioso, alto consumo de tiempo, gran volumen de disolventes

Extraccion asistida ++ - Poco volumen de disolvente pero viables para uso en microondas.

por microondas en

Soxhlet

Extraccion por + - Gran volumen de disolvente, tiempos de extraccion cortos

ultrasonido

Extraccion acelerada it - Poco volumen de disolvente pero viables para uso de microondas por su temperatura
por microondas de evaporacion.

Extraccion acelerada + - Poco volumen de disolvente, temperaturas de evaporacion.

por disolventes

Extraccion por it + Necesita optimizacion, no importa la cantidad de disolvente, temperatura de
fluidos supercriticos evaporacion , extractos concentrados

Extraccion en fase ++ + Automatizacion, poco volumen de disolventes

solida

Micro extraccion en ++ - No importa volumen de disolventes, automatizacion, no sensible a materias

fase solida suspendidas, problemas de reproducibilidad y optimizacion.

Extraccion en fase ++ + Poco disolvente, no apto para muestras secas o con alto contenido lipidico, requiere
solida dispersiva fases de limpieza.

Extraccion por ++ - Aumento en los extractos comparado con MEFS, que resulta en mayor recuperacion.
absorcion en barra

de agitacion.

Cromatografia de ++ Automatizacion, buenos recobros, alto consumo de tiempo, larga vida de las
permeacion en gel columnas

Ac. Sulfurico - +t Método destructivo para remover lipidos, alto recobro.

Saponificacion ++ Método destructivo para remover lipidos, razonable recobro.

++ Principal aplicacion

- Generalmente sin aplicacion

+ Aplicacion secundaria
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3. CROMATOGRAFIA DE GASES.

El andlisis de los BPCs se puede llevar a cabo por la cromatografia de gases que

es un método fisico que se utiliza para separar los componentes de una mezcla.
Técnica de analisis que se realiza entre dos fases: una mévil y una estacionaria; la
primera puede ser un liquido o un gas mientras que la segunda puede ser un liquido
0 un solido. Este método de separacion se lleva a cabo por un proceso de particion,
donde el analito se distribuye entre la fase movil (gas inerte p.ej. He, N2, H2, etc.) y
la fase estacionaria polimero de polaridad definida (no polar a polar). Este polimero
se encuentra unido a las paredes internas de una columna o bien, recubriendo un
soporte empacado en dicha columna. La separacion de los analitos se lleva a cabo
en funcion de su afinidad con la fase estacionara y su presion de vapor. La deteccién
de los BPCs en un cromatografo de gases, es clave para una correcta identificacion.
El detector de captura de electrones es muy sensible a los compuestos que tienen
grupos funcionales electronegativos como halégenos, perdxidos, quinonas y grupos
nitro. No detecta grupos funcionales como alcoholes o aminas. El detector de
captura de electrones tiene una respuesta 107 veces superior con respecto a la de
los hidrocarburos. Sin embargo, la espectrometria de masas es otra opcidn que no
ha sido rutinariamente usada en la determinacion de BPCs. Esta técnica permite
identificar el ion caracteristico de dichos compuestos, haciendo selectiva su

determinacidén en mezclas complejas.

3.1. Detector de captura de electrones (DCE)

Es un detector selectivo y sensible para compuestos electronegativos como los
halogenados (el orden de sensibilidad es F<CI'<Br<I"). Este detector puede utilizar
fuentes radioactivas como ©3Ni o de Tritio, o bien fotones de alta energia para
generar electrones térmicos. En el primer caso, el Ni es la fuente mas comun. En
este detector, el decaimiento del radioisotopo genera electrones beta de alta
energia, que al chocar con las moléculas del gas acarreador, se produce un plasma
rico en electrones térmicos secundarios (con energias entre 0.02 y 0.05 eV),
radicales libres e iones positivos. En el caso de los detectores que no emplean

fuentes radioactivas, se crean fotones en la camara de ionizacion por descargas
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continuas o pulsadas sobre el gas acarreador (helio). Lo que también genera una
plasma de electrones térmicos e iones positivos. Los electrones térmicos generan
una corriente entre el anodo y el catodo con una corriente constante de alrededor
de 10® A. Cuando un compuesto que captura electrones eluye de la columna
cromatografica y entra al detector, atrapa a los electrones térmicos. Esto forma
aniones y sefiales negativas, cuya intensidad es proporcional a la concentracion del
soluto. Los gases acarreadores mas comunes son helio, nitrégeno y una mezcla de
metano: argon al 5-10 %. Esta dltima mezcla se ha observado que inhibe la
formacion de iones meta estables (reacciones de Penning) y por lo tanto en la
generacion de efectos de ionizacion indeseables. Los hal6genos, peréxidos,
quinonas y el grupo nitro eluye de la columna y entra al detector, éste captura
algunos de los electrones libres, produciendo una sefial negativa. Este detector se
contamina facilmente y se ve afectado por agua y oxigeno. Para su uso es necesario
gue el detector se encuentre libre de fugas y que se usen gases secos y de ultra
alta pureza, ademas de muestras limpias. Se puede observar contaminacion
cuando se muestra una linea base ruidosa o los picos tienen pequefias caidas
negativas antes y después de cada sefial. Para limpiar el DCE se puede usar
hidrogeno de alta pureza para quemar las impurezas aunque el desmontarlo y
limpiarlo manualmente es muy frecuente.-La respuesta es variable y es funcion de
las condiciones experimentales como el potencial de polarizacion, la temperatura,
el caudal de gas portador que afectan la sensibilidad, la selectividad y su linealidad.
Sin embargo, la alta sensibilidad también mejora su respuesta a las impurezas, por
lo que se debe trabajar con las mayores precauciones posibles.

3.2. Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas genera iones de compuestos inorganicos u organicos
y los separa de acuerdo con su relacidon masa/carga (m/ z). La ionizacion del analito
se puede realizar por campos eléctricos, por el impacto de electrones energéticos,
de iones o de fotones. Los iones formados pueden ser atomos individuales

ionizados, clusters, moléculas y sus fragmentos o asociados. El espectrometro de
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masas se constituye por una fuente de ionizacion, un analizador que los clasifica

por su masa y un detector que mide la intensidad relativa de las diferentes masas.

3.2.1. Tipos de ionizacion

La energia de ionizacion es aquella necesaria para separar un electron de la
molécula en estado gaseoso. Esta depende de la estructura molecular. La mayoria
de los compuestos tienen energias de ionizacion entre 7 y 15 eV. Para la
determinacion de las estructuras se requiere de la generacion de especies cargadas
eléctricamente, lo cual se logra mediante diferentes metodologias. En el area
ambiental, se emplean con frecuencia la ionizacién por impacto electrénico (IE) y la
ionizacion quimica (1Q). Para la identificacion de BPCs, ambos métodos son

complementarios.

3.2.1.1. lonizacién Electrénica (IE)

Este proceso se lleva a cabo por un haz de electrones de elevada energia
procedentes de un filamento incandescente. La identificacién se lleva a cabo a
través de su patron de fragmentacion, iniciando con la identificacion del ion
molecular. Actualmente existen algunas bibliotecas con cientos de espectros de
masas de compuestos conocidos que ayudan a la interpretacién de su identificacion,
como la creada por el Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST por sus
siglas en ingles). En impacto electronico, la muestra se ioniza si la energia
contenida por los electrones es superior a la necesaria para producir la ionizacion.
El exceso de energia provoca la fragmentacion del ion molecular, generando iones
fragmento, que produce un espectro de masas de la molécula. La ionizacion en este
modo se lleva a cabo por convencion a 70 eV (Kiguchi y Katsumi, 2007). A pesar
de las ventajas que ofrece este método acerca de la informaciéon estructural, en
algunos casos la energia proporcionada es demasiada. Esto provoca que el idn
[M]+ se fragmente completamente inhibiendo la determinacioén del ion molecular y
por lo tanto, limitando la identificacion del compuesto de interés. Una alternativa
para ello, es el uso de técnicas de ionizacibn mas suaves, como la ionizacién
quimica (Skoog, 2001).
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3.2.1.2 lonizacion Quimica (IQ)
La ionizacion quimica es una alternativa para confirmar el peso molecular de los
compuestos desconocidos. La principal diferencia con la ionizacion por impacto
electronico es la cantidad de energia transmitida a las moléculas en el proceso de
ionizacion, donde las moléculas forman iones a través de un gas ionizante (metano,
isobutano, amonio, acetonitrilo, etc.). La energia proporcionada en este método es
menor a 20 eV. Esto genera menor fragmentacion. La ionizacién quimica puede ser
tanto positiva como negativa (Skoog 2001, Pérez, 2008).

a) lonizacion Quimica Positiva
La lonizacion Quimica Positiva (IQP) se lleva a través de la reaccion entre un
compuesto y los iones del gas reactivo. El cual sigue diversos mecanismos:
Transferencia de protones (es el mas comun), transferencia o abstraccion del
hidruro, adicion electrofilica o por intercambio de carga en compuestos que no
contengan hidrégeno.

b) lonizacion Quimica Negativa
La ionizacién quimica negativa (IQN) es un método altamente sensible y selectivo
para los compuestos con afinidad electrénica. No todos los compuestos pueden ser
ionizados negativamente (por ejemplo los hidrocarburos saturados no pueden ser
analizados por este método). Como gas reactante se puede utilizar metano, iso-
butano o amoniaco. La IQN se produce cediendo un electron, dos son los principales
procesos de ionizacion para IQN: captura de electrones por resonancia, en la que
ion molecular se produce mediante los mismos mecanismos que en IQP y captura
de electrones disociativa, donde el gas reactivo actia como productor de electrones
térmicos y como estabilizador de las colisiones de los iones formados causando
fragmentacion. Los electrones que se emiten desde un filamento pierden su energia
por la colision con el gas reactivo, para convertirse en electrones térmicos,
produciendo iones moleculares. Si los electrones tienen energia suficiente para

romper las moléculas, la fragmentacion ocurre.
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lonizacién Quimica Negativa
CHa4 + e — CHa4 (energia de ionizacién a 70eV)

CHs— CHg4 + e (energia de reaccion >15 eV)
Captura de e de resonancia 0-12 eV
M+e— M
Captura de e- disociativa 15 eV
M+ e — [M-A] + A
Formacion de par iénico >10 eV
M+e— [M-B] + B*+ e

Donde Ay B son fragmentos de la molécula M y M-es el ion molecular con carga negativa

3.2.2. Modos de analisis en Espectrometria de Masas

SCAN

En este modo se obtiene el espectro de masas completo del compuesto de interés.
Es una poderosa herramienta empleada en el analisis cualitativo para la
identificacion de compuestos.

SIM

Este modo consiste en el monitoreo selectivo de iones caracteristicos del
compuesto de interés. Es mas sensible que en “SCAN” debido a la reduccién del
namero de masas a analizar, lo que incrementa el nimero de “SCAN” en el mismo

tiempo de analisis.

3.3. Andlisis de Bifenilos Policlorados (BPCs):

La técnica de deteccion habitual para el andlisis de BPCs por cromatografia de
gases es mediante el uso del detector de captura de electrones, debido a su
sensibilidad y especificidad a estos contaminantes. La espectrometria de masas
por ionizacidon quimica negativa y el monitoreo de los iones especificos es una
alternativa a la metodologia convencional. La tabla V muestra una comparacion de
las principales caracteristicas de ambos métodos, asi como sus ventajas y
desventajas. Mientras que la tabla VI muestra su aplicacion sobre el andlisis de
BPCs.
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Tabla V. Caracteristicas del detector de captura de electrones y del espectrémetro de masas en el modo

ionizacion quimica negativa.

Detector Captura de Electrones

Espectrémetro de Masas en IQN

Respuesta muy selectiva y sensible a compuestos
con capacidad de capturar electrones.

Detecta disminucién en el nivel de ionizacion.

Utiliza fuente radioactiva 53Ni o Tritio, puede requerir
una licencia o pruebas radioldgicas

63Ni mas usado pero menos sensible:

provee corriente constante

menos propenso a la contaminacién
puede usarse a temperaturas altas
(hasta 400°C)

menos reactivo por lo tanto seguro
corriente constante de alrededor de 10
8 A correspondiente a la linea base

Gas portador, nitrégeno de alta pureza, puede utilizar
gas auxiliar.

Mayor eficiencia si el voltaje aplicado es por pulsos.

Identificacion de bajas cantidades de analito
otorgando un rango lineal amplio.

Contaminacion por:

Agua y oxigeno

Fugas

Requiere gases extra secos y de ultra
pureza

Muestras sucias.

Falta de mantenimiento.

Respuesta variable afectando la sensibilidad, la
selectividad y su linealidad debido a:

potencial de polarizacion,

temperatura

caudal del gas

Alta sensibilidad mejora respuesta a impurezas
Menos especifico que espectrometria de masas
Limites de cuantificacion 10°a 1012 g
Linealidad en el rango 10° hasta 10*

Estabilidad adecuada

Selectivo y sensible a compuestos halogenados.

Utiliza gas reactivo ionizado como metano, iso-
butano o amoniaco.

Los procesos de ionizacion para IQN

captura de electrones por resonancia
captura de electrones disociativa.
Produccion de iones moleculares.

Proceso realizado por fragmentacion.

Se puede el monitoreo de iones

seleccionados.

aplicar

Contaminacion por:

Fugas

Muestras sucias.

Falta de mantenimiento

Fragmentacion de la molécula mas suave que en el
modo impacto electrénico, por ende, mayor
intensidad del ion molecular

Inespecifico para isbmeros
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Tabla VI. Analisis de BPCs mediante detector de captura de electrones y espectrémetro de masas en IQN,

ventajas y desventajas.

Detector de Captura de Electrones

Espectrémetro de Masas en IQN

Ventajas

Selectivo

Limites de deteccién, 0.3 a 1 fg uL™.

No se ve afectado por siliconas.

El detector trabaja en el rango de 280 a 400°C.

La respuesta se encuentre entre 10° y 107 superior a
compuestos halogenados que a hidrocarburos.

Especifico

Limite de deteccion, alrededor de 0.60 pg pL™.

Las interferencias en bifenilos BPCs se pueden evitar con
el aumento en el grado de disolucién.

La presencia BPCs penta y hexa, muestra el uso excesivo
de BPCs 1248y 1254.

La masa del compuesto es la técnica mas habitual para
identificacion de grupo congénere.

Los tiempos de retencién son determinados por el DDE.
Pueden analizarse muestras biol6gicas (pescado, tejido
adiposo humano, suero, leche, etc) ambientales,
sedimentos, etc.

Util para la identificacion de BPC coplanares, ya que son
separados completamente por el instrumento y son los
Gltimos en aparecer

Es posible utilizar estandar interno marcado (Carbono 13)
para aumentar la exactitud y precisiéon para largos tiempos
de retencion y corregir las perdidas.

No se da la coelucién de congéneres homologos.

Los limites de deteccion dependen del grado de cloracion
de los BPCs, la sensibilidad aumenta al aumentar la
cantidad de cloros.

El tiempo de retencidn relativa aumenta la fiabilidad de la
deteccion de los compuestos.

Seinyectan de 1 a 2 pL de la muestra.

Reporte en particulas por millon en masa.

Los estandares se analizan en hexano.

Aporta informacién suficiente para identificar
especificamente los congéneres individuales.

Desventajas

Respuesta a otros compuestos clorados y halégenos, asi
como a compuestos con oxigeno como los ftalatos.

La presencia de aceites minerales disminuye la sensibilidad
debido a que los compuestos de alto peso molecular
pueden retenerse en la columna y generar  picos
fantasmas.

Residuos de oxigeno producen oxidacion y generan
productos que dan respuesta en el detector.

Los valores de las areas de cada pico deben ser inferiores
a 10 ng para evitar saturar al detector
No distingue entre los diferentes Aroclor.
Respuesta variable en funcién de
experimentales.

No aporta informacién suficiente para
especificamente los congéneres individuales.
Se contamina facilmente

Largos tiempos para su estabilizacion.

El intervalo lineal es limitado en algunos casos.

las condiciones

identificar

Interferencia con los componentes de los liquidos aislantes

La presencia de aceites minerales disminuye la
sensibilidad.
Presenta variaciones considerables en el andlisis
cuantitativo.

El intervalo lineal es limitado en algunos casos las muestras
tendran que ser diluidas provocando que los niveles queden
por debajo de LOD.

No distingue entre los diferentes Aroclor.

Gases de ultra alta pureza.
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4. ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO

El andlisis quimico se puede dividir en dos tipos: el analisis cualitativo y el analisis

cuantitativo. El objetivo del analisis cualitativo es establecer la presencia de algun
elemento o compuesto en una muestra. El analisis cuantitativo busca establecer la

cantidad de algun elemento, compuesto 0 componente presente en la muestra.

4.1. Analisis Cualitativo

Tiene como propadsito la identificacion de cada uno de los componentes en una
muestra. Para la identificacion en cromatografia de gases, se utilizan los tiempos de
retencion de los picos conocidos de un estandar y los picos de una muestra. Sin
embargo, el acoplamiento con la espectrometria de masas crea una herramienta
poderosa que utiliza a la masa del compuesto como una variable adicional en la

identificacion de las moléculas.

4.2. Analisis Cuantitativo

El andlisis cuantitativo nos indica la cantidad de uno o mas analitos. Tras la
identificacion previa de los componentes de una muestra por cromatografia de
gases se lleva a cabo el tratamiento de las sefiales obtenidas por el equipo, se
obtiene el area de los picos que son proporcionales a la concentracion. La
obtencion de las areas es mediante los métodos: manual, mecanico y de
integradores digitales. Los integradores digitales o computarizados permiten una

automatizacion total del sistema.

4.2.1 Normalizacion simple

Considera el 100 % de la muestra al sumar las areas de todos los picos en el
cromatograma, asumiendo que el porcentaje del area es equivalente al porcentaje
en peso. Los factores de respuesta son factores de correccion usados para convertir
las areas absolutas de los picos en valores que son proporcionales a su area en
peso, estos varian de un compuesto a otro y se debe calcular para cada

componente.
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4.2.2. Normalizacion de area corregida

Conocido también como normalizacion de area con factores de respuesta. En este
método se obtienen factores de respuesta relativos, f. Un analito que puede estar
contenido en la muestra es elegido como estandar, y a su factor de respuesta f se
le da un valor arbitrario como 1,00. Se miden los picos del estandar y los demas
analitos contenidos en la mezclas y se calcula el factor de respuesta relativa fx de

la siguiente manera:

area estandar) ( peso analito )

fx=fest(

area analito peso estandar

4.2.3. Estandar externo

Este método compara los tiempos o los volumenes de retencion absolutos entre un
estandar y el compuesto en la muestra. Si éstos son similares, entonces se le
adjudica su presencia. Una vez identificado el analito de interés, su cuantificacién
se lleva a cabo mediante la comparacion de sus &reas o altura con las obtenidas de
su estandar correspondiente a una concentracion conocida. Para una mejor

cuantificacién se recomienda hacer una curva de calibracion.

4.2.4. Estandar interno

Este método se recomienda cuando el tamafio de la muestra, la velocidad del flujo
o la temperatura de la columna varian durante el andlisis. Se escoge un estandar
interno que no se encuentre en la muestra, debe tener buena resolucion con
respecto al analito de interés, de concentracion similar a éste y preferentemente, de
estructura semejante. En este caso, la identificacidon se lleva a cabo empleando los
tiempos o los volumenes de retencion relativos al estdndar interno, mientras que la
cuantificacion se lleva a cabo usando las areas o las alturas relativas a éste mismo.

Este método es mas preciso que el del estandar externo.

4.2.5. Adiciones patrén
Se utiliza para compensar los efectos debidos a las diferencias fisicas y quimicas

entre los estandares y las muestras. En este método se mide el area del
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componente de una muestra desconocida (x), se grafica en la ordenada “Y” a cero
microgramos de concentracion, se afiade una cantidad conocida de estandar, se
analiza y se grafica en el punto correspondiente a la concentracion afiadida de
estandar(x+sl1). Se agrega por segunda vez la cantidad conocida de estandar; la
muestra y el doble de estandar se analizan y grafican (x+s2). Se traza una linea
entre los puntos obtenidos y se extrapola al lado negativo del eje de las x y el valor
obtenido en esta intercepcién es la masa presente en la muestra original. Esta
técnica es util para muestras complejas, ya que los estandares estan hechos por la

adicion de la muestra y las interferencias son las mismas para ambos.
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5. OBJETIVOS

5.1. General
Determinar bifenilos policlorados de tres mezclas comerciales (1242,1254, 1260) en
muestras de aceite de transformador eléctrico por cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas en ionizacion quimica negativa.

5.2. Particulares

5.2.1. Optimizar y evaluar una metodologia para la extraccion y el analisis de 3
mezclas de BPCs, tomando como referencia la guia de la ASTM 04959-00
(2010).

5.2.2. Comparar la eficiencia del método al aplicar 3 tratamientos de limpieza,
empleando acido sulfurico concentrado, florisil y la combinacion de ambos.

5.2.3. Determinar la linealidad y los limites de deteccidén y de cuantificacion del
Cromatografo de Gases acoplado al Espectrémetro de Masas en lonizacién
Quimica Negativa (CG-EM/IQN).

5.2.4. Determinar la eficiencia, la exactitud, la reproducibilidad, la selectividad y los
limites de deteccién y de cuantificacién del método.

5.2.5. Aplicar la metodologia para la determinacion de la concentracién de BPCs en

muestras reales de aceite de transformador.
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6. METODOLOGIA

6.1. Materiales y Reactivos.

Para la realizacion de la metodologia se utilizaron los siguientes reactivos: aceite
libre de BPCs (Supelco), hexano grado HPLC (Sigma-Aldrich), acido sulfarico
concentrado (JT Baker), Florisil (Fluka). Los estdndares correspondientes a las
mezclas de BPCs fueron Aroclor 1242 (Supelco, 1000 ug mL* en hexano), Aroclor
1250 (Supelco, 1000 pg mL* en hexano), Aroclor 1260 (Supelco, 1000 ug mL?* en
hexano). Como material de referencia certificado se utilizaron las mezclas Aroclor
1242 (Supelco, 50 mg Kg* en aceite de transformador), Aroclor 1250 (Supelco, 50
mg Kg! en aceite de transformador), Aroclor 1260 (Supelco, 50 mg Kg* en aceite
de transformador). Los estandares internos que se emplearon en el desarrollo de
la metodologia fueron el 4,4’-Diclorodifenildicloroetileno o DDE (Supelco 1000 mg,
99.2% m/m de pureza) y el decacloro bifenilo (Supelco 100 mg, 99.15% m/m de
pureza). Las muestras que se trataron fueron donadas por el programa de las

Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD).
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6.2. Procedimiento general.

Colecta de
muestras
representativas

(Muestreo de
aceites de
transformador)

Transporte y
almacenamiento
muestras

sy Yy

BN

Purificacion del
extracto:

Florisil
Acido

Acido + Florisil

T

)

-

Aislamiento de los
analitos de la matriz
y/o enriquecimiento

Dilucion del aceite
de transformador
1:50

Analisis por CG-EM/IQN \

Analisis cualitativo: identificacion de
mezclas comerciales

Aroclor 1242

Aroclor 1250

Aroclor 1260
Analisis cuantitativo:

Identificacion y Cuantificacién de los
BPCs en las muestras mediante
curvas de calibracién

Limites de deteccion
Limites de cuantificacion
Linealidad
Precision
Exactitud

/

1

g

N /

4

Validacién de los procedimientos y metodologia analitica.

Figura 13. Metodologia general en la determinacion de BPCs en muestras de aceite de transformador.
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6.3. Preparacién de disoluciones estandar

6.3.1. Disoluciones de trabajo (DT)

Todas las disoluciones se llevaron a cabo en hexano. Los Aroclor se pesaron en
una balanza Sartorius A200S (serie 38060214), con sensibilidad de 0.1 mg. Para
preparar las disoluciones de trabajo 1, se tomé una alicuota de 100 pL de cada una
de las disoluciones de referencia de los Aroclor 1242, 1250, 1260 en hexano
(Supelco, 1000 pg mL1). Cada alicuota se afor6 a 1 mL, para tener una
concentracion final de 100 ug mL! (Disoluciones de trabajo 1a, 1b y 1c). De cada
una de estas disoluciones, se tomaron dos alicuotas. La primera de 10 yL aforada
individualmente a 100 pL con hexano (Disoluciones de trabajo 2a, 2b y 2c) para una
concentracion final de 10 ug mL™2. La segunda alicuota, fue de 100 pL, pero en esta
ocasion, cada una se mezclé con las otras dos y se ajusté nuevamente a 1 mL para
tener una concentraciéon de 10 pg mL-* (Disolucién de trabajo 3, DT3). La figura 14
ilustra este procedimiento.

SRM Aroclor 1242 Disoluciones
1000 pg mL* de trabajo Aforo a 100pL
En hexano la Ao "L Disolucion de trabajo 2a
' Akcuota 100uL ' 10 pgmL”
Ao wota IIII il
Aforo a1 mL
100 pg mL-
Aforo a 100pL
SRM Aroclor 1250 . H .
1000 pg mL! Alicusts :uaL Disolucion de trabajo 2b
En hexano

1u pg mL”
Abtuola 1D.'I'|.|L
Aeusts 100 L Aforo 1 mL

Disolucion de trabajo 3 (DT3)

Aforo a1 mL 10 pg mL™ ciu

100 pg mL"!

SRM Aroclor 1260 Aforo a 100uL
1000 pg mL* Alicucks 10 L Disolucion de trabajo 2c

En hexano
10 pg mL”

Abcuota 100ul

Alcuots 100 WL

Aforoa1mL
100 pg mL"

Figura 14. Diagrama para la preparacion de las disoluciones de trabajo 1, 2y 3 de BPCs
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6.3.2. Disolucién de Estadndares internos (DT - EI)

Para preparar las disoluciones de estandar interno se tomaron 2 mg de
diclorodifenildicloro etileno (DDE, Supelco 1000 mg, 99.2% de pureza) y
decaclorobifenilo (Supelco 100 mg, 99.15 de pureza). Se aforaron a 1 mL con
hexano por separado para obtener la disoluciones madre (DM) de cada estandar, a
una concentracion de 2 mg mL™. De estas DM se tomaron alicuotas de 50 pL, se
mezclaron y aforaron a 5 mL con hexano para obtener la disolucion de trabajo de

estandar interno (DT-EI) a 20 pg mL* como lo indica la figura 15

Alicuota 50 pL

._'
RE
=
2 mg de DDE Aforo 1 mL
2 mg mL™
OM DDE

Aforo 5 mL
DT-El 20 pg mL-?

Alicuota 50 plL ‘
e @ —
=
\\tf.'__.___’._";,

2 mg de Decaclorobifenilo Aforo 1 mL

2 mg mlL”
DM DECACLOROBIFENILO

Figura 15. Preparacioén de las disoluciones madre y de trabajo de los estandares internos (DM = Disolucién
madre, DT EI = disolucién de trabajo de estandar interno).

6.3.3. Referencia fortificada (RF)

Para la preparacion de la disolucion de referencia fortificada, se pesaron 600 mg de
aceite libre de BPCs (Supelco, densidad 0.89 g/mL). Se colocaron en un matraz, al
gue se le adicion6 1 mL de la DT3 de BPCs y hexano para obtener 30 mL de

volumen final. De esta disolucién se tomaron alicuotas de 5 mL.
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Aceste ibre de BPCs

fi
800mg 30 mL disolucion —tml
de Referencia Fortificada

Disolucion de trabajo 3 (DT3)
10 pg mL™ ciu

J Alicuotas de 5 mL

Se evalian los métodos de limpieza: florisil, acido, acido mas florisil
Por método de adicion patron

Figura 16. Preparacion de la disolucion de referencia fortificada

6.3.4. Materiales de referencia certificado (MRC)

Se utilizaron materiales de referencia certificado Aroclor 1242, 1250 y 1260 en
aceite a 50 mg kg en aceite de transformador (Supelco). Se tomé una alicuota de
100 mg de cada uno y se aforaron a 5 mL con hexano para obtener las disoluciones

de material de referencia certificado a 1 mg mL* como se indica en la Figura 17.

Disolucién de material

AR(:?,la(c)ﬁ;’."’ reforoncia c.lnliikado
50 mg Kg'* a
100 mg '
amm——
Aforo a 5 mlL
(Duplicado)
AROCLOR 1250
on aceite b
50 mg Ko ;
E 100mg )
— -
Aforoa 5 mL
(Duplicado)

AROCLOR 1260
on acelte

50 mg Kg' <
3 100 myg '
—_—
Aforo a 5mlL
(Duplicado)

Figura 17. Preparacion de las disoluciones de los materiales de referencia certificado.
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6.3.5. Muestras de aceite de transformador

De las muestras proporcionadas por el Programa de las Naciones Unidas para el
Desarrollo se tomaron alicuotas de 100 mg y se aforaron a 5mL cada una con
hexano como se describe en la figura 20. Para la preparacion de las disoluciones,
aceite libre de BPCs, material de referencia certificado y muestras se acondicioné
la balanza analitica y verificd para el uso en la metodologia como se indica en la

figura 18.

Figura 18. Esquema que muestra la verificacion de la balanza utilizada para el desarrollo de la metodologia

La tabla VIl muestra la verificacion de la balanza (Sartorius serie 38060214), con los
patrones de masa (Ohaus). El maximo sesgo observado se presenté para las masas
de 2y 5 mg, el resto fue menor a 1 %. Similarmente, las masas de 2 y 5 mg

presentaron las mayores variaciones, el resto mostro variaciones menores al 1 %.
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Tabla VII.

Verificacion de la balanza Sartorius modelo A200S. N=3

Masa patrén,

(9) Masa observada (g) | Sesgo

Promedio | % | %CV %
0.002 0.0021 | 3.3| 2.8 3.3
0.005 0.0051| 1.3| 1.1 13
0.01 0.0101| 0.7 0.6 0.7
0.02 0.0200 | -0.2 0.3 -0.2
0.05 0.0501 | 0.2| 0.2 0.2
0.1 0.1000 | 0.0| 0.0 0.0
0.2 0.2001 | 0.0| 0.0 0.0
0.5 0.5003 | 0.1| 0.0 0.1
1 1.0077 | 0.8 0.0 0.8
2 2.0030| 0.2| 0.0 0.2
5 5.0027 | 0.1| 0.0 0.1
10| 10.0042 | 0.0| 0.0 0.0
20| 20.0037 | 0.0 0.0 0.0
50| 49.9978 | 0.0 0.0 0.0

las siguientes condiciones.

6.4. Tratamiento de las disoluciones
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En la referencia fortificada se evaluaron los métodos de limpieza: florisil, 4cido y
acido mas florisil por el método de adicion patron. Después de observar los
resultados de los métodos de limpieza se optd por tratar el material de referencia
certificado con &acido para después evaluar muestras de aceite de transformador

por el mismo y se analizaron en CG-EM/IQN/MIS como se describe en la figura 19.

6.4.1 Evaluacién de los métodos de limpieza (eliminacion de interferencias)

En la disoluciéon de referencia adicionada con la DT3 de los BPCs se evaluaron tres
diferentes tratamientos de limpieza. 1. acido, 2. Florisil y 3. Acido+florisil. Utilizando

como método el ultrasonido (Wise clean WUC-DO06H). Los tratamientos fueron bajo




duplicado en CG-EM/IQN/MIS.

4 )\ 4 )
Tratamiento con florisil Tratamiento con Acido Tratamiento con acido + florisil
\. J | \. : J
4 ) - Se colocaron 2.5 mL de A&cido
Se colocaron 0.25 g de florisil en un Se colocaron 2.5 mL de acido . ,
i o A . sulfdrico concentrado en un vial de
vial de vidrio con tapa de rosca. sulfdrico concentrado en un vial vidrio con tapa de rosca
de vidrio con tapa de rosca. . P Y
aproximadamente 0.25 g de florisil
N < en un segundo vial.
| J
( ) ] . |
Se agreg0 la muestra de referencia Se agregd la muestra de aceite e - )
fortificada aforada a 5 mL y se aforada a 5 mL y se tapo. Se agregd la muestra de aceite
tapo. aforada a 5 mL al 4cido y se tapo.
\_ y, l L y
I . \ |
( L . ) Se sonico durante 5 miny se dejé | ( o . )
Se sonico durant.e 5 min y se dejo reposar por 10 min. Se sonico durante 5 min y se dejo
reposar por 10 min. \ | J reposar por 10 min
. J/ . J/
| 4 _ ) |
En un vial aforado de 1 mL, se e N
En un vial aforado de 1 mL. se colocaron 50 pL de DDE y se El extracto en hexano se trasvaso
colocaron 50 L de DDE y se afor6 afor6 con el extracto contenido en al florisil, se sonic6 por 5 min y se
con el extracto contenido en el el hexano. JAS dejo reposar por 10 min.
hexano. I |
\ / ( N\ .
| El extracto anterior se analizé por En un vial aforado de 1 mL, se
- _ _ N duplicado en CG-EM/IQN/MIS. colocaron 50 uL de DDE y se aford
El extracto anterior se analiz6 por L )| con el extracto en hexano.
\ J

El extracto anterior se analiz6 por
duplicado en CG-EM/IQN/MIS.

Figura 19. Pruebas de eficiencia en tratamientos de limpieza en aceite mineral fortificado y muestras de aceite

de transformador.

Las seis muestras (5mL cada una) de la disolucion de referencia fortificada con DT3

de BPCs se manipularon con los tratamientos previos. Dos muestras se trataron con

el método que emplea el acido, dos mas con florisil y las dos restantes con el

tratamiento que emplea el &cido y el florisil. Los extractos de cada tratamiento se

volvieron a tratar dos veces mas, para obtener un total de 6 extractos por

tratamiento. Antes del analisis instrumental, a los extractos en hexano se les agrego

una alicuota 50 pL de la disolucion de trabajo de estandar interno (DT-El) y se

aforaron a 1 mL. Estas muestras se inyectaron por duplicado en CG-EM/IQN/MIS.

Los porcentajes de recuperacion de cada bifenilo caracteristico de cada Aroclor se
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calcularon comparando sus areas relativas en los extractos tratados, con aquellas

de la disolucion de referencia no tratada, multiplicadas por cien (Ecuacion 1).

L A .
% Recuperacidny;c, = A:"‘“' x100 Ecuacién 1
ref

Donde:

A
Ar = BPC

AEst interno

Los porcentajes de recuperacion de los Aroclor 1242, 1254 y 1260 se calcularon,
promediando los porcentajes de recuperacion de las cinco sefiales que integraron
el 1242, dos sefiales relacionadas con el 1254 y de cuatro sefiales correspondientes
al 1260.

X % Recuperacion gp Ecuacion 2

% Recuperaciongrocior = ~

Donde n = nimero de picos empleados para la caracterizacion de cada Aroclor.

6.4.2. Evaluacién de exactitud y eficiencia del método

Estas variables son dos pardmetros de calidad evaluadas generalmente con
materiales de referencia. Para ello, se emplearon tres Aroclor 1242, 1254 y 1260 en
aceite de transformador. Cada una de las disoluciones preparadas como se explicé
en el punto 6.3.4. y por duplicado, fueron tratadas con acido. Dicho procedimiento
se repitié una vez mas para cada material de referencia. Con ello se obtuvieron 12
extractos por Aroclor. A cada extracto se le adicionaron 50 uL de la DT-El y se aforé
a 1 mL con hexano. El andlisis se hizo por duplicado en CG-EM/IQN/MIS. La
exactitud se calculd en términos del sesgo, dividiendo la diferencia de la
concentracion recuperada después del tratamiento con acido de cada Aroclor y el
valor certificado, entre el valor del certificado, en porcentaje (Ecuacion 3). Los
porcentajes de recuperacion de los Aroclor 1242, 1254 y 1260 se calcularon,
promediando los porcentajes de recuperacion de las cinco sefiales que integraron

el 1242, las dos sefiales de 1254 y las cuatro sefales correspondientes al 1260 de
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los materiales de referencia. Los porcentajes de recuperacion se obtuvieron
dividiendo las concentraciones de cada Aroclor obtenido con las del reportado en el

certificado, multiplicado por cien (Ecuacion 1).

Exactitud = 100 — [MRC““[A;;‘?]‘[MRC]“’"f””] x 100 Ecuacion 3
contrat

Donde [MRCx] = la concentracion del material de referencia certificado y el
subindice “X” indica si este fue o no tratado con acido. Con las eficiencias de cada

BPC, se obtuvieron las recuperaciones promedio de cada Aroclor (Ecuacion 4).

> % Recuperacioén por pico

% Recuperacion Arolcor = Ecuacion 4

n

6.4.3. Efecto matriz

Es bien conocido que el efecto de la matriz sobre la intensidad de las sefiales
(sensibilidad), depende de su complejidad y de las propiedades que censa el
detector (Hajslova y Cajka 2007). Algunos residuos de la matriz o co-extractos
inevitablemente se encuentran en las muestras purificadas preparadas para su
analisis por GC, generando dificultades, tanto en el sitio de inyeccién como en el
detector. Esto provoca que la cuantificacion sea inexacta, que disminuya la
sensibilidad, e incluso que se presenten falsos positivos. El efecto matriz también
se observa en la disminucion gradual de la respuesta a los analitos, picos
distorsionados y cambios en los tiempos de retencién (afectando negativamente la
robustez). Tres elementos pueden ser considerados como una forma de control: 1)
Eliminacion de los sitios activos (dificilmente viable, no sélo debido a la falta de
disponibilidad comercial de materiales inertes y a la imposibilidad de controlar la
formacion de nuevos sitios activos), 2) Optimizacion de la estrategia de calibracion
que permite la compensacion por perdida de la sensibilidad (alternativa mas
factible), 3) Optimizacion de los parametros de inyeccion y separacion. Existen otros
métodos para el control de este efecto como el uso de estandares marcados con

isotopos, el enmascaramiento de los sitios activos; la eleccion de la técnica de

e
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inyeccion adecuada, la temperatura, el volumen, el tamafio de revestimiento y el
disefio del inyector, el volumen de expansion disolvente; el caudal de la columna y
las dimensiones de la columna.

La supresion ionica de los BPCs por efecto de la matriz sobre el espectrometro de
masas en IQN, se calculé comparando las respuestas de las &reas relativas de los
BPCs con y sin aceite. Para ello, se calculo la diferencia entre sus &reas relativas
con aceite de transformador (Arcon mariz) Y de éstos en hexano (Arsin matriz). ESta
diferencia, se dividié entre las areas relativas de los BPCs en hexano por cien
(Ecuacion 4). La concentracion a la que se llevéd a cabo este andlisis fue 1 ng pL?
que equivale a 50 mg Kg* al considerar la dilucién 1:50.

, 4 . Ar, iz—ATsi i ..
Supresion lonica grecro matriz = — e E—SIMATEZ x]00 Ecuacion 5
ATsin matriz

6.4.4. Determinacion de BPCs en aceites de transformador

Una vez establecidas las condiciones analiticas, nuestro procedimiento fue aplicado
en cuatro muestras de aceite de trasformador (MP1, MP2, MP3, MP4)
proporcionadas por el PNUD para la determinacion de BPCs. Los nombres
originales fueron cambiados por confidencialidad. Las muestras se pesaron por

duplicado y se trataron con acido como lo indica la figura 20.
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Muestra aceite
de transformador

5 mlL
100 mg
—————— -]
duplicado
se aforan

Se colocaron 2.5 mL de &cido
sulfarico concentrado en un vial
de vidrio con tapa de rosca.
I
4 \
Se agregd la muestra de aceite
aforada a 5 mL y se tapo.
|\ J
]
N
Se sonico durante 5 min y se dejo

reposar nor 10 min.
. J

|
e N

En un vial aforado de 1 mL, se
colocaron 50 pL de DDE y se afor6

L con el extracto de hexano. )

e A
El extracto anterior se analiz6 por
duplicado en CG-EM/IQN/MIS.

Figura 20. Procedimiento aplicado a las muestras de aceite de transformador.
El acido se aplicé dos veces sobre cada muestra tratada. De cada uno de los ocho
extractos, se tomé una alicuota, se adicionaron 50 L de la disolucion de trabajo de
estandar interno y se afor6 a 1 mL. El andlisis se hizo en CG-EM/IQN/MIS por
duplicado. Los BPCs se cuantificaron empleando la curva de calibracién y las
concentraciones se corrigieron por supresion iénica y recuperaciéon empleando los

materiales de referencia.

6.5. Analisis cualitativo

El andlisis de los BPCs se llevd a cabo en un cromatografo de gases (Agilent
Technologies 6890) con un inyector automatico (Agilent Technologies 7683),
acoplado a un espectrometro de masas (Agilent Technologies 5973N) con
cuadrupolo. La inyeccion se llevo a cabo sin dividir la muestra (Splitless) durante un

minuto. Se inyecté 1 uL a 300 °C. Se utilizé una columna capilar (SGE) con fase

s
48




estacionaria BPX35, de 60 m, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de grosor de
la pelicula. El programa de temperatura del horno fue 80°C min, 10 °C min'! hasta
210 °C mint, 3 °C min? hasta 310 °C por 5 min. El tiempo de la corrida fue 45.3
min. Se empled helio (infra, 99.998% de pureza) como gas acarreador a 1.5 mL min-
1. El espectrometro de masas se colocdé en modo de ionizacién guimica negativa
(IQN), empleando metano (Infra, alta pureza) como gas de reaccion a 40 mL por
minuto. La temperatura de la linea de trasferencia, de la fuente iones y del
cuadrupolo fueron 300, 150 y 150 °C, respectivamente. Se utilizé el sistema de
adquisicién de datos Chemstation y Enhaced, instalado en una computadora HP.

El analisis cualitativo se desarrollé en “SCAN” completo para identificar las sefales
caracteristicas de cada uno de los tres Aroclor y de los estandares internos. El
barrido se llevé a cabo de 35 a 600 Dalton empleando la dilucion de trabajo 2. Se
obtuvieron los tiempos de retencion absolutos y los iones mas abundantes de cada
bifenilo. Con estos datos se creé el método para el monitoreo de los iones
seleccionados (SIM), creando dos grupos y 27 iones en total. Con los tiempos de
retencién absolutos de los bifenilos en cada Aroclor y de los estandares internos se
calcularon los tiempos de retencion relativos, dividiendo los tiempos de retencion de

los bifenilos entre aquellos de los estandares internos.

6.6. Analisis cuantitativo

La determinacion de la concentracion de los BPCs en los ascareles se baso en la
curva de calibracion creada a partir de la disolucién madre de los 3 Aroclor y
fortificada con estandar interno. Cada curva se preparé con ocho niveles de
concentracion: 2.4, 1.8, 1.2, 0.96, 0.72, 0.48, 0.24 y 0.12 ng pL*. A cada nivel se le
adiciond el estandar interno a una concentracion final de 1 ng pLt. Los niveles de
concentracion de la curva de calibracion se inyectaron de forma aleatoria por
duplicado. Debido a que el tiempo de retencion del DDE se presento a la mitad del
cromatograma de los Aroclor y el del decacloro bifenilo hasta el final, se consideré
Gunicamente al DDE como el estandar interno para los analisis cualitativo y
cuantitativo. Con este ultimo, se calcularon los factores de respuesta relativos (FRR)
de cada BPC.
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Se evalud la linealidad de la curva de calibracion con los coeficientes de Pearson
(r) y de determinacion (r?) y la variacion de los factores de respuesta relativos en
toda la regresion. Se observd heterocedasticidad en la varianza. Por lo tanto, se
opté por realizar regresion ponderada (Santos-Medina 2012, Hernandez-Lopez,
2011) Con ella, se calcularon las pendientes y los interceptos ponderados asi como
los limites de deteccion y de cuantificacion ponderados (Miller y Miller, 2002) de

acuerdo con las ecuaciones 6 a 11.

Peso dado a un punto en la recta regresion.

s;?

Wi = 55 Ecuacion 6
n
Pendiente ponderada de la recta de regresion.
_ ZiwiXiYi—nEwIw y
b, = S —— Ecuacion 7
Donde =
x = Ccpy
Ordenada al origen ponderada de la recta de regresion.
ay =y, —bx, Ecuacién 8
Donde =
_ A _ Cc
Y= X T m
Media aritmética de los valores de y ponderados.
y =i Ecuacion 9
w n
Media aritmética de los valores x ponderados.
x,, = ZWiki Ecuacién 10

n
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w0

Desviacion estandar de los residuos de “y” y de la recta de regresion ponderada.

1/2

= {—Z"W" (y"_y")z} Ecuacion 11

n-2

Donde:

Si = desviacién estandar de la respuesta en la i-ésima dilucion, yi =(A/AEl);.
Si2 = varianza de la respuesta en la i-ésima dilucién, yi =(A/AEI);.

A = area del compuesto en la i-ésima respuesta en la i-ésima disolucion.

AEI = &rea del estandar interno de la i-ésima respuesta en la i-ésima dilucion.
n = nimero de diluciones (n=8).

yi = j-ésima respuesta en la i-ésima dilucion, yi =(A/AEI)..

¥,= j-ésima respuesta ajustada en la i-ésima dilucion, yi =(A/AEl)i ajustada.

Xi = concentracion relativa de la iésima concentracion (Ci/CEl)i.

x = valor promedio de la concentracion relativa (C/CEl);, de todas las disoluciones
y =valor promedio de las &reas relativa (A/AEl);, de todas las disoluciones.
Ci = concentracién del compuesto en la i-ésima dilucion.

CEIl = concentracion del estandar interno.

Para evaluar limite de deteccién (cantidad mas baja del analito en la muestra que
puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada (IUPAC 2002) expresada
en unidades de concentracion del analito) y cuantificacién (cantidad minima del
analito en la muestra que puede ser cuantificada con precision y exactitud) del
método, se calcularon con las ecuaciones 12 y 13. Fue necesario contar primero
con los promedios de los limites de deteccion y cuantificacion instrumental (Tabla
X) y las recuperaciones promedio de los Aroclor (Tabla XII). Los limites del método

fueron expresados en pug Kg. Estos deberan ser probados posteriormente.

L.D. intrumental(pg e Aforogy,

L.D.metodo -1y =
Aroclor (ng g7*) Recuperacion relativa x1000(,4 ng-1) X Masa de aceite mineral g,

Ecuacion 12
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L.C. intrumental(pg w1 X Aforog

L.C.metodo -1y =
Aroclor (ng g™*) Recuperacion relativa x1000(,g ng-1) X Masa de aceite mineral g,

Ecuacion 13
Donde:
L.D.instrumental = a + 35(y/x)
L.C.instrumental = a + 10s(,/x)
a = ordenada al origen

Swy/x) = desviacion estandar de la ordenada al origen
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7. RESULTADOS
7.1. Andlisis cualitativo y cuantitativo
Se inyect6 una estandar a 10 ng pL! de cada uno de los tres Aroclor
individualmente. Se identificaron cinco sefiales caracteristicas del Aroclor 1242
(Figura 21), dos del Aroclor 1254 (Figura 22) y cuatro del Aroclor 1260 (Figura 23).
La figura 24 muestra el cromatograma de la mezcla de los tres Aroclor a 1 ng pL*

(42 dilucidn de la curva de calibracion instrumental).

AN

S bl

Trre 108 T 80 Py

Figura 21. Cromatograma del Aroclor 1242 a 10 ng pL. Los picos numerados se encuentran referenciados a
los BPCs presentados en la Tabla VIII
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Figura 22. Cromatograma del Aroclor 1254 a 10 ng L. Los picos numerados se encuentran referenciados a
los BPCs presentados en la Tabla VIII

Figura 23. Cromatograma del Aroclor 1260 a 10 ng pL™. Los picos numerados se encuentran referenciados a
los BPCs presentados en la Tabla VIII
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Figura 24. Cromatograma de la mezcla de los tres Aroclor a 1 ng pL* (42 dilucién de la curva de calibracion

instrumental). Los picos numerados se encuentran referenciados a los BPCs Areclor presentados en la Tabla
VIII.

La Tabla VIII muestra el promedio de los tiempos de retencion absolutos de 16
inyecciones y las sefales caracteristicas de los Aroclor 1242, 1254, 1260 y de su
mezcla. EI nombre del Aroclor se encuentra relacionado con sus tiempos de
retencion absoluto (tr), en minutos y sus tiempos de retencion relativos (trr) al DDE

(adimensional).
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Tabla VIII. Tiempos de retencion absolutos (tr) y relativos (trr) al DDE de los iones caracteristicos
de los BPCs en los Aroclor 1242, 1254 y 1260, y en su mezcla.

Promedio DE %CV Promedio DE %CV

# Aroclor tr, min tr, min  tr, min trr trr trr
) DDE 21.80 0.02 0.08 1.000 - -
Il) Decacloro bifenilo 38.97 0.01 0.00 1.781 0.003 0.02
1) Aroclor 1242, 11.28 11.28 0.03 0.23 0.517 0.001 0.24
2) Aroclor 1242, 12.85 12.85 0.02 0.13 0.589 0.000 0.05
3) Aroclor 1242, 14.74 14.74 0.00 0.00 0.676 0.001 0.08
4) Aroclor 1242, 15.26 15.26 0.01 0.08 0.700 0.000 0.06
5) Aroclor 1242, 15.77 15.77 0.01 0.08 0.724 0.000 0.02
6) Aroclor 1254, 20.61 20.61 0.00 0.00 0.946 0.001 0.06
7) Aroclor 1254, 23.37 23.37 0.03 0.12 1.072 0.001 0.13
8) Aroclor mezcla, 23.90 23.90 0.00 0.00 1.097 0.001 0.08
9) Aroclor mezcla, 24.72 24.72 0.00 0.00 1.134 0.001 0.08
10) Aroclor mezcla, 25.75 25.75 0.00 0.00 1.181 0.001 0.08
11)  Aroclor mezcla, 26.57 26.57 0.00 0.00 1.219 0.001 0.08
12)  Aroclor mezcla, 26.73 26.73 0.00 0.00 1.226 0.001 0.08
13) Aroclor mezcla, 27.09 27.09 0.01 0.05 1.243 0.001 0.06
14)  Aroclor mezcla, 29.76 29.76 0.00 0.00 1.365 0.001 0.08
15) Aroclor mezcla, 30.23 30.23 0.00 0.00 1.387 0.001 0.08
16) Aroclor mezcla, 32.35 32.35 0.02 0.05 1.484 0.000 0.03
17) Aroclor 1260, 32.13 32.13 0.01 0.04 1.474 0.001 0.06
18) Aroclor 1260, 32.54 32.54 0.00 0.00 1493 0.001 0.08
19) Aroclor 1260, 34.75 34.75 0.00 0.00 1594 0.001 0.08
20) Aroclor 1260, 35.63 35.63 0.00 0.00 1.635 0.001 0.08

Debido a que la inyeccion fue automatica, la variacién en la asignacion de la sefial
para la identificacién del Aroclor correspondiente fue menor al 0.3 %. Las figuras 25,
26 y 27 dan un ejemplo de las curvas de calibracion de tres sefales representativas
de los Aroclor 1242, 1254 y 1260.
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Figura 25. Curva de calibracion Aroclor 1242, 12.85 min
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Figura 26. Curva de calibracion Aroclor 1254, 23.37 min
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Figura 27. Curva de calibracién del Aroclor 1260, 34.75 min




El resto de las curvas de calibracion se encuentran en el anexo I. La tabla IX indica
los coeficientes de correlacion de Pearson (r) y de determinaciéon (r?). Las
correlaciones fueron superiores a 0.99, indicando linealidad en la respuesta de
todos los BPCs considerados. Ademas, se aprecia que las variaciones de la
pendiente (FRR) para todas las sefiales (excepto el Aroclor 1242, 11.28) fueron
inferiores al 10 %. Esto significa que la respuesta del CG-EM/IQN/MIS en el intervalo
de 40 a 800 ng pL? para los Aroclor individuales y de 120 a 2400 ng pL™? para la

mezcla de los tres Aroclor (1:1:1) es reproducible y por lo tanto lineal.

Tabla IX. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) y de determinacion (r?). Reproducibilidad de los
factores de respuesta relativos (FRR) (pendientes) en todo el intervalo lineal de trabajo. NUmero de
niveles de calibracion (n) considerados para el célculo.

# Aroclor r r? Reproducibilidad n
FRR
%
1 Aroclor 1242,11.28 0.995 0.989 17.6 8
2 Aroclor 1242, 12.85 0.998 0.996 3.8 8
3  Aroclor 1242, 14.74 0.997 0.995 3.6 8
4  Aroclor 1242, 15.26 0.999 0.997 54 8
5 Aroclor 1242, 15.77 1.000 0.999 6.1 7
6 Aroclor 1254, 20.61 0.999 0.998 3.1 7
7 Aroclor 1254, 23.37 0.999 0.999 6.0 8
8 Aroclor mezcla, 23.90 0.999 0.998 5.0 8
9 Aroclor mezcla, 24.72 0.999 0.999 4.6 8
10 Aroclor mezcla, 25.75 1.000 0.999 4.5 8
11 Aroclor mezcla, 26.57 0.999 0.998 5.3 8
12 Aroclor mezcla, 26.73 0.999 0.998 4.5 8
13 Aroclor mezcla, 27.09 0.999 0.998 3.6 8
14 Aroclor mezcla, 29.76 0.999 0.999 3.2 8
15 Aroclor mezcla, 30.23 1.000 0.999 3.7 8
16 Aroclor mezcla, 32.35 0.999 0.999 3.7 8
17 Aroclor 1260, 32.13 1.000 0.999 55 8
18 Aroclor 1260, 32.54 0.999 0.999 9.5 8
19 Aroclor 1260, 34.75 1.000 0.999 6.8 8
20 Aroclor 1260, 35.63 0.999 0.999 6.8 8

La tabla X muestra las pendientes (FRR), las ordenadas al origen y los limites de

deteccion y de cuantificacion ponderados instrumentales para cada sefial de
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Aroclor. EI FRR es un parametro que permite seleccionar a la sefial representativa
del Aroclor con la méxima intensidad. Este valor es inversamente proporcional a los
limites de deteccion y de cuantificacion. En general, cualquiera de las cinco sefiales
del Aroclor 1242 puede seleccionarse, aunque el bifenilo que eluye en 14.74 min
pudiera ser el representativo. En el caso del Aroclor 1254, el que eluye en 23.37 min
es el adecuado y en el caso del 1260 cualquiera de sus sefiales son adecuadas,

siendo el que eluye en 34.75 min el menos recomendable.

Tabla X. Pendientes (FRR), ordenada al origen y limites de deteccion y de cuantificacién
ponderados instrumentales para cada sefal de Aroclor.

| # | Aroclor Pendiente | Ordenada | Limites de deteccién, | Limites de cuantificacion,
(FRR) al origen pg pL? pg pL?t

1 | Aroclor 1242 11.28 | 0.004 0.000 58 193
2 | Aroclor 1242 12.85 0.005 0.000 11 35
3 | Aroclor 1242 14.74 0.014 0.000 2 7

4 | Aroclor 1242 15.26 | 0.005 0.000 25 83
5 | Aroclor 1242 15.77 0.004 0.000 7 23
6 | Aroclor 1254 20.61 0.011 0.000 27 89
7 | Aroclor 1254 23.37 | 0.020 0.000 16 53
8 | Aroclor mix 23.90 0.136 -0.003 16 55
9 | Aroclor mix 24.72 0.262 -0.005 3 9

10 | Aroclor mix 25.75 0.087 -0.001 33 110
11 | Aroclor mix 26.57 0.113 -0.006 27 90
12 | Aroclor mix 26.73 0.198 -0.004 52 174
13 | Aroclor mix 27.09 0.139 -0.001 51 170
14 | Aroclor mix 29.76 0.057 -0.001 30 99
15 | Aroclor mix 30.23 0.359 -0.010 51 169
16 | Aroclor mix 32.35 0.135 0.002 4 14
17 | Aroclor 1260 32.13 | 0.204 0.000 1 4

18 | Aroclor 1260 32.54 0.254 -0.004 23 75
19 | Aroclor 1260 34.75 | 0.089 0.000 5 16
20 | Aroclor 1260 35.63 | 0.212 0.001 12 39

7.2. Efecto matriz

La figura 28 ilustra cuatro cromatogramas traslapados que describen el
comportamiento del aceite mineral enriquecido con 50 ug g* de la mezcla de tres
Aroclor. El cromatograma BPCs211 muestra a la disolucion de referencia fortificada
no tratada. Los otros tres cromatogramas muestran las extracciones secuenciales

con acido. ElI BPCs210 fue la primera extraccion, el BPCs209 fue la segunda y el

e
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BPCs208 la tercera. Este andlisis se hizo en ionizacién quimica positiva (IQP) en
modo “SCAN” completo para detectar hidrocarburos. En el cromatograma se
observa claramente que la mezcla compleja no resuelta que forman los
hidrocarburos que integran el aceite mineral inhibe la deteccién de los bifenilos
policlorados. También se ilustra que aunque existe una disminucion en la intensidad
después del tercer tratamiento con acido sulfurico (BPCs208) aun se observa a la
mezcla no resuelta (<20 min), es decir el procedimiento con acido no elimina

totalmente a los hidrocarburos.

Ahundance TIC; BPCS208 D' data.me
] TIC: BRCS 208 Didebams
0000 ] TIE BRCS210 Ddebams

] TIC. BRCS21.Ddalams ]
20000

70000 3
£0000

50000 Y

I f
Tirme--» 20.00 40.00

Figura 28. Cromatogramas traslapados que muestran el comportamiento del aceite mineral enriquecido con 50
ug gt de la mezcla de tres Aroclor, analizados en ionizacion quimica positiva y en “SCAN” completo de 35 a
600 u. BPCs211 — aceite de la referencia no tratado, BPCs210 — primera extraccion con &acido, BPCs209 —
segunda extraccion con acido y BPCs208, tercera extraccion con acido.

La figura 29 ilustra el andlisis de las mismas cuatro muestras en ionizacion quimica
negativa monitoreando a los iones seleccionados. En este caso no se observan a
los hidrocarburos como en ionizacion quimica positiva. Lo que confirma la
selectividad del método por ionizacion quimica negativa. La disminucion de la
intensidad de los bifenilos es imperceptible, lo que muestra que el tratamiento con

acido no degrada a los BPCs.
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Figura 29. Cromatogramas traslapados de los bifenilos policlorados a 50 ug g de la mezcla de los tres Aroclor
en el aceite mineral, analizados en ionizacién quimica negativa monitoreando a los iones seleccionados.
BPCs211 — aceite de la referencia no tratado, BPCs210 — primera extraccion con acido, BPCs209 — segunda
extraccion con acido y BPCs208, tercera extraccion con acido.

Estos resultados muestran que la inyeccion directa del aceite de transformador con
hidrocarburos, decrement6é a la intensidad de las sefales proporcionadas,
sugiriendo un efecto de supresion idnica. Debido a que el detector registra la
intensidad de las sefiales de cada analito después de que son ionizados, los analitos
se ven inhibidos en la fuente de ionizacién por la presencia de los interferentes en
la matriz (Annesley, 2003), provocando que la cantidad de moléculas de interés que
llegan al detector, reduzca, y por ende disminuya su sensibilidad.

De esta manera la alta selectividad del detector de masas en el modo de ionizacion
guimica negativa se ve descompensada por la disminucion en su sensibilidad
debido al efecto matriz disminuyendo la intensidad de las sefales de los bifenilos
entre 5y 25 %. La figura 30 ilustra este decaimiento. Estos valores fueron tomados
en cuenta para ajustar las intensidades de los bifenilos en los materiales de

referencia y en las muestras.
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Figura 30. Supresion ionica de los BPCs detectados en EM/IQN/MIS por el efecto matriz. N=2.

7.3. Eficiencia del método analitico

La figura 31 ilustra los porcentajes de recuperacion de 50 pg g de bifenilos
adicionados al aceite mineral libre de éstos, tratado con acido, florisil y acido+florisil.
El célculo se basé en la comparacion de las areas relativas entre las muestras
tratadas y aquellas no tratadas de la disolucién de referencia, es decir, sin
considerar la supresion ionica. Las primeras tres barras de cada bifenilo indican los
promedios de las tres extracciones consecutivas para cada tratamiento, mientras
qgue la ultima barra indica el promedio de los nueve tratamientos. Las barras de
variacion indican las desviaciones estandar. Las recuperaciones oscilaron entre 88
+3%y112 + 11 %.
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Figura 31. Recuperacion de los BPCs en los Aroclor 1242, 1254, 1260 y en su mezcla, por el método de adicién
patrén a 50 g Kg. Célculo sin considerar la curva de calibracion instrumental ni la supresién de iones.

No obstante, la figura 32 muestra los porcentajes de los tres Aroclor tomando en
cuenta las curvas de calibracién y la supresion de iones. Al igual que las eficiencias
en la figura 31, los valores también fueron cercanos a 100 % para el caso del
tratamiento con acido y un poco menores en los otros dos tratamientos.
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Figura 32. Recuperacion de los BPCs en los Aroclor 1242, 1254, 1260 y en su mezcla a 50 g Kg. Calculo
considerando la curva de calibracién instrumental y la supresion de iones.

La figura 33 y tabla Xl ilustran los porcentajes de los tres Aroclor tomando en cuenta
las curvas de calibracion y la supresion de iones. Los valores son promedios de las

eficiencias obtenidas para cada BPC en su Aroclor correspondiente.
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Figura 33. Porcentajes de recuperacion de los BPCs adicionados sobre aceite de transformador a 50 pug gty
tratados con &cido, florisil y acido+florisil, considerando la curva de calibracion instrumental y la correccion por
la supresion idnica.

Tabla XI. Promedios, desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV) de los porcentajes de
recuperacion de los BPCs adicionados sobre aceite de transformador a 50 ug g * y tratados con acido, florisil y
acido+florisil.
a) Acido b) Florisil
Promedio, % | DE, % CV, % Promedio, % DE, % CV, %
Aroclor 1242 101.1 2.3 2.3 92.4 5.0 5.4
Aroclor 1254 102.6 2.7 2.6 94.9 3.1 33
Aroclor 1260 103.7 1.3 1.3 96.0 0.8 0.8
c) Florisil+acido d) Tres tratamientos
Promedio, % | DE, % CV, % Promedio, % DE, % CV, %
Aroclor 1242 92.7 111 12.0 95.4 53 5.5
Aroclor 1254 95.4 4.4 4.6 97.6 4.8 49
Aroclor 1260 96.9 1.5 1.6 98.9 0.4 0.4
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Aunque las recuperaciones de los bifenilos empleando la disolucion de referencia
fortificada fueron similares entre los tres tratamientos (inciso d, tabla Xl), la
recuperacion con el tratamiento de acido (inciso a, tabla Xl) fue ligeramente superior
y mas precisa que los otros dos tratamientos. De esta forma, los materiales de

referencia certificados y las muestras reales se trataron Gnicamente con acido.

7.3.1. Exactitud y eficiencia

La exactitud es uno de los parametros mas importantes para determinar el sesgo
que existe entre el valor verdadero y el medido por el método analitico. Este valor
se utiliza también como una variable de eficiencia. La figura 34 muestra a dicho
pardmetro en términos del sesgo. Es evidente que la metodologia descrita en esta
tesis ofrece mayor exactitud para determinar Aroclor 1242, -10.1+1.4 %; seguido del
1260, -12.5+0.9 %. Sin embargo presenta problemas para determinar al 1254,
27.2+0.4 %, probablemente porque existe menor niumero de sefiales separadas de
los otros Aroclor. Una solucién podria ser el empleo de otro tipo de fase estacionaria
en la columna cromatografica, o bien la separacion por cromatografia de gases

bidimensional (Amador-Mufioz et al. 2008 a, b)

0
-5
-10

x
-15
-20
-25

-30

Material de referencia

Figura 34. Exactitud en términos del sesgo entre el valor observado y el certificado para los Aroclor 1242 (N=20),
1254 (N=4) y 1260 (N=16).
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La figura 35 y tabla Xll ilustran la eficiencia del método analitico en términos de los
porcentajes de recuperacion para los materiales de referencia Aroclor 1242, 1254 y
1260. El Aroclor 1242 mostré en el analisis las mayores recuperaciones con
89.9+12.1 %, seguido del Aroclor 1260 con 87.5+6.1 % y por ultimo el Aroclor 1254
con los menores recobros 72.8+1.1 %. Estos valores se emplearon para ajustar las
concentraciones de los BPCs en las muestras reales, debido a que sus

concentraciones se calcularon empleando las curvas de calibracion instrumental.

Tabla XIl. Promedios, desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV) de los porcentajes de
recuperacion del Aroclor 1242 (N=20), 1254 (N=4) y 1260 (N=16), en el material de referencia certificado.

Material de referencia Promedio DE CcvVv
certificado % % %
1242 89.9 12.1 13.5
1254 72.8 1.1 15
1260 87.5 6.1 7.0
110
100 T

80 -

60

%

40 -

30 -

20 -

10 -

MRC 1242 MRC 1254 MRC 1260

Figura 35. Eficiencia del método analitico en términos de los porcentajes de recuperacion del Aroclor 1242
(N=20), 1254 (N=4) y 1260 (N=16), en el material de referencia certificado.

e
67




7.3.2. Limites de deteccién y cuantificacién del método

Con los porcentajes de recuperacion promedio, se calcularon los limites de
deteccidn y de cuantificacion ponderados del método para cada Aroclor (Tabla
X11).

Tabla XIII. Limites de deteccién y de cuantificacién de los Aroclor 1242,1254 y 1260 (N=16).

# Aroclor Limites de deteccion, Limites de cuantificacion,
Hg Kg* Hg Kg*

1 | Aroclor 1242 229 759

2 | Aroclor 1254 295 651

3 | Aroclor 1260 117 693

4 | Aroclor mezcla 339 583

7.4. Determinacion de BPCs en las muestras de aceites de transformador

Como se ha mencionado, el Programa de las Naciones Unidas, proporciond cuatro aceites
de transformador para la determinacién del tipo y de la cantidad de BPCs. Para preservar
la confidencialidad de las muestras, los nombres originales se renombraron como MP1,
MP2, MP3 y MP4. La figura 36 describe el tipo de BPC encontrado, lo que permitié

caracterizar al Aroclor. Los valores se reportan en mg Kg™.

W Aroclor 1242 Aroclor 1254 m Aroclor 1260 W Suma aroclors
600

500 T

MP1 MP2 MP3 MP4

Muestras de aceite de transformador

Figura 36. Bifenilos policlorados encontrados en las muestras de aceite de transformador proporcionadas por
el PNUD.
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Las muestras MP2 y MP4 mostraron 9.8 y 8.6 veces mayor cantidad de la mezcla
de Aroclor que los 50 mg Kg* establecidos como maximo permitido por la NOM-
133-ECOL-2000. El Aroclor 1242 contribuyd con el 97 % y el 74 % del total de
Aroclor hallado, respectivamente. La muestra MP1 mostré similar cantidad de
Aroclor que el limite permitido, con mayor proporcion del Aroclor 1260 (74 %). Por
altimo, la muestra MP3 fue 1.3 veces superior al limite, con 53 % del total debido al
Aroclor 1242.

Tabla XIV. Promedios, desviaciones estandar (DE) y coeficientes de variacion (CV) de los bifenilos policlorados
en aceites de transformador.

Muestra Aroclor 1242 DE CV, % Aroclor 1254 DE CV, %

mg Kg*  mgKg* mg Kg* mg Kg™*
MP1 8 1 111 6 1 113
MP2 475 28 5.9 11 5 44.1
MP3 34 4 106 7 0 6.9
MP4 321 12 3.8 90 6 6.5

Muestra Aroclor 1260 DE CV, % Suma Aroclor DE CV, %

mg Kg™* mg Kg™* mg Kg™* mg Kg*
MP1 37 4 9.5 51 5 9.8
MP2 6 1 8.3 488 24 4.8
MP3 23 2 107 64 7 102
MP4 21 1 5.5 432 16 3.8
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8. CONCLUSIONES

8.1. General

Se encontraron BPCs en las cuatro muestras enviadas por el PNUD. Todas
rebasaron la NOM-133-ECOL-2000. En tres de ellas, el Aroclor 1242 fue el mas

abundante. En la cuarta fue el Aroclor 1260.

8.2. Particulares

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

Los porcentajes de recuperacion de los BPCs entre los tres tratamientos
(acido, florisil y acido + florisil) aplicados a la disolucion de referencia
fortificada no mostraron diferencia significativa siendo similares entre si.
Oscilaron entre 88 £ 3%y 112 + 11 %. Sin embargo, el tratamiento con acido
proporcioné recobros ligeramente mayores y menores variaciones.

Los BPCs seleccionados mostraron coeficientes de determinacion mayores
a0.99 enelintervalo 012y 2.4 ng L. Los limites de deteccién en los Aroclor
puros oscilaron entre 2 'y 23 pg puL, mientras que los de cuantificaciéon entre
7y 75pg puLt.

El andlisis por CG-EM-IQP/SCAN mostré que el tratamiento indicado en la
ASTM no depura a los BPCs de los hidrocarburos en el aceite mineral. Sin
embargo, el empleo de la CG-EM-IQN/MIS fue completamente selectiva para
su analisis y es necesaria para su determinacién, en caso de que se desee
utilizar espectrometria de masas para su analisis.

El método analitico fue eficiente para recuperar el 89.9+12.1 % de BPCs del
Aroclor 1242, el 87.5+£6.1 % de aquellos en el Aroclor 1260y sélo del 72.8+1.1
% en el Aroclor 1254.

La exactitud del método en términos del sesgo fue -10.1+1.4 % para el
Aroclor 1242, del -12.5+0.9 % para el Aroclor 1260 y del -27.2+0.4 % para el
Aroclor 1254.

La reproducibilidad del método en términos de sus coeficientes de variaciéon

oscilo entre el 0.4y el 12 %.
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8.2.7.

8.2.8.

9.1.

9.2.

Los limites de deteccion para el Aroclor 1242, 1254 y 1260 fueron 229, 295 y
117 ug Kg, mientras que los de cuantificacion fueron 759, 651 y 693 ug Kg-
l.

Se optimizé el método de la ASTM 04959-00 (2010). La metodologia
mencionada en el tratamiento de las disoluciones y en la evaluacion de los
métodos de limpieza (mediante la estimacion de la exactitud y eficiencia del
método en los andlisis cualitativos y cuantitativos), desarrollada en el
laboratorio demostré ser sensible y selectiva para la deteccion de BPCs en
aceite de transformador utilizando cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas en ionizacion quimica negativa (CG-EM-IQN/MIS).

9. CONSIDERACIONES

La complejidad de la matriz provoco la supresion de los iones de los BPCs
entre 5y 25 %. Este parametro debe considerarse cuando se requiera su
andlisis en aceite mineral por CG-EM-IQN/MIS.

El sesgo sugiere mayor optimizacion del método. Algunas alternativas
podrian ser mejorar la purificacion de los extractos combinando diferentes
fases estacionarias en cromatografia de liquidos, o bien por cromatografia de

gases bidimensional captura de electrones/espectrometria de masas.
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ANEXO |
“CURVAS DE CALIBRACION”
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Figura 1a. Curva de calibracion Aroclor 1242, 11.28 min
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Figura 2a. Curva de calibracion Aroclor 1242, 12.85 min
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Figura 3a. Curva de calibracion Aroclor 1242, 14.74 min
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Figura 4a. Curva de calibracion Aroclor 1242, 15.26 min
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Figura 5a. Curva de calibracion Aroclor 1242, 15.77 min
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Figura 6a. Curva de calibracion Aroclor 1254, 20.61 min
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Figura 7a. Curva de calibracion Aroclor 1254, 23.37 min
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Figura 8a. Curva de calibracion Aroclor 1254, 25.85 min
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Figura 9a. Curva de calibracién Mezcla de 3 Aroclor, 23.90 min
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Figura 10a. Curva de calibracion Mezcla de 3 Aroclor, 24.72 min
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Figura 11a. Curva de calibracion Mezcla de 3 Aroclor, 25.75 min
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Figura 12a. Curva de calibracién Mezcla de 3 Aroclor, 26.57 min
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Figura 13a. Curva de calibracién Mezcla de 3 Aroclor, 26.73 min
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Figura 14a. Curva de calibracion Mezcla de 3 Aroclor, 27.09 min
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Figura 15a. Curva de calibracion Mezcla de 3 Aroclor, 29.76 min
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Figura 16a. Curva de calibracion Mezcla de 3 Aroclor, 30.23 min

0.4000
0.3500
0.3000
0.2500
0.2000
0.1500
0.1000
0.0500

4

A/Appe

y = 0.1478x - 0.0005
R2? = 0.9986

0.0000
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

c/Cg

3.00

Figura 17a. Curva de calibracion Mezcla de 3 Aroclor, 32.35 min
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Figura 18a. Curva de calibracion Aroclor 1260, 32.13 min
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Figura 19a. Curva de calibracion Aroclor 1260, 32.54 min
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Figura 20a. Curva de calibracion Aroclor 1260, 34.75 min
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Figura 21a. Curva de calibracién Aroclor 1260, 35.63 min
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