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[1l. Lista de abreviaturas

ATSDR Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades (Agency

for Toxic Substances and Disease Registry)

BTEX Benceno, tolueno, etilbenceno, o-xileno, m-xileno, p-xileno

CAR  Carboxen

DAI Inyeccidn acuosa directa (direct aqueous injection)

DI- Microextraccion en fase sdlida por inmersion directa (direct immersion

SPME solid-phase microextraction)

DLLME Microextraccion liquido- liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid
microextraction)

DVB Divinilbenceno

EPA Agencia de Proteccion ambiental

FID Detector de ionizacién de flama (flame ionization detector)

FLD Detector de fluorescencia (fluorescence detector)

GC Cromatografia de gases (gas chromatography)

HAP’s  Hidrocarburos aromaticos policiclicos

HMW  Alto peso molecular (high molecular weight)

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion (High-performance liquid
chromatography)

HS Espacio cabeza (headspace)

HS- Microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza (headspace solid-

SPME phase microextraction)

IARC  Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (International
Agency for Research on Cancer)

LMW  Bajo peso molecular (low molecular weight)

LPME Microextraccion en fase liquida (Liquid-phase microextraction)

LVI Inyeccidn de gran volumen (large volume injection)
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MS Espectrometria de masas (Mass spectrometry)

NC No cuantificable

ND No detectable

NR No reportado

P&T Purga y trampa

PA Poliacrilato

PDMS Polidimetilsiloxano

PID Detector de fotoionizacion (photoionization detector")

POP’s Contaminantes organicos persistentes (Persistent organic pollutants)

SBSE Extraccion por sorcion en barra (stir bar sorptive extraction)

SPE Extraccion en fase solida

SPME Microextraccion en fase solida

VOC's Compuestos organicos volatiles

OMS  Organizacion Mundial de la Salud ( World Health Organization)
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V. Resumen

En este trabajo se presenta la optimizacion de dos métodos analiticos basados en
la técnica de microextraccion en fase sdélida (SPME) seguido del analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para la
determinacién de hidrocarburos monoaromaticos (BTEX) e hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP’s) en matrices acuosas. Los métodos se desarrollaron
con la finalidad de implantarlos en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental del
Instituto de Ingenieria de la UNAM para emplearlos en la evaluacion de la calidad

de agua potable y monitoreo de muestras ambientales.

Los hidrocarburos monoaromaticos analizados fueron benceno, tolueno,
etilbenceno, o-xileno, m-xileno, p-xileno (BTEX) y un grupo de 16 hidrocarburos
aromaticos policiclicos que incluye: acenafteno, acenaftilieno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno, benzo(k)fluoranteno,
criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3-cd)pireno,
naftaleno, 2-metilnaftaleno, fenantreno y pireno. Ambos grupos son considerados

contaminantes ambientales.

La optimizacion de SPME se llevdo a cabo evaluando las variables de tipo de
extraccion, fase de extraccion, temperatura y tiempo de extraccion, concentracion
de NaCl y tiempo de desorcion. Ademas, se establecieron las condiciones del
analisis cromatografico necesario para llevar a cabo la determinaciéon de ambos

grupos de hidrocarburos.

Se us6 un disefio experimental factorial 2% con tres factores, para la optimizacion
conjunta del tiempo de extraccion, temperatura de extraccién y concentracion de
NaCl. Se evaluaron los valores de linealidad, precision, limites de deteccion y
cuantificacion para cada metodologia.

Los métodos desarrollados se aplicaron a muestras de agua potable de la Ciudad
de México y del Estado de Hidalgo, muestras de agua superficial del rio Tula y de

X1l



IV Resumen

agua residual de la planta de tratamiento de agua de Cerro de la Estrella. Los
resultados del analisis de estas muestras se encuentran por debajo del limite de
cuantificacion o no se detectan, concluyendo que no hay presencia significativa de
BTEX y HAP’s en las mismas. Por otro lado, las muestras analizadas estan por
debajo del limite maximo permisible establecido para BTEX en agua potable por la
Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 modificacion 2000 - Salud ambiental,
agua para uso y consumo humano — limites permisibles de calidad y tratamientos a

que debe someterse el agua para su potabilizacion.

XV
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1 Introduccioén

Introduccion

Recientemente se han incrementado las preocupaciones en torno a problemas
relacionados con el agua. Debido al desarrollo industrial y crecimiento poblacional,
se ha extendido la demanda de agua potable y también ha aumentado
considerablemente la contaminacion de agua superficial y subterranea. Existe una
amplia lista de compuestos quimicos considerados contaminantes y el numero va
en aumento, sin embargo, muchos de estos contaminantes se encuentran en
concentraciones a niveles traza (del orden de ng L' — ug L), lo que dificulta su
deteccion y cuantificacion, creando la necesidad de desarrollar metodologias

analiticas con la sensibilidad adecuada para la determinacion de estos.

Por otro lado, se ha demostrado que en muchas ocasiones las metodologias
analiticas consumen tiempo y recursos, particularmente dicho gasto esta
concentrado en la preparacion de la muestra, que es necesaria para su analisis
instrumental. Derivado de este proceso se pueden generar una gran cantidad de
residuos quimicos que pueden presentar cierta toxicidad para el medio ambiente y

para el ser humano.

Debido a lo anterior, las investigaciones se han centrado en el desarrollo de
metodologias de extraccion que reduzcan el uso de reactivos quimicos, la
produccion de desechos y el tiempo de analisis, sin comprometer la sensibilidad del
método. Siguiendo la filosofia de la quimica analitica verde, han surgido nuevas
técnicas de extraccion, entre ellas destaca la microextraccion en fase solida
(SPME), que integra los pasos de extraccion, concentracion e introduccion de la

muestra en un unico paso Yy dispositivo.

Entre los contaminantes presentes en agua se encuentran dos grandes grupos, los

hidrocarburos monoaromaticos, de los que se sobresale el grupo BTEX, y los

1
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hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s). Estos contaminantes poseen
propiedades fisicoquimicas variadas, por lo que es necesario una técnica de
extraccion altamente sensible para poder llevar a cabo la identificacion y

cuantificacion de estos grupos de contaminantes.

A pesar de los efectos nocivos a la salud que puede provocar la ingesta y la
exposicion a estos contaminantes, so6lo algunos presentan un limite maximo
permisible que se encuentra en el nivel de pug L' establecido en la norma oficial
mexicana de agua para uso y consumo humano NOM-127-SSA1-1994
(modificacion 2000).

Los contaminantes estudiados pueden estar presentes en agua provenientes de
fuentes naturales o fuentes antropogénicas, cada uno de ellos presenta diferente
nivel de movilidad, bioacumulacibn y persistencia en el ambiente.
Lamentablemente, los métodos de potabilizacion empleados habitualmente no son
eficientes para la remocion de estos, por lo que pueden entrar en contacto con la

poblacion por distintas rutas de exposicion.

En este trabajo se optimizaron metodologias analiticas para la determinacién de
BTEX y HAP’s en matrices acuosas mediante el uso de microextraccion en fase
solida (SPME) y analisis mediante cromatografia de gases acoplado a masas
(GC-MS). La metodologia desarrollada es apropiada para la evaluacion del limite
maximo permisible de BTEX establecido en la NOM-127-SSA1-1994 (modificacion
2000).

Los métodos desarrollados requieren un volumen de muestra reducido (10 mL), no
generan residuos quimicos y presentan buenas caracteristicas analiticas por lo que
se implantaron en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental del Instituto de Ingenieria
de la UNAM como métodos para la evaluacion de la calidad de agua potable y

monitoreo de muestras ambientales acuosas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo general

Implementar metodologias analiticas en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental (LIA)
del Instituto de Ingenieria de la UNAM, para la determinacion de benceno, tolueno,
etilbenceno, o-xileno, m-xileno, p-xileno (BTEX) y 16 hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP’s) en matrices acuosas, mediante el uso de microextraccion en
fase sdlida (SPME) seguido de cromatografia de gases acoplada a un detector
selectivo de masas (GC-MS).

2.2 Objetivos particulares

e Optimizar los parametros pertinentes en SPME para el analisis de BTEX y
HAP’s.

e Evaluar la linealidad, precision, limites de deteccidn y cuantificacion, de
ambos métodos.

e Aplicar los métodos desarrollados a muestras acuosas ambientales y de
agua potable.

&
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3 Antecedentes

3.1 Contaminacién del agua

3.1.1 Panorama general

La disponibilidad de agua promedio anual en el mundo es de aproximadamente
1 386 billones de hm?, de los cuales el 97.5 % es agua salada y solo el 2.5 %, es
decir, 35 billones de hm?® es agua dulce, sin embargo, Unicamente el 0.77 % se
encuentra como agua dulce accesible para el ser humano (CONAGUA, 2018).

Mientras que durante el siglo XX la poblacion a nivel mundial se triplico, las
extracciones de agua se sextuplicaron, aumentando la presién sobre los recursos
hidricos (CONAGUA, 2018). Siguiendo con la tendencia de crecimiento poblacional
y aunado al cambio climatico, se proyecta que dicha presion sobre los recursos

hidricos continie en aumento.

El agua es necesaria de diversas formas en las actividades humanas; a nivel
mundial el principal uso del agua es el agricola, representado el 70 % de la
extraccion total. En México la cifra no es muy diferente, ya que el 76 % del agua
extraida se usa en el ambito agricola, seguido del abastecimiento publico con el
14.4 % y en menor cantidad el area industrial (4.9 %) y eléctrica (4.7 %) (CONAGUA,
2018).

3.1.2 Calidad del agua

La provision de agua para el consumo humano en la cantidad y calidad necesaria
incide directamente en la salud y bienestar de la poblacion. La disponibilidad de
agua no solo depende de la cantidad sino también de la calidad del recurso; la baja
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calidad del agua inhibe su empleo para diversos usos, eleva el costo de los sistemas
de potabilizacion o en casos extremos los torna no aptos para su uso, aun cuando

esté disponible en cantidad.

La calidad del agua se determina por medio de la caracterizacion fisica, quimica y
biolégica de muestras de agua y su comparacidon con normas o estandares de

calidad establecidos para un uso especifico (ANEAS, 2019).

Los avances cientificos y tecnologicos han permitido el desarrollo de técnicas
analiticas y procesos capaces de identificar, cuantificar e incluso remover una
amplia lista de compuestos quimicos (Jiménez Cisneros, 2001), ademas se han
establecido un mayor numero de parametros de calidad para el agua y son cada
vez mas estrictos. A pesar del desarrollo de nuevas técnicas para el analisis de la
calidad de agua, en México estas no se emplean de forma comun ni forman parte
de normas o politicas, por lo que nuestro pais presenta algunas desventajas en
comparacion con estandares internacionales. Los indicadores usados actualmente
en México suelen dar una idea optimista de la calidad del agua, no obstante, cuando
se emplea un criterio mas estricto, por ejemplo, estandares internacionales,

muestran un panorama muy distinto.

El origen de la contaminacion del agua es muy variado, sin embargo, se identifican
como principales fuentes de contaminantes quimicos los desechos urbanos e
industriales, residuos provenientes de la agricultura y la mineria, los derrames de
sustancias téxicas (accidentales o intencionales), derrames de petroleo, efluentes y
residuos de plantas de tratamiento de agua, entre otros.

El acceso a agua libre de contaminantes quimicos y microbiologicos es de vital
importancia. Los riesgos a la salud asociados a compuestos quimicos presentes en
agua de consumo humano se deben principalmente a la capacidad de estos para
producir efectos adversos después de periodos de exposicion prolongados. Al
evaluar los posibles efectos a la salud de compuestos quimicos considerados como
contaminantes presentes en agua se han propuesto valores maximos permisibles

con la finalidad de vigilar la calidad del agua (OMS, 2011).

>
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Actualmente, algunos paises y organizaciones de proteccion ambiental han
establecido listas de compuestos que constituyen una prioridad para el control de la
calidad del agua. Los diferentes criterios establecidos provocaron que se definieran
diferente numero, tipo de compuestos y limites maximos permisibles en cada una
de las listas. En México no se ha definido una lista oficial de sustancias téxicas de
atencion prioritaria en cuerpos de agua (Jiménez Cisneros, 2001). Los limites
maximos permisibles establecidos para agua potable de diferentes compuestos
quimicos se pueden encontrar en la NOM-127-SCFI-1994 modificacion 2000 - Salud
ambiental, agua para uso y consumo humano — limites permisibles de calidad y
tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion.

3.2 Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xileno (BTEX)

Benceno, Tolueno, Etilbenceno, o-Xileno, m-Xileno y p-Xileno son hidrocarburos
monoaromaticos pertenecientes al conjunto de compuestos aromaticos volatiles
(VOC'’s, por sus siglas en inglés). La abreviacion BTEX hace referencia a este grupo

de compuestos quimicos.

Estos hidrocarburos presentan gran potencial como contaminantes debido a su alta
concentracion en gasolina, uso en una amplia gama de productos de consumo,
solubilidad en agua y efectos nocivos para la salud. Por tal motivo se han

encontrado en multiples matrices ambientales (aire, agua, suelos y sedimentos).

3.2.1 Propiedades fisicoquimicas de BTEX

BTEX pertenece a un grupo de compuestos denominados VOC’s que se
caracterizan por presentar alta volatilidad a condiciones ambientales. En general
poseen propiedades fisicoquimicas y toxicologicas que los convierte en blancos de
monitoreo ambiental (Chary & Fernandez-Alba, 2012). Particularmente BTEX son
compuestos monoaromaticos considerados (especialmente el benceno) como
especies no reactivas, sin embargo, bajo algunas condiciones pueden llevar a cabo
reacciones de hidrogenacion y sustitucion (Moothi, 2017). En general presentan la
habilidad de penetrar membranas biologicas y acumularse en tejidos grasos.

©
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En la Tabla 3-2 se enlistan las principales propiedades fisicoquimicas de BTEX, si
bien son compuestos hidrofébicos, pequefias cantidades pueden disolverse en
agua debido a su bajo coeficiente octanol-agua, siendo el benceno el compuesto
mas soluble en agua de esta serie. La solubilidad en agua permite el movimiento y
distribucion de estos compuestos quimicos en agua y en comparacion con otros
hidrocarburos tienen la capacidad de migrar eficientemente a agua subterranea
(Alberici, Zampronio, Poppi, & Eberlin, 2002).

BTEX presentan una constante de Henry moderadamente baja, este valor describe
el movimiento del compuesto del agua al aire y viceversa; altos valores de esta
constante significan que el compuesto tendra mayor preferencia por la fase gas, por
el contrario, valores bajos indican que el compuesto permanecera en la fase acuosa
(Mitra & Roy, 2011). El o-xileno es el compuesto que tiene mayor tendencia a
permanecer en la fase acuosa en comparacion con los otros compuestos, por lo

tanto es mas persistente en ambientes acuosos.

3.2.2Usos de BTEX

BTEX son compuestos quimicos de gran importancia para la industria, tienen una
elevada produccion mundial anual (Tabla 3-1) y son componentes naturales de la

gasolina, por estas razones son contaminantes ambientales comunes.

Tabla 3-1 Produccion mundial anual de BTEX

Compuesto Proc.iuccién anual mundial
(millones de toneladas)
Benceno 8-10
Tolueno 5-10
Etilbenceno 5-10
Xilenos' 10 - 15

Fuente: (Leusch & Bartkow, 2010)

' Mezcla de o-xileno, m-xileno, p-xileno
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Benceno Tolueno Etilbenceno
Estructura quimica
Férmula quimica CeHs C7Hs CsH1o
CAS NR 71-43-2 108-88-3 100-41-4
Peso molecular (g mol) 78.112 92.139 106.165
Punto de fusion (°C) 5.558 -94.9 -94.95
Punto de ebullicion (°C) 80.08 110.6 136.2
Densidad (g cm=a 20°C) 0.8756 0.8623 0.8626
Solubilidad en agua
1770 530 169
(mg L a 25 °C)
Presion de Vapor
13100 3800 1280
(Paa25°C)
H (Pa m3 mol'a 25 °C) 556 612 583
213 2.73 3.15

Log Kow a 25 °C

Fuentes: (Haynes, 2014; Ma, Mackay, Chi Lee, & Ying Shiu, 2006)

CAS NR: Numero de Registro CAS; H: Constante de Henry; Log Kow: logaritmo de la coeficiente octanol-agua

>



Continuacién Tabla 3-2 Propiedades fisicoquimicas de BTEX

3 Antecedentes

o-Xileno m-Xileno p-Xileno
Estructura quimica
Férmula quimica CsH1o CsH1o CsH1o
CAS NR 95-47-6 108-38-3 106-42-3
Peso molecular (g mol) 106.165 106.165 106.165
Punto de fusion (°C) -25.16 -47.85 13.3
Punto de ebullicién (°C) 144.5 139.1 138.3
Densidad (g cm=a 20°C) 0.8802 0.8698 0.86104
Solubilidad en agua
173 160 180
(mg L a 25 °C)
Presion de Vapor
885 1110 1180
(Paa25°C)
H (Pa m3 mol'a 25 °C) 372 665 669.1
Log Kow a 25 °C 3.12 3.20 3.15

Fuentes: (Haynes, 2014; Ma et al., 2006)

CAS NR: Numero de Registro CAS; H: Constante de Henry; Log Kow: logaritmo de la coeficiente octanol-agua
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Su principal uso es en la industria de combustibles fosiles; se recuperan durante la
extraccion de petréleo y se usan durante el proceso de refinado de productos
derivados del mismo. También son importantes en la manufactura de pinturas,
plasticos, insecticidas, adhesivos, tintas, detergentes, desengrasantes, colorantes,
explosivos, barnices, resinas, productos farmacéuticos, cosméticos y de cuidado
personal. Minoritariamente se usan en la industria agricola, textil y del cuero y como
intermediarios y disolventes en la industria quimica (Bolden, Kwiatkowski, &
Colborn, 2015; Moothi, 2017). Es claro que BTEX se encuentran como componentes
de muchos productos de uso diario.

El contenido de BTEX en el petrdleo depende del lugar, tipo y método de
produccion. De acuerdo con Leusch y Bartkow (2010) en el petroleo crudo el
benceno representa el 1-2 %, el tolueno 5-8 %, el etilbenceno 1-2 % y los xilenos
7-10 %, mientras que Serrano y Gallego (2004) indican que en gasolina el contenido
total de BTEX es de aproximadamente 18 % (m/m) y de ese contenido el benceno
constituye el 11 %, el tolueno 26 %, el etilbenceno 11 %, el o-xileno 12 %,
el m-xileno 31 % y el p-xileno 9% (todos los porcentajes se expresan en % m/m).

(a) Otros (b)

o-Xileno m-Xileno
12% 31%

18%

Etilbenceno
11%

p-Xileno

Tolueno 9%

26% Benceno
0

11%

Figura 3-1 (a) Porcentaje de BTEX en gasolina, (b) porcentaje especifico de
BTEX en gasolina.
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3.2.3 Fuentes de BTEX como contaminantes

Hay fuentes naturales de BTEX, como las emisiones de gas volcanico e incendios
forestales (Leusch & Bartkow, 2010), sin embargo, existe una gran preocupacion
porque el uso industrial masivo de BTEX provoca que se encuentren
abundantemente en el ambiente y en otras fuentes, como en efluentes de industrias
petroquimicas, petroleras y del gas. Debido a su presencia en una gran variedad de
productos de consumo, hay un incremento en la concentracién de estos compuestos

en agua residual y residuos solidos municipales (Moothi, 2017).

La mayor fuente antropogénica de BTEX en el ambiente son las emisiones
provocadas por la combustion de gasolina y otros combustibles fosiles en vehiculos
y motores; sélo del 5 al 10 % de las emisiones de BTEX a la atmdsfera provienen
de fuentes no mdéviles. Las pérdidas durante procesos de refinacion de petrodleo,
derrames y el humo de cigarro también son fuentes importantes de emisiones de
BTEX (Bolden et al., 2015; Leusch & Bartkow, 2010).

BTEX muestra cierta persistencia en el aire y son precursores de otros
contaminantes ambientales como ozono troposférico, hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP's) y particulas ultra finas (Bolden et al., 2015). Una vez que estan
presentes en el aire pueden migrar al agua mediante su transporte a través de lluvia
(Moothi, 2017).

Por otro lado, los BTEX puede entrar al suelo, sedimento y agua subterranea por
medio de derrames accidentales o fugas de combustibles y productos derivados del
petréleo y/o por la disposicion inadecuada de residuos industriales que los
contengan (Flérez Menéndez, Fernandez Sanchez, Sanchez Uria, Fernandez
Martinez, & Sanz-Medel, 2000). En derrames, los BTEX pueden ser transportados
por largas distancias causando su persistencia en agua y suelo (Moothi, 2017)

En particular las fuentes de contaminacién en agua incluyen descargas de efluentes
industriales (como consecuencia de una mala regulacidon ambiental) derrames
accidentales de gasolina y fugas en los tanques subterraneos de almacenamiento
(Moothi, 2017). Cuando la gasolina entra en contacto con agua, los BTEX

11
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representan el 90 % de los componentes de la fraccidn soluble en agua de la
gasolina (Mitra & Roy, 2011), por lo que pueden encontrarse en agua superficial y
subterranea en sitios contaminados, en la vecindad de derrames de petréleo o en
yacimientos de agua que se encuentren cercanos a depositos de gas natural,
carbon o petroleo (Moothi, 2017). Una vez en el agua subterranea, tienen la
capacidad de migrar rapidamente lejos del sitio de derrame (Gaines, Ledford, &
Stuart, 1998). Por ejemplo, el benceno puede encontrarse a 0.8 ng L' en agua
marina vecina a depositos de gas y petréleo (Leusch & Bartkow, 2010).

3.2.4 Toxicidad de los BTEX

La exposicion a BTEX se lleva a cabo principalmente por la respiracion de aire
contaminado, particularmente en areas con mucho trafico, estaciones de petréleo y
cerca de fumadores (el humo de cigarro puede contribuir con la mitad de la
exposicion diaria total) (Leusch & Bartkow, 2010), sin embargo, también puede
ocurrir por derrames en la piel, ingesta de agua potable o alimentos contaminados,
por la ducha o lavanderia (por la volatilizacion de BTEX) (Mitra & Roy, 2011). Por
otro lado, existen reportes de bioacumulacion de BTEX en organismos marinos,
incluso a bajas concentraciones (Moothi, 2017). En la Tabla 3-3 se muestra una
estimacion de la ingesta diaria de un ser humano promedio a través de distintas
rutas de exposicion (Leusch & Bartkow, 2010).

Tabla 3-3 Ingesta diaria estimada de BTEX

Benceno Tolueno Etilbenceno Xilenos
(ng/d) (ng/d) (ng/d) (ng/d)
Respiracion 90 — 1300 2-12000 2 —-3600 70 — 2000
Fumar cigarros 1800 2000 40 Hasta 190
Comida Hasta 250 Hasta 64 NA NA
Agua potable Hasta 10 Hasta 43 Hasta 20 Hasta 24

Fuente: (Leusch & Bartkow, 2010)

Los efectos nocivos a la salud relacionados con la exposicion a BTEX son irritacion
en la piel y de otros 6rganos, problemas en el sistema nervioso central (SNC), por

12
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ejemplo, cansancio, mareos, dolor de cabeza, somnolencia, pérdida de la
coordinacion y efectos en el sistema respiratorio (irritacion de ojos y nariz). La
exposicidon prolongada a estos compuestos también puede causar dafio grave en
higado, rinones y sistema sanguineo, morfologia anormal de espermas, numero y
actividad reducida de los mismos y alteraciones en anticuerpos y células inmunes
(Bolden et al., 2015; Mitra & Roy, 2011; Moothi, 2017).

La exposicion a BTEX a las concentraciones encontradas en el ambiente ocasionan
anormalidades en el esperma, reduccion del crecimiento fetal, enfermedades
cardiovasculares, disfuncion respiratoria, asma, sensibilizacion a antigenos
comunes entre otros. Algunos estudios sugieren que pueden tener propiedades
como disruptores endocrinos (sobre todo en las etapas prenatales y de desarrollo
infantil), incluso a niveles por debajo de las concentraciones seguras establecidas
por la EPA, sin embargo, no se han llevado a cabo estudios in vivo para demostrar
esto (Bolden et al., 2015).

Por sus efectos en la salud, los BTEX estan enlistados como sustancias prioritarias
por la Agencia para Sustancias Toéxicas y el Registro de Enfermedades de EU
(ATSDR por sus siglas en inglés). En la siguiente tabla se muestra el lugar que
ocupan BTEX en dicha lista (ATSDR, consultado en 2019 en
https://www.atsdr.cdc.gov).

Tabla 3-4 Lugar de BTEX en la lista de sustancias prioritarias de la ATSDR

Compuesto Lugar de la lista
Benceno 6
Tolueno 74

Etilbenceno 132
Xilenos? 65

Consultado en https://www.atsdr.cdc.gov

2 Mezcla de los isomeros del xileno

13
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3.2.5 Técnicas analiticas para la cuantificacion de BTEX en

matrices acuosas

Una metodologia analitica es un proceso que consta de varios pasos, como son:
muestreo, tratamiento de la muestra (pre-concentracién, extraccion y limpieza),
analisis instrumental y analisis de resultados. El disefio de una metodologia debe
tomar en cuenta varios aspectos importantes, por ejemplo, el propdsito de la
metodologia, propiedades fisicoquimicas y nivel de concentracién del o los analitos,
naturaleza de la matriz, el equipo disponible y el numero de muestras que seran
analizadas. Debido a lo anterior existe una necesidad latente de desarrollar métodos
analiticos rapidos, confiables, sensibles y exactos.

En el caso del analisis de muestras ambientales se requieren métodos que permitan
cuantificar compuestos a concentraciones menores a los niveles maximos
permitidos por las agencias ambientales y gubernamentales, esto conduce a una
problematica, ya que las matrices ambientales suelen ser complejas, haciendo que
la preparacidn de la muestra sea el paso que consume mas tiempo y recursos.
Existen técnicas analiticas para la preparacion de la muestra que se aplican
ampliamente al analisis de muestras ambientales; generalmente estas técnicas
estdn acompafnadas de analisis por cromatografia de gases con el detector
adecuado.

Para el analisis de BTEX se han desarrollado multiples métodos de analisis en todo
tipo de muestras ambientales (agua, aire, suelo, sedimentos), los métodos mas
comunes incluyen purga y trampa (P&T), espacio de cabeza (HS) o inyeccion
acuosa directa (DAI) aunados a cromatografia de gases (Arambarri, Lasa, Garcia,
& Millan, 2004). Los métodos convencionales para analizar BTEX son confiables y
tienen buenos parametros analiticos, pero en general son técnicas complejas que
implican una labor intensiva, consumen tiempo, requieren un muestreo complicado
y equipo especializado (habitualmente caro). Esto provoca que el monitoreo de la
calidad de agua mediante estas técnicas no esté al alcance de todos, por lo que
puede provocar una calidad del agua pobre (Baimatova et al., 2016).
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En la Tabla 3.5 se muestran algunas técnicas de preparacion de la muestra que son

empleadas para la determinacion de BTEX en matrices ambientales acuosas. Si

bien la mayoria proporciona los limites de deteccién adecuados, existen algunas

otras caracteristicas que las vuelve deficientes, por ejemplo, el tiempo que

consumen o la clase y cantidad de reactivos que son necesarios, asi como los

residuos que son producidos.

Tabla 3-5 Parametros de algunos métodos de tratamiento de la muestra
aplicadas en la determinaciéon de BTEX

Limites de
Precision Linealidad
Método deteccion Referencia
(% CV) ng mL"
ng mL-"1
HS 1-2 4-5 10— 8000 | (Flérez Menéndez et al., 2000)
DI - SPME 0.2-1 4-8 2 -2000 (Flérez Menéndez et al., 2000)
HS - SPME 0.08-0.6 3-7 0.8 —2000 | (Flérez Menéndez et al., 2000)
HS-SPME
0.07 - 0.02 26-85 NR (Arambarri et al., 2004)
GC-FID
HS (Cavalcante, de Andrade,
0.22-7.48 | 5.62-8.19 | 0.50 - 250 _ o
GC-PID-FID Marins, & Oliveira, 2010)
(Nikolaou, Golfinopoulos,
P&T
0.05-0.1 NR NR Kostopoulou, Kolokythas, &
GC-MS
Lekkas, 2002)
HS (Fernandes, Gouveia, Grassi,
0.11-0.51 | 0.01-246 1-400 .
GC-PID-FID Crespo, & Giovanela, 2014)
(Aeppli, Berg, Hofstetter,
DAI-GC-MS 0.14 - 3.1 12 - 31 3-520 Kipfer, & Schwarzenbach,
2008)
HS-SPME (Gaujac, Emidio, Navickiene,
0.05-0.28 2.78 -4.23 2-200 .
GC-FID Ferreira, & Dorea, 2008)
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Continuacién Tabla 3-5 Parametros de algunos métodos de tratamiento de la

muestra aplicadas en la determinacion de BTEX

Limites de
Precision Linealidad
Método deteccion Referencia
(% CV) ng mL"
ng mL-"
DAI
0.6-1.1 NR 5-5000 (Kubinec et al., 2005)
GC-FID
HF-LPME (Sarafraz-Yazdi, Amiri, &
6—-30 2.02-4.61 | 50-20000 _
GC-FID Es’haghi, 2008)
SPE-DLLME (Khajeh, Azarsa, &
0.5-1.1 1.4-19 5-1100 .
GC-FID Rakhshanipour, 2015)
LPME (Faraji, Tajbakhsh, &
0.002-0.01] 3.94-6.41 | 0.10-300 .
GC-FID Helalizadeh, 2012)
(Rahmani, Kaykhaii, Safari,
AA-DLLME 6.0-9.0 2.79-5.87 | 50-2600 .
Ansari, & Nasab, 2017)
UA-DLLME 20.0-30.0 2.63-5.29 | 150 — 1400 (Rahmani et al., 2017)
VA-DLLME 20-56 1.75-4.80 10 -1200 (Rahmani et al., 2017)
HS-SPME
0.015-0.16| 29-11.0 | 0.027-3.8 (Almeida & Boas, 2004)
GC-FID

NR: no reportado

3.2.6 Normatividad de BTEX

La calidad del agua potable es de suma importancia y la legislacién ha establecido

niveles maximos permisibles para un gran numero de compuestos. El numero de

contaminantes que debe ser monitoreado es cada vez mayor y los limites maximos

permisibles son mas estrictos. La contaminacion de sistemas acuaticos por
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hidrocarburos aromaticos se ha convertido en un problema de salud publica

importante.

Los BTEX son de gran interés desde el punto de vista ambiental, por su toxicidad,

presencia y movilidad en el ambiente (Fernandes et al., 2014). Agencias

ambientales y gubernamentales han establecido niveles maximos permisibles para

estos compuestos y se han incluido en listas de prioridad, por ejemplo, los BTEX

son considerados contaminantes prioritarios por la EPA.

Los limites permisibles para el tolueno, el etilbenceno y los xilenos son mas grandes

que para benceno debido a que su fuerte olor los hace facilmente detectables

(Moothi, 2017). En la Tabla 3-6 se presentan los limites maximos permisibles

establecidos en México y otros paises para BTEX en agua potable.

Tabla 3-6 Limites permisibles en mg L' de BTEX en distintos paises

Pais/
... | Benceno | Tolueno | Etilbenceno | Xilenos Referencia
organizacion
NOM-127-SSA1-1994
México 0.01 0.3 0.7 0.5
Modificacion - 2000
National Primary Drinking
EU 0.005 1 0.7 10
Water Regulation, EPA
Guias para la calidad del
WHO 0.01 0.7 0.3 0.5 agua de consumo
humano, 2011
Guidelines for Canadian
Canada 0.005 0.06 0.14 0.09
Drinking Water Quality
Brasil 0.005 0.17 0.2 0.3 Fernandes et al., 2014
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3.2.7 Concentraciones encontradas de BTEX en matrices

acuosas

Debido a la preocupacién ambiental que representa la presencia de BTEX en el
ambiente se han realizado analisis cuantitativos en el mundo en diferentes matrices
acuosas (agua potable, rios, lagos, agua subterranea, etc.). Por ejemplo, segun
ATSDR el benceno se detectdé en aproximadamente 40 % de muestras de agua
superficial, en un intervalo de concentraciones de hasta 100 ng mL™'; hace mas de
10 afios, el tolueno se detectd en un nivel minimo de 0.2 ng mL" en 10 de 931
muestras de agua subterranea y superficial en fuentes usadas para abastecimiento
de agua potable en E.U.A.; xilenos se han detectado en el 5 % de las muestras de
agua subterranea y en agua potable de E.U.A. en concentracion menor o igual a 2
ng mL"' (Registry Agency for Toxic Substances and Disease, 2007a,Registry
Agency for Toxic Substances and Disease, 2015 Registry Agency for Toxic
Substances and Disease, 2007b).

La presencia de BTEX en agua subterranea es preocupante, en especial en
regiones vulnerables cuya fuente directa de agua es agua de pozo sin purificar. No
obstante, su presencia en agua potable es un indicio de su ubicuidad, estabilidad e
ineficiencia de los sistemas de potabilizacion; ademas representan un riesgo a la

salud que puede no ser evidente inmediatamente.
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Tabla 3-7 Concentraciones en ug L' determinadas de BTEX en diferentes matrices acuosas

Matriz Agua
Rios? Lagos Agua residual ] Rio
acuosa subterranea
Pais Grecia Grecia Grecia Canada Espafia
(ano) (1998-1999) (1998-1999) (1998-1999) (2001) (2003)
Benceno ND ND ND-5.90 19.8 ND-0.07
Tolueno ND-6.70 ND ND-13.70 7.30 ND-0.26
Etilbenceno ND ND ND-19.80 36.08 ND-0.06
m-,p-Xileno ND ND ND-36.40 36.68 ND-0.05
o-Xileno ND ND ND-5.80 54.79 ND-0.05
. . . (Wang, Li, .
(Nikolaou et al., (Nikolaou et al., (Nikolaou et al., . ) . (Arambarri et al.,
Referencia Fingas, Sigouin,

2002)

2002)

2002)

& Ménard, 2002)

2004)

3 El muestreo se realizoé de octubre de 1998 a septiembre de 1999 en 10 rios, 7 lagos, 3 golfos y cuatro plantas de tratamiento de agua residual

todo en Grecia
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Continuacién Tabla 3-7 Concentraciones en ug L-1 determinadas de BTEX en diferentes matrices acuosas

Matriz Agua
] Agua mar Agua potable Agua pluvial
acuosa subterranea
Pais Taiwan Brazil Portugal Beijing China
(afo) (2006) (2009) (2013) (2016)
Benceno 15.2 ND-2.81 ND 0.026 — 0.054
Tolueno 35.2 ND-4.07 <0.16 — 0.51 0.020 — 0.042
Etilbenceno 7.4 ND-6.37 <0.03-0.63 0.584-0.590
m-,p-Xileno 12.1 ND-1.91 <0.06-2.49 0.557-0.622
o-Xileno 4.0 0.18-6.80 <0.04-1.40 0.010-0.018
(Lee, Chang, & (Cavalcante et | (Almeida & Boas, (H. Lietal.,
Referencia
Dou, 2007) al., 2010) 2004) 2018)
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3.3 Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s)

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP’s o PAH’s) también llamados
hidrocarburos aromaticos polinucleares (PNA’s) son un complejo y extenso grupo
de compuestos quimicos lipofilicos, no polares, cuya estructura esta compuesta de
al menos dos anillos de benceno. Este grupo de compuestos pertenece a los
contaminantes organicos persistentes (POP’s) que se han encontrado en diferentes
matrices ambientales y se ha demostrado que pueden causar efectos adversos a la
salud y al medio ambiente (Archambault, Prochazka, Cope, Shea, & Lazaro,
2017).Se han caracterizado cientos de HAP’s, sin embargo, uno de los mas notables
es el benzo(a)pireno (BaP) ya que fue el primer carcinogénico descubierto. El BaP
frecuentemente se usa como un marcador de la exposicién a HAP’s (Abdel-Shafy &
Mansour, 2016; Boffetta, Jourenkova, & Gustavsson, 1997).

Los HAP’s provienen de una amplia variedad de fuentes, tanto antropogénicas
como naturales. Actualmente el uso excesivo de combustibles fosiles ha provocado
que se encuentren como contaminantes en el ambiente con niveles de
concentracion cada vez mayores (Feng, Hu, Li, Liu, & Sun, 2016), esto aunado a
sus propiedades mutagénicas y carcinogénicas, provoca que su monitoreo

ambiental sea de suma importancia.

Se ha identificado un grupo de 17 HAP’s de mayor interés por el impacto adverso
que pueden causar en los ecosistemas y en la salud humana. Debido a esto, son
considerados un grupo de contaminantes prioritarios por agencias de salud y
ambientales a nivel mundial. Ademas, ya que invariablemente se presentan como

mezclas complejas de dos 0 mas compuestos su monitoreo y control es mas dificil.

3.3.1 Propiedades fisicoquimicas de HAP’s

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son compuestos organicos constituidos
unicamente por atomos de carbono e hidrogeno, cuya estructura (Figura 3-2)
consiste en dos 0 mas anillos de benceno fusionados que comparten un par de
atomos de carbono y pueden presentar distintos arreglos moleculares (Abdel-Shafy
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& Mansour, 2016). Este grupo abarca cientos de compuestos que comparten

caracteristicas estructurales generales.

Angular
Lineal [

‘*41'?‘ Agrupada

o L e o

Antraceno N =~

Pireno
Dibenz(a,h)antraceno

Figura 3-2 Arreglo molecular de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los HAP’s de hasta 3 anillos fusionados son conocidos como HAP’s de bajo peso
molecular (LWM por sus siglas en inglés) y aquellos que contienen mas anillos son
llamados HAP’s de alto peso molecular (HMW por sus siglas en inglés). Los HAP’s
de bajo peso molecular (presion de vapor mas alta) tienden a estar mas
concentrados en la fase vapor mientras los de alto peso molecular se encuentran
asociados con particulas de materia organica (< 2.5 ym), por ejemplo, presentes en
entornos acuaticos tienden a adsorberse en particulas suspendidas y sedimentos,
por lo que son mas resistentes a la degradacion bacteriana (Beyer, Jonsson, Porte,
Krahn, & Ariese, 2010). Referente a la toxicidad se ha demostrado que los HAP’s
de LMW presentan una toxicidad aguda y pueden reaccionar con otros
contaminantes atmosféricos para dar lugar a compuestos mas toxicos, mientras que
los de HMW muestran un alto potencial carcinogénico y mutagénico (X. Li et al.,
2011).

En general presentan altos puntos de fusién y ebullicién, baja presion de vapor,
ligera solubilidad en agua y alta solubilidad en disolventes organicos. En
condiciones ambientales la mayoria de estos compuestos son so6lidos incoloros,
blancos o ligeramente amarillos. Su estructura les confiere gran estabilidad por lo
que son resistentes al calor y persistentes en el ambiente (Abdel-Shafy & Mansour,
2016; Bojes & Pope, 2007). En la Tabla 3-8 (Ma et al., 2006) se enlistan las
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propiedades fisicoquimicas de los HAP’s que se determinaron en el presente

trabajo, entre paréntesis se presenta las abreviaturas de cada compuesto.

3.3.2 Usos de HAP’s

Los HAP’s no se usan comunmente en la industria, pero existe un pequeio numero
de usos para algunos de ellos. Principalmente se emplean como intermediarios en
la sintesis de productos farmaceéuticos y agricolas, productos de fotografia,
lubricantes y otras industrias quimicas. A continuacion, se mencionan algunos usos
para HAP’s especificos (Abdel-Shafy & Mansour, 2016; Mumtaz & George, 1996):

— Acenafteno: manufactura de pigmentos, plasticos, insecticidas, fungicidas,
productos farmacéuticos vy tintes.

— Antraceno: diluyente en productos para madera y manufactura de tintes,
pigmentos y fibras sintéticas. También se usa en investigacion de
semiconductores organicos y en la sintesis de amsacrina un agente
quimioterapéutico.

— Fluoranteno: manufactura de agroquimicos, tintes y productos
farmacéuticos.

— Fluoreno: manufactura de farmacéuticos, pigmentos, tintes, pesticidas y
plastico termoestable.

— Fenantreno: manufactura de resinas, pesticidas, explosivos y se usa en
investigacion bioldgica.

— Pireno: manufactura de pigmentos.

Ademas, se pueden encontrar contenidos en asfalto y en productos del campo
electronico, plastico funcional y cristales liquidos.

3.3.3 Fuentes de HAP’s

Como se menciond anteriormente, la produccién comercial de HAP’s no es una
fuente significativa de estos en el ambiente, sin embargo, son productos de

procesos industriales comunes y minoritariamente de fuentes naturales.
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Tabla 3-8 Propiedades fisicoquimicas de los HAP's determinados

Naftaleno (NAF)

2-metilnaftaleno (MNAF)

Acenaftileno (ACEL)

Estructura quimica

Férmula quimica
CAS NR
Peso molecular (g mol)
Punto de fusion (°C)
Punto de ebullicién (°C)
Densidad (g cm=a 20°C)
Solubilidad en agua
(mg L a 25 °C)
Presion de Vapor
(Paa25°C)
H (Pa m3 mol'a 25 °C)
Log Kow 2 25 °C

CioHs
91-20-3
128.171

80.26

217.9

1.0253

34.8

37.0

57.0
3.77

Ci11H10
91-57-6
142.197

34.6

2411

1.0058

27.3

9.33

62.0
3.86

(L

Ciz2Hs
208-96-8
152.192
91.8
280
0.899

16.1

0.90

11.40
3.67

Fuente: (Ma et al., 2006)
CAS NR: Numero de Registro CAS; H: Constante de Henry; Log Kow: logaritmo de la coeficiente octanol-agua
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Continuacién Tabla 3-8 Propiedades fisicoquimicas de los HAP's determinados

Acenafteno (ACE)

Fluoreno (FLU)

Fenantreno (FEN)

Estructura quimica

Férmula quimica
CAS NR
Peso molecular (g mol)
Punto de fusion (°C)
Punto de ebullicién (°C)
Densidad (g cm=a 20°C)
Solubilidad en agua
(mg L a 25 °C)
Presion de Vapor
(Paa25°C)
H (Pa m3 mol' a 25 °C)
Log Kow 2 25 °C

[

Ciz2H10
83-32-9
154.207

93.4
279
1.222

3.88

0.428

16.20
3.92

o

CisH1o
86-73-7
166.218

144.77

295
1.203

2.23

0.407

6.50
4.18

C1aH1o0
85-01-8
178.229

99.24
340
1.174

1.20

0.0966

3.61
4.50
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Continuacién Tabla 3-8 Propiedades fisicoquimicas de los HAP's determinados

Antraceno (ANT) Fluoranteno (FLT) Pireno (PIR)
Estructura quimica .
Férmula quimica C14H10 C1sH10 CieH10
CAS NR 120-12-7 206-44-0 129-00-0
Peso molecular (g mol) 178.229 202.250 202.250
Punto de fusién (°C) 215.76 110.19 150.62
Punto de ebullicién (°C) 339.9 384 404
Densidad (g cm=a 20°C) 1.28 1.252 1.271
Solubilidad en agua
0.070 0.2289 0.150
(mg L"'a25°C)
Presion de Vapor
0.0922 0.00598 0.00073
(Pa a25°C)
H (Pa m3 mol-'a 25 °C) 3.30 1.96 1.21
Log Kow a 25 °C 4.45 5.16 4.79
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Continuacién Tabla 3-8 Propiedades fisicoquimicas de los HAP's determinados

Benz(a)antraceno (BAA) Criseno (CRI) Benzo(k)fluoranteno (BKF)
Estructura quimica 8’0
Férmula quimica C1gH22 C1sH22 C2oH12
CAS NR 56-55-3 218-01-9 207-08-9
Peso molecular (g mol) 228.288 228.288 252.309
Punto de fusion (°C) 160.5 255.5 217
Punto de ebullicion (°C) 438 448 480
Densidad (g cm=a 20°C) 1.2544 1.274 1.286§
Solubilidad en agua
0.0130 0.0019 0.00109
(mg L a 25 °C)
Presion de Vapor
2.51x104 2.11x10° 8.96x10°
(Paa25°C)
H (Pa m® mol'a 25 °C) 0.813 0.53 0.0422
Log Kow a 25 °C 5.79 5.78 6.11

Fuente: (Ma et al., 2006)
CAS NR: Numero de Registro CAS; H: Constante de Henry; Log Kow: logaritmo de la coeficiente octanol-agua
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Continuacién Tabla 3-8 Propiedades fisicoquimicas de los HAP's determinados

Benzo(b)fluoranteno (BBF)

Indeno(1,2,3-cd)pireno (IND)

Estructura quimica

Férmula quimica
CAS NR

Peso molecular (g mol)
Punto de fusiéon (°C)

Punto de ebullicion (°C)

Densidad (g cm=a 20°C)
Solubilidad en agua
(mg L' a 25 °C)
Presion de Vapor
(Pa a 25 °C)

H (Pa m3 mol-'a 25 °C)
Log Kow @ 25 °C

C20H12
205-99-2
252.309
168
481
1.2868

0.00109

7.55%106

0.0485
5.78

Ca22H12
193-39-5
276.330

162

536
1.3788

0.00019

1.33x107

0.0285
6.72

§ Calculado a 20 °C y 760 Torr, fuente: https://scifinder.cas.org
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Continuacién Tabla 3-8 Propiedades fisicoquimicas de los HAP's determinados

Dibenz(a,h)antraceno (DBA)

Benzo(g,h,i,)perileno (BGP)

Estructura quimica

Férmula quimica
CAS NR
Peso molecular (g mol)
Punto de fusion (°C)
Punto de ebullicion (°C)
Densidad (g cm=a 20°C)
Solubilidad en agua
(mg L a 25 °C)
Presion de Vapor
(Pa a 25 °C)
H (Pa m® mol-'a 25 °C)
Log Kow 2 25 °C

C22H14
53-70-3
278.346

269.5
524
1.282"

0.00056

2.51x107

0.0076
6.50

C22H12
191-24-2
276.330

272.5
525
1.3

0.000137

4.28x107

0.0278
6.63

™ Valor experimental obtenido de https:/scifinder.cas.org
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En general los HAP’s se forman en la produccion de acero, asfalto, durante el
cracking de petroleo, en procesos de generacion de calor, incineracion controlada,
maquinas de combustion y procesos quimicos generales. La principal fuente de
HAP’s es la combustion incompleta de materia organica, incluyendo derivados de
petroleo, carbdn, gas natural, biomasa y residuos domeésticos (X. Li et al., 2011).

Se pueden clasificar tres tipos de fuentes de HAP’s: pirogénicos, petrogénicos y
bioldgicos. Los HAP’s formados durante la pirdlisis (pirogénicos) se forman cuando
sustancias organicas se incineran a altas temperaturas (350 — 1200 °C) y bajo
condiciones de poco o nulo oxigeno, ejemplos de estos procesos son el cracking de
petréleo y la combustion incompleta de combustibles fosiles en automoviles y en
sistemas de calefaccidn; estos HAP’s son encontrados en mayores concentraciones
en areas urbanas por el elevado uso de automoviles. Los HAP’s petrogénicos se
forman a temperaturas bajas (100 — 150 °C) durante procesos como la maduracion
de petroleo, cabe sefialar que el petrdleo crudo contiene en promedio entre
0.2 y 7 % de HAP’s totales, en su mayoria de bajo peso molecular. Los HAP’s
petrogénicos son populares debido al alto transporte, almacenamiento y uso de
petréleo crudo y productos derivados del mismo. Por ultimo, los HAP’s pueden
provenir de fuentes bioldgicas, ya que algunas plantas, bacterias y algas los
sintetizan o pueden ser formados durante la degradacién de materia vegetal (Abdel-
Shafy & Mansour, 2016; Igbal, Overton, & Gisclair, 2008). Adicionalmente, HAP’s se
originan durante actividad volcanica y el humo de cigarro, este ultimo contiene
benzo(a)pireno y una variedad de mas de 40 hidrocarburos aromaticos policiclicos
(Maghsoudi & Noroozian, 2012; Suess, 1976). En la Figura 3-3 se muestran las

principales fuentes de HAP’s.

Se ha demostrado que se puede identificar la fuente de mezclas especificas de
HAP’s, asi se pueden reconocer mezclas que provienen de carbén, madera o
petréleo. Esto se debe al contenido de HAP’s con cadenas alquiladas y al numero
de anillos de 5 miembros. Aquellas mezclas de HAP’s que provienen del petréleo
contienen un mayor numero de anillos de 5 miembros y cadenas alquiladas, por el

contrario, las mezclas formadas a altas temperaturas tienden a producir HAP’s con
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menos cadenas alquiladas y menos anillos de 5 miembros ya que pirogénicamente
se forman los anillos mas estables, es decir, los de 6 miembros. En general, se ha
encontrado que las mezclas pirogénicas son mas téxicas que las petrogénicas
(Abdel-Shafy & Mansour, 2016; Beyer et al., 2010). La identificacion de las fuentes
de contaminacién de HAP’s es de suma importancia porque permite emprender

acciones de prevencién o disminucion de la contaminacién por estos compuestos.

Carbon
340-416%

Combustion de biomasa
y horno de cocina
29.2-332%

Vehiculos
25.1-36.7%

Figura 3-3 Emisiones promedio de las principales fuentes de HAP's

3.3.4 Toxicidad de HAP’s

La toxicidad de HAP’s depende del tiempo de exposicidn, concentracién y de los
compuestos presentes en la mezcla a la que se es expuesto, ademas, se puede ver
influenciado por el estado de salud pre-existente de la persona, siendo la poblacion
adulta e infantil la mas afectada. Algunos HAP’s tienen propiedades carcinogénicas,
mutagénicas y teratogénicas por lo que significan una amenaza a la salud humana
y del ambiente. Entre los efectos nocivos destaca el aumento en el riesgo de cancer

de pulmén.

La ruta de exposicion puede ser por inhalacion, ingesta o contacto dérmico, incluso
puede ser por mas de una ruta a la vez. Estos compuestos siempre se presentan
como una mezcla compleja de varios de ellos, lo que incrementa los riesgos a la

salud. La gravedad de los efectos nocivos observados es dependiente de la forma
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de exposicidon; el humo de tabaco y aire urbano son las mayores fuentes de
exposicidon por inhalacion mientras que la mayor ingesta de estos compuestos se
debe a agua potable contaminada y comida cocinada mediante procesos como
ahumado (Boffetta et al., 1997).

En general, la exposicion a corto plazo a mezclas de HAP’s pueden causar irritacion
oculary de la piel, nauseas, vémito, diarrea y confusion. La exposicion a largo plazo
causa efectos mas severos como la reduccion de la funcion inmune, cataratas, dafio
en rinones e higado, problemas respiratorios, sintomas de asma y anormalidades
en el funcionamiento de los pulmones, la exposicion dérmica frecuente puede

causar enrojecimiento e inflamacion (Abdel-Shafy & Mansour, 2016).

El cancer en piel, pulmones y vejiga en humanos se han asociado con exposicion a
benzo(a)pireno, criseno, indeno(1,2,3-cd)pireno y benzo(b)fluoranteno (Chen &
Liao, 2006). De la misma forma el benzo(a)antraceno y el criseno se han clasificado
como carcinogénicos pero con menor potencia (Nisbet & LaGoy, 1992). Ciertas
investigaciones muestran valores detectables de HAP’s en la mayoria de los
organos internos; debido a su lipofilicidad se concentran mas en 6rganos con alto

contenido adiposo.

Por otro lado, los metabolitos de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (epdxidos
y dihidrodioles) son compuestos altamente reactivos y toxicos. Tienen la capacidad
de unirse a proteinas celulares y formar aductos con el ADN. Este fendmeno puede
causar disrupciones bioquimicas y dafio celular, lo que conduce a malformaciones
durante el desarrollo, mutaciones, tumores y cancer (Abdel-Shafy & Mansour,
2016).

Se ha observado toxicidad de HAP’s de moderada a aguda en organismos acuaticos
y mamiferos; ambos los pueden absorber por rutas de inhalacion, ingesta y/o
contacto dérmico. Asi mismo, las plantas pueden absorber HAP’s del suelo a través
de sus raices y algunas son capaces de sintetizar HAP’s que tienen una funcién
como hormonas de crecimiento. Algunos animales acuaticos pueden bioacumulary
bioconcentrar HAP’s con factores de bioconcentracion muy altos, de 1000 a 100000
(Archambault et al., 2017).
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3.3.5 Técnicas analiticas para la cuantificacion de HAP’s en

matrices acuosas

La contaminacién de los abastecimientos de agua es un problema global.
Contaminantes como los hidrocarburos aromaticos policiclicos afiaden complejidad
a su cuantificacién en matrices acuosas debido a su amplio rango de propiedades
fisicoquimicas, asi como a las bajas concentraciones en las que se encuentran.
Debido a la toxicidad de estos, es necesario encontrar técnicas analiticas sensibles
para monitorear su presencia en matrices ambientales con el fin de estudiar el

destino e impacto de estos.

Se han desarrollado multiples técnicas para la cuantificacién de HAP’s en matrices
ambientales (sedimentos, suelos, aire y agua) en la Tabla 3-9 se presentan algunos
parametros analiticos para métodos desarrollados para su determinacion en
matrices acuosas. Los bajos niveles de concentracion de HAP’s en agua requiere
la concentracidn de las muestras antes del analisis instrumental, estas técnicas de
concentracion deben ser eficientes, selectivas y sensibles ademas de que se ha
buscado que tengan un bajo impacto ambiental, siguiendo la filosofia de la quimica

analitica verde.

3.3.6 Normatividad de HAP’s

Como consecuencia de la industrializacion, urbanizacién y crecimiento poblacional
y debido a su potencial de bioacumulacion, persistencia, toxicidad y capacidad para
transportarse largas distancias, los HAP’s son un grupo prioritario para la comunidad
cientifica, agencias ambientales y gubernamentales, provocando que se desarrolle
una normatividad en la que se incluya este grupo y se establezcan valores maximos

permisibles en gran variedad de productos y matrices ambientales.
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Tabla 3-9 Técnicas analiticas para la cuantificacién de HAP's en matrices

acuosas
Limites de
Precision Linealidad
Método deteccion Referencia
(%CV) (ng L)
(ng L)
(Aragon, Toledano,
LVI-GC-MS | 21.5-211.0 2.8-13.7 NR Vazquez, Villén, &
Cortés, 2015)
SPME-GC- _ .
FID 0.7-20 5.6-8.6 0.017 =100 | (Amiri & Ghaemi, 2016)
ST-SPME- (Y. Zhang, Wu, Yan, &
0.1-3.2 06-7.1 0.01-10
GC-MS Guan, 2016)
SPME-GC- (King, Readman, &
1-29 NR 0.01-10
MS Zhou, 2004)
(Bourdat-Deschamps,
SBSE-HPLC-
0.2-15 3.2-12.8 NR Daudin, & Barriuso,
FLD
2007)
(Niehus, Popp, Bauer,
SPE-HPLC 0.6-5.0 3.6-41.1 NR Peklo, & Zwanziger,
2002)
(Roy, Vuillemin, &
SBSE-GC-MS | 0.14-1200 1-48 NR
Guyomarch, 2005)
SPME-GC- (Anil, Oztiirk, Alagha, &
2.67-16.03 | 4.33-13.45 5-200
MS Ergenekon, 2012)

NR: no reportado

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos han sido clasificados por varias agencias
ambientales y de salud, por ejemplo, la EPA ha clasificado 16 HAP’s como
contaminantes prioritarios. En la Tabla 3-10 (Feng et al., 2016) se muestra la

clasificacion de los HAP’s realizada por la IARC.
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Tabla 3-10 Clasificacion de HAP's por la IARC

Compuesto Grupo
Naftaleno 2B
Acenaftileno 2A
Acenafteno 3
Fluoreno 3
Fenantreno 3
Antraceno 3
Fluoranteno 3
Pireno 3
Benz(a)antraceno 2B
Criseno 2B
Benzo(b)fluoranteno 2B
Benzo(k)fluoranteno 2B
Benzo(b)pireno 1
Dibenz(ah)antraceno 2A
Benzo(ghi)perileno 3
Indeno(123 cd)pireno 2B

1: carcinogénico para humanos

2A: probable carcinogénico para humanos

2B: Posible carcinogénico para humanos

3: No clasificable como carcinogénico para humanos

En la lista de sustancias prioritarias de la ASTDR el grupo de hidrocarburos

aromaticos policiclicos se encuentra en el lugar 9, sin embargo, otros compuestos

se encuentran enlistados individualmente como:
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Tabla 3-11 Lugar de HAP's en la lista de sustancias prioritarias de la ASTDR

HAP

Lugar de la lista

Benzo(a)pireno
Benzo(b)fluoranteno
Dibenz(a,h)antraceno

Benzo(a)antraceno
Benzo(k)fluoranteno
Benzofluoranteno
Naftaleno
Criseno
2-metilnaftaleno
Acenafteno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Benzopireno
Fenantreno

Pireno

8
10
15
38
61
73
81
141
161
171
176
230
252
260

La EPA ha clasificado al benz(a)antraceno, benz(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,

benzo(k)fluoranteno, criseno, dibenz(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno como

probables carcinogénicos. En el 2000 establecio criterios de la calidad de agua

ambiental para proteger la salud humana de los efectos carcinogénicos de la

exposicion a HAP’s. Desarrollé un nivel maximo para el benzo(a)pireno de

0.2 ng mL™", sin embargo, el objetivo de estos criterios es llegar a un nivel no

detectable (concentracion cero para HAP’s carcinogénicos en matrices acuosas

ambientales). Cabe sefalar que el benzo(a)pireno se usa como indicador del riesgo

total de hidrocarburos aromaticos policiclicos porque es el mas carcinogénico. La

WHO ha establecido un valor maximo permisible para el benz(a)pireno de

0.7 ng mL™" (WHO 2018).
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3.3.7 Concentraciones encontradas de HAP’s en matrices

acuosas

Debido a las diferencias en las propiedades fisicoquimicas que presentan los
compuestos de este grupo, cada hidrocarburo se distribuye en diferente medida
entre la fase vapor y otras fases, como la fase acuosa. La atmdsfera recibe la mayor
descarga de HAP’s por lo que es el mayor medio de dispersion de estos,

permitiéndoles llegar a todas las otras matrices ambientales.

La combustion incompleta de materia organica es la mayor fuente de HAP’s, una
vez emitidos a la atmdsfera, estos compuestos se encuentran repartidos entre la
fase vapor y en fase sélida (adsorbidos a particulas) y se depositan continuamente
en suelos y agua por procesos de deposicidon, ya sea secos o humedos (Abdel-
Shafy & Mansour, 2016).

Segun la OMS el nivel de HAP’s en agua subterranea no contaminada se encuentra
usualmente en un intervalo entre 0-5 ng L', concentraciones en agua subterranea
contaminada pueden exceder los 10 ug L, el intervalo tipico de la suma de las
concentraciones de HAP’s en agua potable esta entre 1 ng L'y 11 ug L2 (WHO,
2004)
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Tabla 3-12 Concentraciones en ng L' encontradas en diferentes matrices acuosas a lo largo del mundo

>

Matriz Agua de Aguz'a Agua.de Agu’a de Agua Agu’a de Agua.de Agu’a de

lago subterranea lluvia rio potable rio lluvia rio
s | Vione | “oen | “taor | ushz00s |egmozoos | So0e | TR | oS
NAF 10 3.7 NR 2.5 5 281 1.9 394
ACEL 10 NR NR 4.1 17.5 14 NR 53.9
ACE 20 NC 546 18.1 67.6 6.21 NC 50.1
FLU 20 3.8 687 3.8 27.3 36.5 5.6 106.0
FEN 20 1.2 2202 38.6 36 134 28.1 229.0
ANT 30 <0.2 114 23.2 37.6 20 NC 62.6
FLT 90 0.3 244 22.8 8.2 241 22.5 37.5
PIR 170 0.4 100 50.2 54.8 12 17.3 71.3
BAA 70 <0.2 3.4 13.6 37.3 1.18 3.1 2.97
CRI 40 <0.3 10.5 12.4 95.6 1.38 7 3.33
BBF 40 <0.4 8.51 11.3 236 0.82 8.6 0.59
BKF 50 <0.2 5.46 9.9 279 0.36 3.5 1.12
BAP 40 <0.2 7.35 20.5 ND 0.32 3 0.66
DBA Nd <0.8 6.16 NC ND 0.12 NC 0.02
BGP 60 <1.4 16.7 2.3 ND 0.22 4.5 1.17
IND 70 <2.0 7.02 2.2 ND 0.32 ND 0.01
coteroncis | St | egpotal, | (s | € 20 | @ty | (0| (Gt | g

2003) 2002) 2007) 2010) 2016) et al., 2007) N
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Continuacién Tabla 3-12 Concentraciones en ng L-1 encontradas en diferentes matrices acuosas a lo largo del

mundo®
. . Agua Agua . Agua Agua Agua
Matriz Agua de rio superficial superficial Agua de rio potable superficial | Subterranea
Pais China 2009 | China 2009 | China (2010) H;g?;'a Iran 2012 | China (2013) | China (2013)
NAF 15.8 88.6 160.18 23.83 4.6 6.37 11.99
ACEL 4.6 8.6 NR 2.21 ND 1.38 1.51
ACE 4.4 3.4 16.34 3.04 ND 9.78 8.34
FLU 16.7 13.5 41.01 7.38 ND 36.18 24.47
FEN 35.0 48.1 71.75 25.13 ND 41.84 28
ANT 4.3 44.2 14.18 2.25 ND 29.83 21.17
FLT 8.6 22.6 27.26 6.42 ND 16.64 4.09
PIR 6.1 16.6 27.29 9 ND 52.59 26.69
BAA 2.0 4.0 4.84 0.71 2.29 1.49 1.91
CRI 1.1 4.5 4.15 1.08 27.35 4.42 7.61
BBF 0.4 3.0 6.62 0.33 2.15 1.37 1.47
BKF 0.1 2.0 4.35 0.21 11.21 1.46 1.86
BAP 0.3 1.8 9.43 0.17 1.33 2.94 2.29
DBA 0.1 ND 10.36 0.08 6.09 15.62 21.55
BGP 3 2.5 13 0.25 3.24 1.33 2.16
IND 0.1 1.6 12.2 0.29 19.7 2.47 2.49
(Liu, Shen, . .
Referencia (Cao et al., Chen. Ren (Guo etal., | (Nagy etal., (Karyab (J.Lietal.,, (J.Lietal.,
2010) & Li ’2013)’ 2012) 2013) et al., 2013) 2017) 2017)

8 NR: no reportado.

NC: no cuantificable.

ND: no determinado
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3.4 Microextraccion en fase sélida (SPME)

La microextraccion en fase solida (SPME por sus siglas en inglés), es una técnica
de preparacion de la muestra que usa una fibra de silice fundida recubierta en el
exterior con una fase estacionaria que actua como la fase de extraccion. Los
analitos presentes en la muestra son directamente extraidos en el recubrimiento
extractante, posteriormente la fase se remueve de la muestra y los analitos se
desorben para su analisis instrumental. En SPME los pasos convencionales de la
preparacion de la muestra, como son la extraccion, concentracion y transferencia al
equipo de analisis instrumental, son integradas en un paso y dispositivo e incluso
se pueden incluir los pasos de muestreo y derivatizacidon, lo que simplifica el
procedimiento de preparacion de la muestra, reduce el tiempo y costos de analisis.
(Menendez, Sanchez, Uria, Martinez, & Sanz-Medel, 2000; Vas & Vékey, 2004; Z.
Zhang & Pawliszyn, 1993)

Un método analitico involucra varios pasos, incluyendo el muestreo, preparacion de
la muestra (separacién de los analitos de la matriz, concentracién y de ser necesario
derivatizacién de los mismos y limpieza para eliminar interferentes), separacion,
deteccion y analisis de los resultados. La preparacion de la muestra es un paso
crucial en una metodologia analitica, ya que tiene una gran influencia en la
confiabilidad y exactitud del resultado, encuestas muestran que mas del 80 % del
tiempo de analisis es usado en el muestreo y en la preparacion de la muestra (Vas
& Vékey, 2004).

Las técnicas convencionales de preparaciéon de la muestra involucran multiples
pasos, lo que puede introducir errores y pérdidas (en especial si se trata de analitos
volatiles) y usan disolventes, por lo tanto, generan residuos quimicos que significan
una carga ambiental y costos extra. SPME surgié como una propuesta que reduce
estas desventajas y sigue la filosofia de la quimica analitica verde.

En el caso de matrices acuosas se debe tomar en cuenta que el método debe ser
capaz de minimizar las pérdidas de los analitos debido a la volatilizacién por el
manejo de muestras, por lo que los métodos deben contar con pocos pasos,
ademas de proporcionar limites de deteccion suficientemente bajos para detectar
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estos contaminantes en concentraciones en el intervalo de ng L™ o ug L. Elegir un
meétodo apropiado de preparacion de la muestra es un paso decisivo ya que se
compromete la sensibilidad, selectividad y confiabilidad del método (Chary &
Fernandez-Alba, 2012).

Esta técnica se ha empleado en conjunto con cromatografia de gases (GC) y
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), para la determinacion de una
amplia variedad de compuestos quimicos, en general compuestos organicos

volatiles o semivolatiles, en muestras ambientales, bioldgicas y alimenticias.

3.4.1 Historia y fundamento de la microextraccion en fase
solida

La microextraccién en fase solida es una técnica de preparacién de la muestra que
no usa disolventes, es simple y eficiente, proporciona alta sensibilidad, linealidad,
repetitividad y bajos limites de deteccion (ng L' — mg L™"). Fue desarrollada por C.
Arthury J. Pawliszyn en 1989 (Arthur & Pawliszyn, 1990) como una alternativa para
las técnicas de preparacion de la muestra tradicionales, capaz de cubrir los
requerimientos de sensibilidad y limites de deteccion con las ventajas de que es
simple, acorta el tiempo de analisis, es libre del uso de disolventes y permite la
automatizacion de la preparacion de la muestra. SPME fue nombrado después del
primer experimento en el cual se usaban fibras de silice fundida recubierta de un
polimero sdlido, sin embargo, actualmente la fase de extraccién no siempre es un
soélido (Risticevic, Vuckovic, Lord, & Pawliszyn, 2012). Es importante aclarar que
SPME no es otra forma de extraccion en fase sélida (SPE).

En SPME una pequefia cantidad de fase extractante (usualmente menos de
1 pL) se dispersa en un soporte solido, en general una fibra de silice fundida de
diametro pequefio y se expone a la muestra bajo condiciones bien definidas. La fase
extractante puede ser un polimero liquido de alto peso molecular o un sorbente
sélido, que son materiales que presentan un area superficial grande y porosa
(Mester, Z.; Sturgeona, R.; Pawliszyn, 2001). Tipicamente SPME se aplica en gases
o en disoluciones, pero también se puede aplicar a muestras solidas. En el caso de
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muestras liquidas, la extraccidn se puede llevar a cabo directamente en la fase

liquida (DI, inmersion directa) o en el espacio de cabeza (HS).

La microextraccion en fase solida es una técnica de extraccion no exhaustiva y es
un proceso de equilibrio en multiples fases. Frecuentemente el sistema de
extraccion es complejo, puede incluir, por ejemplo, una fase acuosa con particulas
sdlidas suspendidas y una fase vapor (HS). En el desarrollo teérico de SPME
realizada en el espacio cabeza (HS-SPME) se consideran solo tres fases
involucradas, el recubrimiento extractante, el espacio cabeza (fase vapor) y la matriz
homogénea de la muestra. Los analitos se repartiran en las tres fases de acuerdo
con la afinidad hacia cada una y migraran entre ellas hasta que se alcance el
equilibrio. Durante la extraccion se establecen dos equilibrios de particion, uno entre
la fase extractante (recubrimiento) y el espacio de cabeza y otro entre el espacio de

cabeza y la matriz de la muestra.

La masa total de analito presente en el sistema se puede representar mediante la

siguiente ecuacion:
CoVin = CPVe+ CVy, + Ci Vi Ecuacién 1

Donde Co es la concentracidon inicial del analito en la muestra, Ci* es la
concentracion al equilibrio en la fase de extraccion, Cn* es la concentracion al
equilibrio en el espacio de cabeza, Cn” es la concentracion al equilibrio en la
muestra, Vres el volumen de la fase, Vi es el volumen del espacio de cabeza y Vm

es el volumen de la muestra.

El equilibrio que se presenta entre la fase de extraccion y la fase vapor (espacio de
cabeza) tiene un constante de distribucion Km que se define como:

_Cr

Km = =% Ecuacion 2
Ch

Y la constante de distribucion Knm que describe el equilibrio entre la fase vapor y la

muestra se define como:
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(o]
C g
= — Ecuacion 3

K. =
La cantidad de analito extraida en la fase de extraccion al equilibrio es:

n = Ce"Ve Ecuacion 4
Usando las ecuaciones 1 — 3 la Ecuacién 4 se puede reescribir como:

_ CoKnKnm ViVin 5
KenKnm Ve + Kim Vi + Vin Ecuacion 5

n

La Ecuacidén 5 establece que la cantidad de analito extraido en el equilibrio es
directamente proporcional a la concentracién inicial presente en la muestra y es
independiente de la ubicacion de la fase de extraccion en el sistema. Es decir, se
puede poner directamente en la muestra o en el espacio de cabeza y la cantidad de
analito extraida en el recubrimiento en ambos modos es idéntica siempre y cuando
el volumen de la muestra y del espacio de cabeza sea el mismo (Risticevic et al.,
2012).

Por otro lado, la constante que define el equilibrio entre la fase de extraccioén y la
muestra K, se puede definir como:
Kim = KinKinm Ecuacion 6

Por lo tanto, la Ecuacion 5 se puede simplificar como:

— KmefCOVm ..
K Ve + Ky Vi, + Vo Ecuacion 7

n

Los tres términos del denominador de la Ecuacion 7 representan la afinidad del
analito con cada una de las tres fases: fase de extraccion (KmVs), fase vapor (KnmVh)
y la matriz (Vm). Si no hay espacio de cabeza en el sistema (por ejemplo, una
muestra liquida en un vial completamente lleno), el término KwmVh puede ser
eliminado de la Ecuacion 7, dando lugar a la siguiente ecuacion:

n= KmefCOVm ..
—Kfmvf +V, Ecuacion 8

43



3 Antecedentes

En muchos casos, la constante de distribucion entre la fase de extraccion y la
muestra (Km) es relativamente pequefia en comparacion con la relacion entre el
volumen de la fase y el volumen de la muestra, es decir, Vi << Vpn, dicho de otra
forma, KmVr << Vm por lo tanto la Ecuacion 8 se simplifica a:

n = Kg, ViCo Ecuacién 9

La Ecuacion 9 indica la cantidad de analito extraida al equilibrio es proporcional s6lo
con la constante de distribucion, el volumen del recubrimiento de la fase y a la
concentracion inicial del analito e indica que no es necesario un volumen de muestra
bien definido porque la cantidad de analito extraido por el recubrimiento de la fase
es independiente del volumen de la muestra (Vm).

Lo anterior implica que la microextraccion en fase solida se puede adaptar
facilmente a aplicaciones in situ y puede usarse para extraccion de muestras de
volumen desconocido, es decir, no es necesario recolectar una muestra bien
definida para llevar a cabo el analisis, lo que permite exponer la fase de extraccion
directamente a muestras ambientales, flujos de vapor, etc (Mester, Z.; Sturgeona,
R.; Pawliszyn, 2001). Esto es valido siempre y cuando se cumplan las condiciones
antes mencionadas. Al eliminar el paso de muestreo, el método analitico requiere
menor tiempo y se previenen errores asociados con las pérdidas de analitos por

descomposicidn, adsorcion en el contenedor o volatilizacion.

La eficiencia de SPME esta fuertemente influenciada por el transporte de masa de
los analitos de la matriz hasta la fase extractante. Tanto el modelo matematico como
los resultados experimentales indican que el paso que determina la eficiencia en
HS-SPME es el transporte de masa dentro de la matriz y la liberacion de los analitos
al HS (Z. Zhang & Pawliszyn, 1993).

Las ecuaciones anteriores estan limitadas a recubrimientos de tipo polimeros
liquidos donde la extraccion esta basada en un fendmeno de absorcidon. Sin
embargo, las consideraciones para sorbentes solidos (basados en adsorcion) son
analogas para concentraciones bajas del analito, ya que el area superficial

disponible para la adsorcion es proporcional al volumen del recubrimiento si se
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asume porosidad constante del adsorbente. En el caso de concentraciones altas de
analito puede ocurrir la saturacién de la superficie, lo que resulta en un método no
lineal. En el caso de los sorbentes sélidos la forma mas simple de considerar los
efectos a altas concentraciones es reemplazar el volumen de la fase por la fraccion
del volumen del recubrimiento que corresponde al area superficial disponible para
la adsorcion (Risticevic et al., 2012). En la practica, se puede evitar este efecto al
reducir el tiempo de extraccion, por lo que se haria la extraccion en condiciones de

pre-equilibrio.

Una vez que se alcanza el equilibrio entre la matriz y la fase de extraccién la
cantidad de analito extraido es constante, independiente del incremento en el
tiempo de extraccion y de las condiciones de conveccion. En caso de que la
extraccion se realice en condiciones de pre-equilibrio y si la conveccion de la
muestra es constante, entonces la cantidad de analito extraido depende del tiempo

de extraccion (Risticevic et al., 2012).

3.4.2 Dispositivo para microextraccion en fase sdlida

La primera version comercial de un dispositivo para SPME para laboratorio fue
introducida por Supelco en 1993 (Risticevic et al., 2012). El dispositivo usado en
microextraccion en fase solida es simple y luce similar a una jeringa. Su objetivo es
facilitar el manejo de la fase de extraccion, resguardarla y exponerla cuando es
necesario. La fase de extraccidn se encuentra dentro de una aguja de metal para
perforar el septum durante la extraccion y desorcion. En la Figura 3-4 se pueden
observar las partes que componen al dispositivo de SPME.

Durante la extraccion y desorcion de los analitos el mecanismo del dispositivo
permite expulsar la fase de extraccion de la aguja para exponerla a la muestra y el
mismo mecanismo permite guardar la fase dentro de la aguja durante la
transferencia hacia el inyector o mientras no se encuentra en uso. Ademas, tiene

marcada una guia que permite insertar la fase a diferentes profundidades.
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Embolo ~—
Aguja para la perforacion
Guia para del septum
controlde la -
profundidad
Tubo de soporte de
Tornillo de — lafase

retencion del +——%
émbolo

Fase de extraccion

Ventana de
visualizacion

Figura 3-4 Diagrama esquematico de un dispositivo comercial para SPME

3.4.3 Variables involucradas en la microextraccion en fase
solida

Existen muchas variables experimentales que afectan la sensibilidad y selectividad

de la microextraccion en fase solida y por lo tanto se deben optimizar. Entre ellos

se encuentran: tipo de extraccion, fase de extraccion usada, temperatura de la

muestra, agitacion de la muestra, fuerza ionica y pH. La optimizacion de estas

variables de forma independiente requiere de un gran numero de pruebas, lo que
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demanda tiempo y recursos, un disefio experimental es una buena opcion para
optimizar varias variables al mismo tiempo realizando un menor numero de

experimentos.

La teoria explica la razén por la cual estas variables afectan a la microextraccion en
fase sdlida, ya que Krm se ve afectada por estos parametros. En la aplicacion, estas
condiciones deben de controlarse no sélo para mejorar la sensibilidad y reducir el
tiempo de analisis sino también para obtener buena repetibilidad.

3.4.3.1 Tipo de extraccion

Existen dos tipos de microextraccion en fase solida mas usados, la extraccion en el
espacio cabeza (HS-SPME) e inmersion directa (DI-SPME). En la HS-SPME la fase
de extraccion se pone en contacto con la fase vapor de la muestra y en inmersion
directa la fase de extraccion entra en contacto directo con la muestra. La eleccion
del modo de extraccion se definira por las propiedades fisicoquimicas del analito,

asi como la composicién de la matriz a analizar.

Como se mencion6 anteriormente, la cantidad de analito extraida usando DI-SPME
o HS-SPME sera idéntica siempre y cuando los volumenes de muestra y espacio
de cabeza sean idénticos, si lo anterior no se cumple, existira una diferencia
significativa en la sensibilidad solo para analitos poco volatiles (Risticevic et al.,
2012).

3.4.3.1.1 HS-SPME

La microextraccion en fase solida realizada en el espacio de cabeza tiene la ventaja
de que la fase de extraccidn no esta en contacto directo con la muestra, lo que
minimiza los problemas de interferencias, sobre todo cuando se trata de muestras
muy complejas como agua residual, fluidos biologicos, productos alimenticios,
muestras sélidas o muestras que contienen compuestos de alto peso molecular. Por

esta misma razon la vida util de la fase se alarga, hasta cientos de extracciones.

HS-SPME es muy util en el caso de analitos altamente volatiles. Los tiempos de
equilibrio para compuestos volatiles son menores en HS-SPME que en modo DI-
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SPME bajo condiciones similares de agitacion. Esto se debe a que, desde el inicio,
la concentracién de analitos volatiles en el espacio de cabeza es elevada, sumado
a que los coeficientes de difusion en la fase gas son mucho mayores (tipicamente
cuatro ordenes de magnitud) que en medios liquidos.

En caso de que el analito esté fuertemente absorbido en la matriz o de que la
volatilidad del analito sea baja, la concentracién de este en el HS sera baja, por lo
gue solo una pequefia cantidad de analito se concentrara en la fase, conduciendo
a una pobre sensibilidad. Antes de recurrir a realizar la extraccion por DI-SPME, se
puede aumentar la temperatura de la muestra durante la extraccion, lo que
incrementa la presion de vapor del analito y acelera el transporte de masa,
mejorando la sensibilidad, sin embargo, esto tiene un limite, que sera discutido mas

adelante.

El modo HS-SPME permite la modificacion de la fuerza ionica y pH de la matriz sin

causar un dano al recubrimiento de la fase de extraccion.

3.4.3.1.2 DI-SPME

En la microextraccién en fase solida por inmersién directa (DI-SPME) la fase de
extraccion se inserta en la muestra y los analitos se transportan directamente de la
matriz a la fase de extraccion. Se prefiere en caso de que los analitos sean
compuestos semivolatiles, ya que la transferencia de masa de estos compuestos al
espacio de cabeza es lento y si se realiza HS-SPME puede resultar en tiempos de
extraccion muy largos. Para reducir el tiempo de extraccion es necesario usar
alguna forma de agitacion de la muestra, para transportar los analitos del seno de

la muestra hacia la cercania de la fase.

Se usa en muestras que se consideran limpias, es decir, que son relativamente
homogéneas y contienen pocas sustancias que pueden actuar como interferentes
0 que pueden danar a la fase de extraccion. A pesar de eso, la vida util de la fase
es de decenas de extracciones.
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3.4.3.2 Fase de extraccion

Las ecuaciones que describen la microextraccion en fase sélida indican que la
eficiencia del proceso de extraccion depende de la constante de distribucion Kim.
Esta constante esta determinada por las propiedades del recubrimiento y su

selectividad hacia el analito contra otros componentes de la matriz.

Las propiedades fisicoquimicas del analito determinaran el recubrimiento que
debera usarse durante la extraccion, principalmente la polaridad y volatilidad de los
analitos. En general, las fases polares son usadas para analitos polares y las fases
no polares para analitos no polares. Tanto el grosor del recubrimiento como la
constante de distribucion (Ksm) influyen en la sensibilidad y tiempo de extraccion.
Los recubrimientos de mayor grosor suelen incrementar la sensibilidad, pero
requieren mayor tiempo de extraccion para alcanzar el equilibrio (Risticevic et al.,
2012).

Como se menciono antes, existe una diferencia entre los recubrimientos solidos y
liquidos. En el caso de recubrimientos liquidos los analitos se solvatan por las
moléculas del recubrimiento, debido al alto coeficiente de difusion en el
recubrimiento y si este es delgado los analitos pueden penetrar el volumen en un
tiempo de extraccion corto. En este caso, la cantidad extraida al equilibrio varia solo
si las propiedades del recubrimiento son modificadas por los componentes
extraidos, por ejemplo, cuando la cantidad extraida es una porcion significativa de
la fase de extraccion (saturacion de la fase), lo cual es raramente observado ya que

en general SPME se usa para la extracciéon de contaminantes a nivel traza.

En contraste, los sorbentes sélidos poseen una estructura cristalina bien definida,
que, si es densa, reduce los coeficientes de difusién dentro de la estructura, por lo
tanto, a tiempos cortos la extraccidén ocurre solo en la superficie del recubrimiento.
Si el tiempo de extraccion se alarga, se puede llevar a cabo la saturacion de la fase
o el desplazamiento de analitos con menores afinidades. Este efecto esta asociado
a que el area superficial disponible para la adsorcidon esta limitada; si esta area se
encuentra ocupada, entonces se lleva a cabo el desplazamiento de los analitos

causando que la cantidad extraida varie con concentraciones diferentes de los
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analitos y otros compuestos. Lo anterior también provoca que el intervalo lineal de

sorbentes sélidos sea menor que para polimeros liquidos.

Para evitar la saturacion de fases solidas y liquidas se pueden usar tiempos de

extraccidon menores al tiempo de equilibrio.

SPME puede ser exhaustiva en caso de que el volumen de la fase de extraccion
sea suficiente y la constante de distribucion K sea muy grande. Sin embargo, en
caso de que se requiera un gran volumen de recubrimiento, la fase sera mas gruesa,
causando que un mayor tiempo de extraccion sea requerido. Esto se ha
compensado al dispersar el volumen de extractante en un area mayor para lograr
que el grosor sea menor, por ejemplo, en barras de agitacion dando lugar a la
técnica de stir bar sorptive extraction (SBSE).

Cuando se analiza un gran numero de analitos en una misma muestra, la diferencia
en sus constantes de distribucidn provoca cromatogramas con areas de pico
pequefias para analitos con pequenas constantes de distribucion y grandes areas

de pico para compuestos con grandes constantes de distribucion.

Ademas del recubrimiento liquido polimérico de polidimetilsiloxano (PDMS) se han
desarrollado otros recubrimientos para un amplio numero de aplicaciones. Por
ejemplo, se han propuesto recubrimientos de intercambio idnico para !

extraer iones metalicos de disoluciones acuosas (Risticevic et al., 2012). =

Comercialmente se encuentran disponibles una variedad de recubrimientos ==
(ver Tabla 3-13), por ejemplo, de poliacrilato (PA), polidimetilsiloxano —

(PDMS) en diferentes grosores, fases mixtas como polidimetilsiloxano — 1?
divinilbbenceo (PDMS-DVB), carbowax — divinilbenceno (CW-DVB). Las
fases de extraccion comerciales tienen un codigo de colores para identificar

el material del recubrimiento, asi como el grosor (Figura 3-5).

El PDMS es un liquido no polar muy viscoso, mientras que el PA es un

polimero solido mas polar de baja densidad a temperatura ambiente, esto

Figura 3-5 Esquema de una fase de
extraccién comercial para SPME
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permite a los analitos difundirse a través del recubrimiento, sin embargo, los

coeficientes de difusion son menores que en el PDMS.

Los otros recubrimientos son polimeros porosos, en los cuales microesferas
porosas de DVB o de Carboxen son inmovilizadas en la fibra de silice usando
Carbowax o PDMS como una clase de pegamento. Cuando se usan estos
recubrimientos para la extraccion de compuestos relativamente polares las
constantes de distribucidn son, en general, mayores si se comparan con las de
PDMS, debido a que la extraccion se lleva a cabo mediante adsorcion mas que por
absorcion (De Fatima Alpendurada, 2000; Risticevic et al., 2012).

Las condiciones de la fase de extraccion son muy importantes, por ende, es
necesario realizar un acondicionamiento antes de usarla por primera vez o si lleva
mucho tiempo en desuso. El tiempo y temperatura requeridos para cada tipo y
grosor de recubrimiento son especificados por el fabricante (ver Tabla 3-13). Si bien
las fases tienen una larga vida util (cientos de extracciones en el caso de HS-SPME
y docenas para DI-SPME) si la fase comienza a perder parte del recubrimiento
necesita ser reemplazada de inmediato y en caso de la presencia de especies de

alto peso molecular es necesaria la limpieza de la fase.

3.4.3.3 Tiempo de extraccidon

El tiempo de extraccion es un parametro critico en el proceso de extraccion por
SPME. El transporte de los analitos de la matriz hacia la fase de extraccion
comienza en el momento en el que la fase es expuesta a la muestra. El tiempo
necesario para llegar al equilibrio va desde pocos minutos hasta varias horas y
depende de las propiedades del analito y del recubrimiento usado. Si el tiempo de
extraccion es suficientemente largo, se alcanzara el equilibro de distribucion entre
la fase y la muestra y la cantidad de analito extraida permanecera constante dentro
de los limites del error experimental y sera independiente del incremento en el

tiempo de extraccion.
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Tabla 3-13 Caracteristicas de las fases de extraccion comercialmente disponibles para SPME — GC

Acondicionamiento

o Grosor ] Temperatura Compuestos que pueden ser
Recubrimiento Polaridad o pH . Tiempo | Temperatura
(um) maxima (°C) analizados
(h) (°C)
PDMS 100 No polar 280 2-10 Compuestos volatiles 0.5 250
30 No polar 280 2-11 no polares semivolatiles 0.5 250
semivolatiles de polaridad
7 No polar 340 2-11 . 1 320
media a no polares
Polar-no
PDMS-DVB 65 270 2-11 Volatiles polares 0.5 250
polar
PA 85 Polar 320 2-11 | Semivolatiles polares (fenoles) 2 300
Polar-no .
85 320 2-11 Gases y volatiles 1-2 300
polar
65 polar 260 2-9 Polares (alcoholes) 0.5 220
Polar-no
50/30 270 2-11 Olores y sabores 1 270
/ polar

7 Disponible en tipo stabliflex, longitud de la fase de 2 cm

El color del nombre de la fase corresponde al color de sus soporte.
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En caso de que el tiempo necesario para llegar al equilibrio sea muy largo, se
pueden usar menores tiempos de extraccion, sin embargo, en condiciones de pre-
equilibrio, el tiempo de extraccion debera ser estrictamente controlado, para
asegurar repetibilidad en los experimentos. (Anil et al., 2012; Mester, Z.; Sturgeona,
R.; Pawliszyn, 2001)

La Figura 3-6 muestra la relacion tipica entre el tiempo de extraccion y el analito
extraido. Se puede observar que, en el equilibrio, variaciones en el tiempo de
extraccion no afectan la cantidad de analito extraido por la fase, pero en la parte del
pre-equilibrio, incluso pequefas variaciones en el tiempo de extraccidn pueden
causar variaciones significativas en la cantidad de analito extraida. El error
experimental es mas grande en tiempos de extraccion previos al equilibrio y aun
mas critico a tiempos cortos cuando la curva crece rapidamente (Risticevic et al.,
2012).

Equilibrio

Cantidad de analito extraido

Figura 3-6 Efecto del tiempo en la microextraccion en fase sélida
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3.4.3.4 Temperatura de extraccion

La temperatura de extraccidn es un parametro muy importante de optimizar durante
SPME ya que tiene influencia sobre las constantes de distribucion (Km) y algunas
propiedades fisicoquimicas de los analitos, lo que afecta la cinética del proceso de

extraccion.

Al incrementar la temperatura de extraccion ocurren varios cambios en el sistema:
la constante de Henry y los coeficientes de difusidon aumentan por lo que los analitos
se pueden separar de la matriz y migrar mas rapido al espacio cabeza, favoreciendo
la extraccion por HS-SPME y disminuyendo el tiempo de extraccion. Sin embargo,
a altas temperaturas las constantes de distribucion (Kmm) decrecen debido a que el
proceso de extraccion es exotérmico. El efecto total de realizar la extraccion a una
temperatura elevada son tiempos de extraccidon cortos pero pequefas cantidades
de analito extraidas (Risticevic et al., 2012), en caso de que aun se alcancen los
limites de deteccion y cuantificacion deseados, sera mejor elegir la temperatura que

provea el menor tiempo de extraccion.

3.4.3.5 Agitacion

Cuando se procesan muestras gaseosas los tiempos de equilibrio son cortos y no
es necesario usar un metodo de agitacion ya que la difusién de los analitos es
suficiente para alcanzar el equilibrio. Sin embargo, en muestras liquidas algun tipo
de agitacion es necesario, si la muestra no es agitada el tiempo para alcanzar el

equilibrio sera mucho mas largo (Risticevic et al., 2012).

El método mas usado es la agitacion magnética, es eficiente cuando se usan altas
velocidades de rotacidn, pero se debe cuidar que dicha velocidad rotacional sea
constante y que la base del plato no afecte la temperatura elegida del sistema de
extraccion. En la Tabla 3-14 se muestran los métodos de agitacidn mas comunes

en SPME, asi como sus ventajas y desventajas (Risticevic et al., 2012)
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Tabla 3-14 Métodos de agitacion usados comunmente en SPME

Método de i .
L Ventajas Desventajas
agitacion
-Simple -Limitado a analitos muy
Estatico . . .
. -Funciona bien para volatiles
(no agitacion) ]
muestras gaseosas -Solo para HS-SPME

-Equipo comun
Agitacion -Buen desempefio, tanto -Requiere que la barra de
magnética para analitos volatiles como agitacion esté en el vial
semivolatiles
. o -Buen desempeiio -Tension en la agujay en la
Voértex/movimiento . B _
i -No necesita de la barra de | fase de extraccion debido al
del vial o . o
agitacion en el vial movimiento

-Tensidén en la agujay en la

-Buen desempefio fase de extraccion debido al
Movimiento de la o
. -No necesita de la barra de movimiento
fase de extracciéon o . o ]
agitacion en el vial -Limitado a volumenes

pequenos de muestra

_ . -Ruido
] -Tiempos de extraccion muy .
Ultrasonido _ -Calentamiento no
pequefios
controlado de la muestra

Fuente: (Risticevic et al., 2012)

3.4.3.6 Fuerza i6nica

Al igual que en procedimientos de extraccion tradicionales, afiadir una apropiada
concentracion de una sal (generalmente NaCl) a la muestra puede mejorar la
eficiencia de extraccion para analisis a nivel traza. La adicion de sal a muestras
acuosas incrementa la constante de distribucion K para muchos analitos,
particularmente a compuestos organicos neutros, relativamente polares y volatiles
(Anil et al., 2012).
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3.4.3.7 pH

Para analitos que presentan propiedades acido — base, el ajuste del pH es necesario
para mejorar la sensibilidad, ya que, a menos de que se usen fases de extraccion
especiales, SPME solo puede extraer especies no ionicas. Con el ajuste al pH
adecuado, acidos y bases débiles pueden convertirse a su forma neutra y entonces
ser extraidos por la fase de SPME. En general, es preferible que el ajuste del pH
sea al menos dos unidades por debajo del pKa para analitos acidos y al menos dos
unidades por encima del pKy para analitos basicos (Risticevic et al., 2012)

En la practica, usar DI-SPME en muestras que tienen un pH muy alto o muy bajo
puede significar en un dafo a la fase de extraccion, reduciendo la vida util de la fase
o perdiendo linealidad o repetibilidad, por lo tanto, es mas recomendable usar HS-
SPME si se esta analizando una muestra con pH ajustado o cuyo pH inicial esta por
encima o por debajo del pH de operacion recomendado por el fabricante (ver Tabla
3-13).

3.4.3.8 Volumen de extraccion

El volumen de la muestra debera ser al menos 100 veces el producto de KimVs para
garantizar buenos resultados de sensibilidad y precision, si se usa un volumen
mayor de muestra se maximiza la sensibilidad y se obtiene mejor precision
(Risticevic et al., 2012).

Cuando el volumen de la muestra es grande, la cantidad de analito extraido no
significa una perturbacién importante al sistema y pequefias variaciones en el
volumen de la muestra y del espacio de cabeza no afectaran sustancialmente a los
resultados. En caso de que el volumen de la muestra sea pequefio (cercano a 1 mL)
las muestras necesitan ser medidas con exactitud y precision ya que en viales
reducidos, pequenas variaciones se pueden traducir en resultados no repetibles
(Risticevic et al., 2012). En ambos casos, el volumen de todas las muestras debera

ser el mismo para obtener resultados validos.

Adicionalmente a mantener el volumen de la muestra constante, los viales usados

deberan ser siempre del mismo volumen para que el espacio de cabeza sea
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constante entre experimentos. Para muestras acuosas el tiempo que transcurre
entre la preparacion de la muestra con estandar o coleccion de muestras reales
debe ser corto, ya que analitos muy hidrofobicos pueden adsorberse fuertemente a
las superficies del contenedor y no estar disponibles para la extraccion.

3.4.3.9 Tiempo y temperatura de desorcion

Cuando se realiza el analisis instrumental mediante cromatografia de gases, la
desorcion de la fase de extraccion se lleva a cabo directamente en el inyector del
equipo. La alta temperatura del inyector produce un decrecimiento dramatico en la
constante de distribucion Knsy un incremento muy importante en el coeficiente de
difusion de los analitos. La temperatura de desorcién esta determinada por la
estabilidad térmica del recubrimiento (ver Tabla 3-13) exceder esta temperatura
afectara la vida util de la fase de extraccion e incluso puede presentarse “sangrado”
del polimero, lo que puede afectar la separacion y cuantificacién de los analitos
(Risticevic et al., 2012).

La eficiencia de la desorcion térmica del analito en el puerto de inyeccidn depende
de la volatilidad del analito, el grosor del recubrimiento de la fase, la posicién de la
inyeccion, la temperatura del inyector y el tiempo de exposicion.
Desafortunadamente, en algunas ocasiones se observa un ensanchamiento de los
picos cromatograficos debido a una lenta desorcion de los analitos de la fase de
extraccion. Generalmente la temperatura 6ptima de desorcion es aproximadamente
igual al punto de ebullicién del analito menos volatil. El tiempo de desorcién depende
de la temperatura del inyector, de la velocidad del flujo lineal del gas acarreador y
de qué tan fuertemente adsorbidos estén los analitos a la fase de extraccion
(Risticevic et al., 2012; Vas & Vékey, 2004)

Cuando se usa un inyector split — splitless, se debera usar en modo splitless, ya que
usar el modo split resulta en una reduccién de la sensibilidad. La desorcién eficiente
de los analitos requiere un alto flujo lineal alrededor de la fase de extraccién, esto
se logra mediante el uso de un liner con un diametro mucho mas pequefio que los

liner convencionales (Risticevic et al., 2012)
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3.4.4 Cuantificacion mediante la microextraccion en fase solida

Debido a que SPME esta basado en un equilibrio de distribucion, la cantidad
maxima de analito extraido sera en el tiempo de equilibrio. La cuantificacion
mediante SPME es posible, ya que la cantidad de analito extraido por la fase es
proporcional a la concentracidén de este en la muestra; los requerimientos para llevar
a cabo la cuantificacion son analogos a los usados en otros métodos de preparacion

de la muestra y analisis instrumental.

Aun cuando no se alcance el equilibrio de particion, SPME es capaz de usarse de
forma cuantitativa e incluso afiade las ventajas de que la técnica sera mas rapida,

economica y versatil (Vas & Vékey, 2004).

Se han empleado varias estrategias de cuantificacion y la decision sobre cual de
ellas es la mas adecuada dependera de la complejidad de la matriz, asi como el tipo
de extraccion que se llevara a cabo (HS o DI). Para matrices poco complejas, como
gases o liquidos simples (por ejemplo, agua potable), se puede usar la
cuantificacion mediante calibracién externa ya que las constantes de distribucion
son muy similares a las de la matriz pura. Para matrices mas complejas, se
recomienda usar calibracidon mediante estandar interno o por adiciones estandar
(Risticevic et al., 2012; Vas & Vékey, 2004).

La complejidad de la muestra no solo afecta la constante de distribucion sino
también el tiempo de equilibrio. Cuando la matriz es heterogénea o muy compleja
la cinética de la liberacion del analito puede determinar la velocidad de la extraccién,
en caso de que esto pase, el tiempo de extraccion necesitara ajustarse (Risticevic
et al., 2012). Ademas, se debera verificar que otros compuestos presentes en la

matriz no coeluyan con los analitos durante el analisis instrumental.

En general, no existe una diferencia significativa entre las muestras preparadas para
la optimizacion y las muestras reales cuando se usan fases de extraccion de
polimeros liquidos (PDMS y PA), sin embargo, cuando se usan fases de polimeros
porosos la adsorcion competitiva de interferentes presentes en la matriz pueden

reducir la adsorcion del analito. Esto se puede minimizar mediante el uso de
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condiciones de pre-equilibrio, es decir, usando un tiempo de extraccion corto
(Risticevic et al., 2012).

La reproducibilidad y precision pueden mejorarse mediante el uso cuidadoso de la
fase de extraccion (tipo de extraccion) y monitoreo estricto del tiempo y temperatura

durante la extraccion.

Por otro lado, antes de llevar a cabo el analisis y una vez acondicionada la fase de
extraccion se deben realizar blancos de fase para asegurar que esta no introduce
interferencias, después del analisis es necesario realizar otro blanco de fase para
corroborar que no se adsorbieron compuestos de alto peso molecular y/o que el
tiempo de desorcion es suficiente para desorber los analitos.

3.4.5 Comparacion con otras técnicas de preparacion de la

muestra

SPME surgié como una alternativa “verde” a técnicas de preparacion de la muestra,
una de las caracteristicas mas atractivas de SPME es que no usa disolventes
organicos por lo que no genera residuos quimicos. Ademas elimina algunas
desventajas de métodos como SPE o LLE en la Tabla 3-15 (Boyaci et al., 2015) se

encuentra una comparaciéon de estos tres métodos de preparacion de la muestra.

Tomando en cuenta varios aspectos econdmicos incluido el costo de personal, los
suministros, transporte y equipo, se estimé el costo por muestra para tres diferentes
técnicas de preparacion de la muestra (para muestras acuosas) y resulté que el
costo de analisis de una muestra por SPME es de 37 USD, por SPE es de 48.5
mientras que por ELISA es de 60 USD (Dalvie et al., 2005).
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Tabla 3-15 Resumen comparativo entre microextraccion en fase sélida (SPME), extraccidon en fase sélida (SPE) y
extraccion liquido-liquido (LLE)

Caracteristicas

SPME

SPE

LLE

Proceso
(Piri-Moghadam,
Ahmadi, &
Pawliszyn, 2016)

0 en espacio
cabeza

-

[ Extraccion directa |

A 4

Desorcion directa
en el instrumento

r

Acondicionamiento
de los cartuchos

s )

Carga de la
muestra

A 4

Lavado

4

Concentracion de
los analitos

4

Inyeccién al
instrumento

Adicion de
disolvente(s) a la
muestra original

4

Agitacion

4

Separacion de la
fase

4

r

Evaporacion/recons
titucion

N

4

Inyeccion a los
instrumentos
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Continuacién Tabla 3-15 Resumen comparativo entre microextraccion en fase sélida (SPME), extraccion en fase
sélida (SPE) y extraccién liquido-liquido (LLE)

Caracteristicas SPME SPE LLE

La extraccidén exhaustiva se
puede alcanzar mediante la
Es exhaustiva repeticion de la extraccioén en
la misma muestra con
disolventes nuevos.

Principalmente no

Cuantificacion .
exhaustiva.

Métodos de calibracion
Calibracién estandar® y métodos de
calibracion alternativos.
Microlitros hasta volumenes | Limitado por el volumen de
ilimitadamente grandes (en ruptura. Mililitros a litros
sitio y en vivo) Mililitros a litros
Limitado a liquidos que

Métodos de calibracion Métodos de calibracion
estandar® estandar®

Volumen de
muestra

Aplicacién a

Aplicable a todos los tipos de Aplicable para todos los tipos

muestras . g pueden ser filtrados o . .
. matrices complejas . 10 de matrices complejas
complejas centrifugados
Buena, puede estar limitada -
or el volumen de fase de Buena, limitada por el Buena, factores de pre-
Sensibilidad P volumen de ruptura de los ’ P

extraccidon para muestras concentracion altos.

pequenias compuestos

8 Métodos de calibracion estandar como calibracion externa, calibracion por estandar interno y calibracion por adiciones estandar.
9 Aplicable a una variedad de matrices complejas dado que existen diferentes fases de extraccion disponibles

10 Aplicable a matrices solidas y semi-sélidas cuando se aplica una pre-extraccién por LLE.

Fuente (Boyaci et al., 2015)
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Continuacién Tabla 3-15 Resumen comparativo entre microextraccion en fase sélida (SPME), extraccion en fase

sélida (SPE) y extraccién liquido-liquido (LLE)

Caracteristicas

SPME

SPE

LLE

Consumo de

disolventes

Volumen de la fase
de extraccién
Selectividad de la
fase de extracciéon

Pre-tratamiento de

la muestra

Aplicacién en sitio /

en vivo

Automatizacion

No requiere el uso de
disolventes organicos o
requiere un consumo muy
bajo

Pequena

Buena

Principalmente ajuste de
pH11

Aplicable para en sitio y
en vivo
Aplicable y bien

documentada

Relativamente bajo
consumo de disolventes
organicos

Grande

Buena

Ajuste de pH? filtracién /
centrifugacion de matrices

complejas

Raramente aplicable en sitio

Parcialmente/ no comun

Gran cantidad de disolventes
organicas

Grande

Pobre

Principalmente ajuste pH®

No aplicable

Pobre

Fuente: (Boyaci et al., 2015)

" En caso de que sean determinados compuestos con propiedades acido — base
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3.5 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas (GC-MS) para el analisis de muestras

ambientales

Las demandas ambientales y ecotoxicologicas le exigen a los métodos analiticos
dos principales consideraciones: técnicas y tecnologia que sea amigable con el
ambiente. Esto se traduce en la ausencia o en su defecto la minima cantidad de
emisiones de residuos y la determinacién de un amplio espectro de analitos en
niveles muy bajos de concentraciones (ng L' o incluso menores) en matrices

complejas (Namiesnik & Wardencki, 2000).

La eleccion del método de cromatografia, asi como el detector empleado depende
de las propiedades del analito. La cromatografia de gases y en especial acoplada a
un detector selectivo de masas (GC-MS) ha sido una de las técnicas de analisis
instrumental preferidas para el analisis cualitativo y cuantitativo de compuestos
organicos en muestras ambientales. Si bien antes de realizar el analisis instrumental
es necesaria la preparacion de la muestra, en conjunto con técnicas como SPME,
los métodos analiticos se vuelven sensibles y rapidos, con buen desempefio
analitico como amplio rango lineal y bajos limites de deteccidén y cuantificacion.
Estas técnicas en conjunto se han automatizado, lo que permite el analisis de un

gran numero de muestras aprovechando al maximo los recursos disponibles.

La separacion de los analitos es también un parte importante de la metodologia
analitica ya que de eso depende la cuantificacion exitosa de los analitos, esto se
puede lograr mediante la optimizacion de las condiciones cromatograficas usadas.
Ademas, al usar un espectrdmetro de masas como detector, se maximiza la

sensibilidad y la selectividad del método.

Desde la invencidon y con la disponibilidad comercial de dispositivos y fases de
extraccion para SPME, se ha visto un rapido crecimiento en el numero de
aplicaciones, mismo que es evidenciado por los articulos publicados. El campo mas
explorado es el del analisis ambiental, principalmente de compuestos organicos en
una amplia variedad de matrices (Risticevic et al., 2012).
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4.1 Material, reactivos y equipo

4.1.1 Reactivos

Metanol grado HPLC, = 99.9 %, Sigma-Aldrich (USA)
Diclorometano anhidro, = 99.8 %, Sigma-Aldrich, (USA)
Cloruro de sodio, 2 99 %, Sigma-Aldrich, (USA)

Helio 5.0, ultra alta pureza

Agua tipo |

Agua tipo Il

4.1.2 Estandares

Mezcla de benceno, tolueno, etilbenceno, p-xileno, m-xileno, o-xileno.
Material de referencia certificado de concentracién 2000 ug mL™" en metanol,
volumen 1 mL, numero de lote XA22231V, fecha de caducidad: octubre de
2019.

Mezcla de hidrocarburos aromaticos policiclicos que contiene: 2-
metilnaftaleno, acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno,
criseno, fluoreno, benzo(b)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno,
benzo(k)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno, fluoranteno, indeno(1,2,3-
cd)pireno, naftaleno, fenantreno y pireno. Material de referencia certificado
de 1000 pg mL' en diclorometano, volumen 1.5 mL, niumero de lote
LRAB4283, fecha de caducidad: diciembre de 2021.

4.1.3 Instrumentacién y equipos

Cromatografo de gases Hewlett Packard 6890N acoplado a un detector
selectivo de masas Hewlett Packard 5973. Equipado con columna capilar
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HP-5MS-Ul de 30 m x 0.25 mm x 0.25 ym, con inyector split — splitless,
usando un liner de diametro 0.75 mm

e Balanza analitica, OHAUS, modelo E12140, resolucion 0.0001 g

e Fases de extraccibn para microextraccion en fase sodlida, Supelco
(Bellefonte, PA, USA)

e Material volumétrico

4.1.4 Muestras

Se recolectaron muestras de agua potable, agua superficial, agua embotellada,
agua residual y de sobrenadante de lodo residual. Las muestras fueron recolectadas
en envases de vidrio color ambar y se resguardaron en refrigeracion a
aproximadamente 4 °C. A continuacién, se presentan los datos de cada una de

estas muestras:

— Agua embotellada, marca Bonafont®, lote A3 02:15 L130

— Sobrenadante de lodo residual de la planta de tratamiento de agua residual
de Cerro de la Estrella, Iztapalapa, CDMX.

— Agua residual municipal de Cerro Colorado, Atotonilco, Hidalgo.

— Agua potable del manantial de Cerro Colorado, Atotonilco, Hidalgo.

— Agua potable de un bebedero de la Facultad de Quimica de la UNAM, Ciudad
Universitaria, Coyoacan, CDMX.

— Agua potable residencial de la alcaldia Iztapalapa, CDMX.

— Agua potable residencial de la alcaldia Venustiano Carranza, CDMX.

— Agua potable residencial del Estado de México.

— Agua superficial del rio Tula, Hidalgo.
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4.2 Desarrollo del método para determinacion de BTEX

en muestras acuosas

Todas las pruebas se realizaron usando 10.0 mL de agua tipo | en viales de vidrio
transparente marca Agilent de 20 mL, engrapados usando una tapa de aluminio de
20 mm con septum de PTFE/butil de 20 mm. Las muestras se prepararon en el
momento que se analizaron. En caso de que en el analisis se necesitara una
concentracion de NaCl, se peso la cantidad necesaria de NaCl usando la balanza
analitica y se adicion6 a los 10.0 mL.

A partir del material de referencia certificado se prepararon multiples disoluciones
en metanol grado HPLC de diferentes concentraciones. Cada muestra se preparo
con la concentracion adecuada del estandar de BTEX dependiendo de la prueba
qgue se llevaria a cabo. Cada analito tiene la misma concentracion en el material de

referencia certificado y por ende en cada analisis.

4.2.1 Condiciones cromatograficas

Se uso6 un cromatografo de gases Hewlett Packard modelo HP-6890 equipado con
una columna capilar HP5-MS-Ul de 30 m x 0.25 mm x 0.25 ym y acoplado a un
detector selectivo de masas Hewlett Packard HP-5973. El gas acarreador es helio
de alta pureza. El inyector se oper6 en modo splitless y la inyeccion fue manual. Se
realizaron diferentes pruebas de programas de temperatura y se eligio el que provee

mejores resultados de separacidon con el menor tiempo de analisis.

El detector selectivo de masas se operé en modo SCAN para los blancos de fase
previos al analisis, blancos de muestra y para las pruebas de seleccidén de fase de
extraccion. Para el resto de las pruebas se us6 el modo SIM ya que proporciona
mejor sensibilidad. En la Tabla 4-1 se presentan los iones fragmento (m/z) que se
seleccionaron para este método. El programa de temperatura y otros parametros
como temperatura del inyector y el flujo de helio son los mismos en modo SCAN y
modo SIM.
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El flujo de helio se mantuvo en 1.0 mL min-'. La temperatura del inyector se mantuvo
en 250 °C. La interfaz entre el cromatografo y el detector de masas fue de 280 °C.
La temperatura del cuadruplo y de la fuente de ionizacién fueron 150 y 230 °C
respectivamente. Se realiz6 una elucion mediante el siguiente programa de
temperatura: temperatura inicial 35 °C por 1 min, rampa de 10 °C min" hasta 80 °C
donde se mantiene por 2 min (Figura 4-1). El tiempo total de analisis es de 7.50 min.

&

—_—

Tabla 4-1 lones fragmento .
seleccionados para BTEX para el
Compuesto | lones fragmento (c/z) 70
)
Benceno 52,91, 92 g 60 - 50°C min”
Tolueno 65, 91, 92 5
Etilbenceno 51,91, 106 g "
m-, p-xileno 77,91, 106 40
o-xileno 77,91, 106
A TR T T T T S S

Tiempo (min)

Figura 4-1 Programa de temperatura

para la determinacion de BTEX

4.2.2 Optimizacién de la microextraccion en fase sélida para la

determinacion de BTEX en matrices acuosas

Debido a que BTEX son compuestos volatiles, todas las extracciones se llevaron a
cabo en el espacio de cabeza (HS-SPME), se optimizaron los parametros de: tipo
de fase de extraccion, tiempo y temperatura de desorcion, tiempo y temperatura de
extraccion y concentracion de NaCl. El pH no se modificé porque los analitos no
presentan propiedades acido-base.

4.2.2.1 Fase de extraccion
Se evaluaron por triplicado las fases de PDMS 100 ym, PDMS 7 ym, PA 85 ym,

PDMS-DVB 65 um. Previo a los experimentos, las fases de extraccion se
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acondicionaron de acuerdo con lo especificado por el fabricante. Los analisis se
realizaron fijando todas las variables de extraccion y cambiando la fase de
extraccion empleada. Las pruebas se realizaron bajo las condiciones
cromatograficas descritas anteriormente. Se realizé la microextraccion en fase
soélida en el espacio de cabeza, ajustando la altura de la fase de extraccion en 2 con
ayuda de la guia del dispositivo, para que la fase no entrara en contacto con la
muestra; se aplicd agitacion magnética empleando una barra de agitacion a
1000 rpm, el volumen de la muestra fue de 10.0 mL, la concentracion de BTEX fue
de 500 pg L'y no se afiadié NaCl ni se modifico el pH, la extraccion se llevo a cabo
por 10 min y a 80 °C. Se usaron 6 minutos de desorcion a 250 °C.

4.2.2.1.1 Tiempo y temperatura de desorcion

Una vez elegida la fase de extraccion 6ptima, se fijo la temperatura del inyector en
la temperatura de acondicionamiento recomendada por el fabricante para proteger
la vida util del recubrimiento. Se realizaron extracciones a las mismas condiciones
de la optimizacién de la fase de extraccion y se vario el tiempo de desorcidn.
Después de cada analisis se realizo un blanco de fase para determinar si aun habia
restos de los analitos en la fase, se eligi6 como 6ptimo el menor tiempo de desorcidon

gue no mostro restos de los analitos.

4.2.2.2 Optimizacion del tiempo, temperatura de extraccion y porcentaje
de NaCl

Estos parametros se optimizaron estudiando el efecto que tienen sobre la cantidad
de analito extraida. Se realizd un disefio experimental factorial 23, es decir, tres
factores con dos niveles. Los factores se definieron como continuos y controlables.
La concentraciéon de BTEX fue de 250 ng mL". El porcentaje de NaCl esta
expresado a partir de la solubilidad maxima del NaCl, siendo 360 g L" el 100 %. Los
niveles se eligieron con base en la literatura y en algunas pruebas experimentales

previas y se muestran en la Tabla 4-2.
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Tabla 4-2 Niveles de las variables usadas en el disefio experimental

Tiempo | Temperatura | Porcentaje
Niveles
(min) (°C) de NaCl (%)
Alto (+1) 20 50 80
Central (0) 12.5 40 40
Bajo (-1) 5 30 0

La Tabla 4-3 muestra la matriz de experimentacion, los valores se encuentran

codificados, siendo +1 para el nivel alto, 0 para el nivel medio y -1 para el nivel bajo.

Los valores reales son los valores que tomara cada factor en la experimentacion.

Este disefio se llevd a cabo por triplicado, en total se realizaron 30 analisis. La

secuencia se refiere a la prueba segun la tabla de signos construida y dos puntos

centrales, el numero de corrida es el orden en el que se realizaron las pruebas, son

diferentes ya que los experimentos se aleatorizaron, para evitar errores sistematicos

en los resultados.

Tabla 4-3 Disefio experimental 23 para la optimizacion de porcentaje de NaCl,

tiempo y temperatura de extracciéon para el analisis de BTEX

Secuencia | Tiempo | Temperatura| % de NaCl | Corrida
1 0 0 0 1
2 -1 -1 -1 6
3 +1 -1 -1 4
4 -1 +1 -1 5
5 +1 +1 -1 9
6 -1 -1 +1 3
7 +1 -1 +1 2
8 -1 +1 +1 7
9 +1 +1 +1 8
10 0 0 0 10
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4.2.2.3 Determinacion de la linealidad, precision, limites de deteccion y

cuantificacion
Una vez que se encontraron las condiciones 6ptimas para la determinacién de BTEX
en muestras acuosas se realizé un barrido de linealidad en un intervalo de 1 a
850 ng mL™". Se prepararon curvas de calibracion por triplicado con al menos seis
puntos en dos intervalos lineales, de 10 a 100 ng mL-' y de 100 a 850 ng mL"". La
precision se midié a tres niveles de concentracion (500, 100 y 10 ug L") por
sextuplicado. Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon usando una
curva de calibraciéon en un intervalo de 1 a 4 ng mL™" y la desviacion estandar de la

regresion.

4.3 Desarrollo del método para determinacion de HAP’s

en muestras acuosas

Todas las pruebas se realizaron usando 10.0 mL de agua tipo | en viales de vidrio
transparente marca Agilent de 20 mL, se sellaron herméticamente usando una tapa
de aluminio de 20 mm y un septum de PTFE/butil de 20 mm. Las muestras se
prepararon en el momento que se analizaron. En caso de que en la prueba se

necesitara una concentracion de NaCl, se afiadié la cantidad requerida.

A partir del material de referencia certificado se prepararon disoluciones a diferentes
concentraciones en diclorometano anhidro. Cada analito tiene la misma

concentracion en el material de referencia certificado y por ende en cada prueba.

4.3.1 Condiciones cromatograficas

Se uso6 un cromatografo de gases Hewlett Packard modelo HP-6890 equipado con
una columna capilar HP5-MS-Ul de 30 m x 0.25 mm x 0.25 ym y acoplado a un
detector selectivo de masas Hewlett Packard HP-5973. El gas acarreador es helio
de alta pureza. Las inyecciones fueron de forma manual y el inyector se oper6 en
modo splitless. Se realizaron diferentes pruebas de programas de temperatura y se

eligié el que provee mejores resultados con el menor tiempo de analisis.
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El detector selectivo de masas se operé en modo SCAN para los blancos de fase
previos al analisis y blancos de muestra. El resto de las pruebas se usé en modo
SIM. En |la Tabla 4.4 se pueden observar los iones fragmento que se seleccionaron
para este método. El programa de temperatura y otros parametros como

temperatura de inyector y flujo de gas son las mismas en modo SIM y modo SCAN.

Tabla 4-4 lones fragmento seleccionados para HAP’s para el analisis por

SIM
Compuesto Abreviatura | lones fragmento m/z

Naftaleno NAF 127,128,
2-metilnaftaleno MNAF 141, 142
Acenaftileno ACEL 151, 152
Acenafteno ACE 153, 154
Fluoreno FLU 165, 166
Fenantreno FEN 178,179
Antraceno ANT 178,179
Fluoranteno FLT 201, 202
Pireno PIR 101, 102
Benz(a)antraceno BAA 114, 228
Criseno CRI 113, 228
Benzo(b)fluoranteno BBF 126, 252
Benzo(k)fluoranteno BKF 126, 252

Indeno(1,2,3-cd)pireno IND 138, 276, 278

Dibenz(a,h)antraceno DBA 138, 276, 278

Benzo(g,h,i)perileno BGP 138, 276, 278

El flujo de helio se mantuvo en 1.4 mL min-1. La temperatura del inyector se
mantuvo en 265 °C. La interfaz entre el cromatografo y el detector de masas se
establecio en 280 °C. La temperatura del cuadruplo y de la fuente de ionizacion
fueron 150 y 230 °C respectivamente. Se realizé una elucion usando el siguiente
programa de temperatura: temperatura inicial 130 °C por 4 min, rampa de
30 °C min"" hasta 210 °C, rampa de 3 °C min' hasta 220 °C, finalmente rampa de
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20 °C min' hasta llegar a 310 °C donde se mantuvo 5 min (Figura 4-2). El tiempo
total de analisis es de 19.5 min.

320
300
280
260
240
220

200

Temperatura (°C)

180 +

160

140

120

Tiempo (min)
Figura 4-2 Programa de temperatura para el analisis de HAP's

4.3.2 Optimizacién de la microextraccion en fase sélida para la

determinacion de HAP’s en matrices acuosas

4.3.2.1 Tipo de extraccion

En primer lugar, eligio el tipo de extraccion entre HS-SPME y DI-SPME. Para
realizarlo se usé una concentracion de 50 ng mL-' de cada HAP, se mantuvieron
constantes las condiciones de extraccion y se varid entre extraccion en espacio de
cabeza y extraccion por inmersion directa; estas pruebas se realizaron por triplicado
usando las condiciones cromatograficas descritas anteriormente, usando monitoreo
selectivo de iones (SIM), se usé la fase de extraccion PDMS — DVB 65 ym, la
temperatura fue de 50 °C, 40 min, sin adicionar NaCl ni modificar el pH.

4.3.2.2 Fase de extraccion

Se evaluaron por triplicado las fases de PDMS 100 ym, PDMS 7 ym, PA 85 ym,
PDMS-DVB 65 ym y PDMS-DVB-CAR 50/30 pym. Previo a los experimentos, las
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fases de extraccion se acondicionaron de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Las pruebas se llevaron a cabo fijando las condiciones de extraccion y
cambiando la fase, respetando el modo de extraccidn que ya se habia evaluado. Se
uso6 una concentracion de 50 ng mL-", tiempo de extraccién de 40 min y temperatura
de 50 °C.

4.3.2.2.1 Tiempo y temperatura de desorcion

Una vez elegidos el tipo y la fase de extraccion optimos, se realizaron extracciones
a las mismas condiciones de la optimizacion de la fase de extraccion y se vario el
tiempo y temperatura de desorcidn. Posterior a cada analisis se realizaron blancos
de fase para determinar si aun habia restos de los analitos en la fase. Se fijo la
temperatura del inyector 5 °C por debajo de la temperatura maxima de operacion
ya que los analitos muestran una fuerte afinidad por la fase de extraccién, esto

también provoco que el tiempo de desorcion necesario fuera largo.

4.3.2.3 Optimizacién del tiempo, temperatura de extraccion y porcentaje
de NaCl

Al igual que para BTEX, estos parametros se optimizaron estudiando el efecto que
tienen sobre la cantidad de analito extraida mediante un disefio experimental
factorial 23. No se evalud el efecto del pH porque los analitos no presentan
propiedades acido base. Los niveles se eligieron con base en lo reportado en la
literatura y en algunas pruebas experimentales previas y se muestran en la Tabla
4-5. El porcentaje de NaCl esta expresado a partir de la solubilidad maxima del
NaCl, que es de 360 g L' el 100 %.
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Tabla 4-5 Niveles de las variables usadas en el disefio experimental

Tiempo | Temperatura | Porcentaje
Niveles
(min) (°C) de NaCl (%)
Alto (+1) 60 70 80
Central (0) 50 60 40
Bajo (-1) 40 50 0

La Tabla 4-6 muestra la matriz de experimentacion, los valores se encuentran

codificados, siendo +1 para el nivel alto, 0 para el nivel medio y -1 para el nivel bajo.

Los valores reales son los valores que tomara cada factor en la experimentacion.

La secuencia se refiere al analisis segun la tabla de signos construida y dos puntos

centrales, el numero de corrida es el orden en el que se realizaron estos, son

diferentes ya que se aleatorizaron, para evitar errores sistematicos en los resultados

Tabla 4-6 Disefo experimental para la optimizacion del porcentaje de NaCl,
tiempo y temperatura de extracciéon para el analisis de HAP's

Secuencia | Tiempo | Temperatura | % de NaCl | Corrida
1 0 0 0 3
2 - - - 5
3 + - - 10
4 - + - 7
5 + + - 8
6 - - + 6
7 + - + 2
8 - + + 4
9 + + + 1
10 0 0 0 9
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4.3.2.4 Determinacion de la linealidad, precision, limites de deteccion y

cuantificacion
Una vez que se encontraron las condiciones Optimas para la determinacion de los
16 HAP’s en muestras acuosas, se prepararon curvas de calibracion por triplicado
en un intervalo de 10 a 100 ng mL™'. La precisién se midié por triplicado a
50 ng mL"' Los limites de deteccion y cuantificacién para naftaleno,
2-metilnaftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno y pireno se calcularon usando una curva de calibracion de 0.02 a 0.06
ng mL™', para los analitos restantes se uso la curva de 10 — 40 ng mL™", en ambos

casos se calcularon usando la desviacion estandar de la ordenada al origen.
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5 Resultados

5.1 Desarrollo del método para la determinacion de

BTEX

5.1.1 Analisis cromatografico

En primer lugar, mediante un barrido total de iones (SCAN), se identificaron y

obtuvieron los espectros de masas de BTEX, posteriormente a partir de los

espectros de masas se eligieron los iones para realizar el analisis por monitoreo

selectivo de iones (SIM). Las figuras 5-1 y 5-2 muestran cromatogramas tipicos

obtenidos usando las condiciones cromatograficas mencionadas en la seccion de

desarrollo experimental. La Tabla 5-1 presenta el tiempo de retencion para cada

compuesto.

Abundance]
1500000 4

1400000
1300000
1200000
1100000
1000000
300000
800000
700000
600000
500000
400000

300000

200000

100000 U

L

&
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Time-> 250 3ho 3f0 aho afo 5ho 5k

6ho 650 70

Figura 5-1 Cromatograma por barrido total de iones (SCAN) de BTEX

extraidos por HS-SPME

Concentracion afadida a la muestra: 250 ng mL™"’

(1) benceno, (2) tolueno, (3) etilbenceno, (4) m-, p-xileno, (5) o-xileno
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Time-> 250 300 350 400

450 500

550 660

650 700

Figura 5-2 Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) de BTEX
extraidos por HS-SPME

Concentracion afadida a la muestra: 250 ng mL"™"’

(1) benceno, (2) tolueno, (3) etilbenceno, (4) m-, p-xileno, (5) o-xileno

Tabla 5-1 Tiempo de retencién para BTEX

Compuesto

Tiempo de retencion (min)

Benceno
Tolueno
Etilbenceno
m-, p-Xileno

o-Xileno

2.58
3.82
5.29
5.44
5.83

El tiempo de retencion de los analitos detectados por SIM y SCAN es muy similar,

sin embargo, el analisis mediante SIM proporciona una mayor sensibilidad, lo que

permite analizar muestras a concentraciones mas pequefas, es decir, provee
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= =
menores limites de deteccién. Lo anterior es valioso para la finalidad de la

metodologia analitica ya que se realizan analisis a nivel traza.

5.1.2 Optimizacion de SPME

5.1.2.1 Fase de extraccion

Se evaluaron las fases de PDMS 100 ym, PDMS 7 ym, PA 85 ym y PDMS-DVB
65 ym. La Figura 5-3 muestra la comparacién de la respuesta de cada analito con
cada fase de extraccion. Con la fase de PA 85 uym no se obtuvieron buenos
resultados, por lo que no se observaron los picos cromatograficos correspondientes

a los analitos.

Las respuestas obtenidas con las fases de PDMS 100 um y PDMS-DVB 65 um son
similares, sin embargo, son ligeramente mayores y con menor variacion con la fase
PDMS 100 um, por lo que fue la fase de extraccion que se eligio para llevar a cabo
la metodologia.

1.8x10" 4 I PDMS 7 ym
{ [ PDMS 100 pm
1.6x107 -| I PDMS-DVB 65 pm

1.4x10" 1

1.2x107

-
o
x
-
(=]
~
1

8.0x10°

Area de Pico

<L 6.0x10° -

4.0x10°

2.0x10° 1

0.0 -

Benceno Tolueno Etilbenceno  m-, p-Xileno o-Xileno

Figura 5-3 Comparacion del area cromatografica obtenida con las diferentes
fases de extraccion evaluadas
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5.1.2.1.1 Tiempo y temperatura de desorcion

Usando la fase de PDMS 100 ym se establecio la temperatura del inyector a
250 °C, esta temperatura es suficiente para desorber los analitos de la fase de
extraccion. Se realizaron pruebas con tiempo de desorcion de 7, 5 y 3 minutos
usando las mismas condiciones de extraccidn que para la eleccion de la fase.
Después de cada extraccion se realiz6 un blanco de fase que consiste en la
exposicidon de la fase en el inyector sin previa exposicion a una muestra o estandar
y se observo que 3 minutos son suficientes para la completa desorcién de los
analitos ya que no se observan los picos cromatograficos de estos.

5.1.2.2 Tiempo, temperatura y concentracion de NaCl
Estos parametros se optimizaron usando un disefio factorial 23. La planeacion y
analisis del disefio experimental se realizé usando el software Statgraphics, mismo

que permitio la construccion de los graficos presentados a continuacion.

El analisis de los graficos de Pareto (Figura 5-4) obtenidos para cada analito indican
cuales variables tienen un efecto estadisticamente significativo en la extraccion.
Aquellos factores cuyo efecto estandarizado se encuentra sobre las lineas de corte

indican que su efecto es significativo con un intervalo de confianza del 95 %.

Las barras en color gris indican que el factor ejerce un efecto negativo en la
extraccion, es decir, la desfavorecen. Por el contrario, las barras en color verde son

factores que ejercen un efecto positivo en la extraccion.

En resumen, para BTEX el porcentaje de NaCl afadido a la muestra tiene un efecto
muy importante y positivo sobre la cantidad de analito extraido, es decir, favorecen
la extraccion. Por el contrario, la temperatura de extraccidn muestra un efecto
importante pero negativo, mientras que el tiempo de extraccion muestra un efecto
positivo, pero menos relevante. Por otro lado, las interacciones de los efectos son
estadisticamente significativas, excepto la interaccion tiempo de extraccion —

temperatura de extraccion.
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Derivado del disefio experimental, también se construyeron graficos de efectos
principales (Figura 5-5). En estos se puede observar la variacion de la respuesta
promedio de los analitos de acuerdo con el nivel minimo (-1) y maximo (+1) de cada
factor. La pendiente de la linea indica el impacto que tiene cada factor sobre la
respuesta del analito, es decir, sobre la cantidad de analito extraida.

Para todos los analitos el factor con menor impacto es el tiempo de extraccion, esto
se debe a que la extraccion se realizé bajo condiciones cercanas al equilibrio. Por
ende, cambios en el tiempo de extraccibn no provocan modificaciones tan

relevantes en la cantidad de analito extraido.

En concordancia con los graficos de Pareto, se puede observar que para todos los
analitos la temperatura de extraccion tiene un fuerte impacto, obteniendo una mayor
area de pico cromatografico cuando esta se encuentra en su nivel minimo, es decir,
a 30 °C. El porcentaje de NaCl afiadido a la muestra también tiene un fuerte impacto
sobre la respuesta, presentando una pendiente aun mas pronunciada para los
analitos mas volatiles y obteniendo mejor respuesta en su nivel maximo, es decir,
80 % 0 2.8 g de NaCl. Esto se debe a que al aumentar la concentracion de NaCl se

favorece la volatilizacion de los analitos.

Para cada analito se realiz6 una superficie de respuesta, fijando el tiempo de
extraccion en el nivel maximo (+1.0 = 20 minutos). En el eje z se puede observar el
area de pico cromatografico promedio de las repeticiones del disefio experimental.
En los ejes x y y se observa respectivamente la temperatura de extraccion (B) y la
cantidad de NaCl afiadida (C). Los graficos estan delimitados entre -1 y 1 porque

estan construidos a partir de los valores codificados de las variables.

Debido a que los analitos poseen propiedades fisicoquimicas parecidas, responden
de forma similar a los cambios en las condiciones de extraccidn y por consecuencia
sus superficies de respuesta son parecidas, respetando la diferencia en las areas
de pico cromatografico.
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Figura 5-4 Graficos de Pareto estandarizados para BTEX derivados del
diseno experimental
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La informacion derivada del disefio experimental es de suma importancia para la
optimizaciéon de las condiciones de extraccion evaluadas, ya que permitio la

optimizacion conjunta de las respuestas de los analitos estudiados.

Tomando en cuenta el analisis anterior se pueden optimizar los factores,
determinando la combinacién de aquellos que permitan maximizar la respuesta de
todos los analitos. La Figura 5-7 muestra la superficie de respuesta multiple en
términos de deseabilidad (respuesta analitica deseable) los valores de temperatura
y NaCl afadido que maximizan el area de pico cromatografico de todos los analitos.

Se observa que la maxima deseabilidad (cercana a la unidad) se obtiene cuando el
tiempo de extraccion es igual a 1 (20 min), la temperatura de extraccion es -1 (30
°C) y el porcentaje de NaCl es 1 (80%).

Tiempo de extraccion=1.0

Deseabilidad

e
o
FAN
li
- O
o ©

Figura 5-7 Grafico de deseabilidad para BTEX

B: temperatura de extraccion

C: % de NaCl anadido

En vista de que, para todos los analitos, la superficie de respuesta se ajusta bien a
los datos experimentales, se puede realizar una extrapolacién para establecer una
combinacion de factores que pueda mejorar aun mas la respuesta de los analitos.

En este caso, se realizd una extrapolacion desde el punto 6ptimo del disefio
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observado y se encontré que los valores que representan una mayor deseabilidad .
son (en forma codificada): tiempo de extraccion 1.07, temperatura de extraccion
-1.14 y porcentaje de NaCl 1.16. Al pasar los factores de su valor codificado al valor
real, estas condiciones son tiempo de extraccion 20.55 min, temperatura de
extraccion 28.61 °C y porcentaje de NaCl 86.4 % (3.11 g). Debido a la resolucion
del termdmetro usado, se prefirid fijar la temperatura en 30 °C; ya que el tiempo de
extraccion es el factor menos significativo se fijo en 20 min y en vista de que el

porcentaje de NaCl tiene un gran impacto, se afnadieron 3.11 g de NaCl.

En la Tabla 5-2 se presentan las condiciones optimizadas para el analisis de BTEX

en muestras acuosas mediante el uso de microextraccion en fase soélida.

Tabla 5-2 Variables éptimas para la determinacién de BTEX
por HS-SPME-GC-MS

Variable Valor optimizado
Fase de extraccion PDMS 100 pym
Tipo de extraccion HS
Agitacion Agitacion magnética a 1200 rpm
Volumen de muestra 10 mL
Volumen del vial 20 mL
Tiempo de extracciéon 20 min
Temperatura de extraccion 30°C
Porcentaje de NaCl 86.4 % (3.11 g)
Temperatura de desorcién 250 °C
Tiempo de desorcion 3 min

5.1.2.3 Determinacidn de la linealidad, precision, limite de deteccion y

cuantificacion

la NOM-127-SSA1-1994
(modificacién 2000) para BTEX va de 10 a 700 ng mL™", al ser un intervalo muy

El intervalo de concentraciones establecido por

amplio, se evalud la linealidad en dos intervalos de concentraciones, de 10 a 100
ng mL"y de 100 a 850 ng mL™". Cada curva de calibracion se realizé por triplicado.
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La Tabla 5.3 muestra el ajuste lineal de ambas curvas para cada analito. En las

figuras 5-8 y 5-9 se pueden observar las curvas de calibracion por SPME para

benceno, tolueno, etilbenceno, m-xileno + p-xileno y o-xileno.
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Figura 5-9 Curvas de calibracion de 100 - 850 ng mL-' para BTEX

Cada punto se realizé por triplicado y en la grafica se presenta el promedio y su desviacién estandar

(barras de error), ademas se presenta el coeficiente de determinacién para el ajuste lineal
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Tabla 5-3 Ajuste lineal para BTEX

©

Ajuste

lineal Benceno | Tolueno | Etilbenceno | m-, p-Xileno | o-Xileno
o - m 1207.3 4227.8 8694.7 14096.6 9708.7
S_’I 75' b 8066.6 83997.9 132348.5 243569.5 129354 .4
2 2| R 0.99744 | 0.99376 0.99472 0.99287 0.99648
o _ 849.1 3322.5 8104.1 16743.1 9909.4
E‘.I? TEI b 113775.5 | 369521.9 397576.7 249525.9 372659.9
§ 2| Rre 0.99154 | 0.99687 0.99901 0.99959 0.99934

El coeficiente de determinacion (R?) es mayor a 0.99 en todos los casos, lo que

indica un buen ajuste lineal de las curvas de calibracion.

Por otra parte, se evalu6 la precision en tres niveles de concentracion (10, 100 y
500 ng mL-") con n = 6; para todos los analitos y en los tres niveles de concentracion
se obtuvieron valores de % CV menores al 5 % lo que indica poca variabilidad de

los resultados. El

método muestra buena precision ya que al evaluar
concentraciones a nivel de ng mL™" se considera como nivel aceptable de hasta 30%

de CV.

En la Tabla 5-4 se presentan los valores de % CV para cada analito y nivel de

concentracion.
Tabla 5-4 Valores de precisiéon para BTEX
% CV
Analito 10 ng mL" 100 ng mL"" 500 ng mL""
Benceno 2.8 41 3.8
Tolueno 4.8 3.7 3.9
Etilbenceno 4.3 3.5 4.8
m-, p-Xileno 3.6 2.2 4.5
o-Xileno 2.7 2.2 4.7
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Adicionalmente se calcularon los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ)
mediante una curva de calibracion de 1 a 4 ng mL' de acuerdo con las
especificaciones de la Guia de Validacion de Métodos Analiticos editada por el
Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos de México. La Tabla 5-5
muestra los valores del limite de deteccion y cuantificacion para cada analito.

Tabla 5-5 Limites de deteccidén y cuantificacion para BTEX determinados por
HS-SPME-GC-MS

LOD LOQ
Analito
(ng mL") [ (ng mL"")

Benceno 0.1 0.3

Tolueno 0.2 0.5
Etilbenceno 0.2 0.6
m-, p-Xileno 0.4 1.1

o-Xileno 0.2 0.6

5.1.3 Analisis de muestras acuosas mediante el uso de la
técnica HS-SPME-GC-MS para la determinacion de
BTEX

Se analizaron 9 muestras acuosas, para la determinacién de BTEX. Cada muestra
se analizd por triplicado y previamente se realizé un analisis usando la técnica
optimizada de SPME pero usando el detector de masas en modo SCAN, esto para
determinar si existian compuestos que actuaran como interferentes. En ninguna de

las muestras se obtuvieron picos cromatograficos significativos de interferentes.

Se analizaron muestras de diferentes matrices, agua potable, ambiental y residual,

sin embargo, no se determin¢ si existe un efecto de matriz.

Las figuras 5-10 y 5-11 son cromatogramas tipicos obtenidos para muestras
analizadas por HS-SPME-GC-MS. Los tiempos de retencion de los compuestos en
todas las muestras coinciden con los tiempos de retencién que se obtuvieron

usando el estandar de BTEX, confirmando la presencia de estos analitos.
89
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Figura 5-10 Cromatograma de BTEX extraidos por HS-SPME de una muestra
de agua potable del manantial de Cerro Colorado, Hidalgo
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Figura 5-11 Cromatograma de BTEX extraidos por HS-SPME de una muestra
de agua potable de la alcaldia Venustiano Carranza de la Ciudad de México
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En las muestras no se detectd benceno y el analito con mayor presencia es el
tolueno. El tolueno, etilbenceno, m-, p-xileno y o-xileno se encuentran por encima
del limite de deteccion, pero por debajo del limite de cuantificacion de la
metodologia. Los resultados se encuentran en la Tabla 5.6.

Dado que los limites de cuantificacién de la metodologia se encuentran entre 0.3 y
1.1 ng mL" y las muestras se encuentran por debajo de estos significa que las
muestras poseen una concentracion menor de los analitos. Por ende, tienen una
concentracion menor al limite maximo permisible establecido en la
NOM-127-SSA1-1994 (modificacion 2000).

Para obtener mejores resultados en el caso del analisis de muestras de agua
residual o sobrenadante de lodo residual se recomienda determinar si existe efecto
de matriz ya que es probable que los analitos se adhieran a particulas de materia
organica, lo que provoca resultados poco exactos. De igual modo se sugiere que
las muestras se analicen de forma inmediata a su recoleccion, para evitar pérdidas
de analitos por evaporacion y en todo caso resguardar en refrigeracion.

Tabla 5-6 Resultados de las muestras acuosas analizadas por
HS-SPME-GC-MS para la determinacion de BTEX

>

Muestra Benceno | Tolueno | Etilbenceno | m-,p-Xileno | o-Xileno
Agua embotellada ND >LOQ ND ND ND
Sobrenadante de
ND >L0Q ND ND ND
lodo residual
Agua potable de un
bebedero de la
ND >L0Q >L0OQ >L0OQ >LOQ
Facultad de
Quimica

Agua potable
residencial de la ND >LOQ >LOQ >LOQ >LOQ

alcaldia Iztapalapa
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Continuacién Tabla 5-6 Resultados de las muestras acuosas analizadas por
HS-SPME-GC-MS para la determinacion de BTEX
Muestra Benceno | Tolueno | Etilbenceno | m-,p-Xileno | o-Xileno
Agua potable
residencial de la
ND >L0Q >L0Q >L0Q >L0Q
alcaldia Venustiano
Carranza
Agua residual de
ND >L0Q ND ND >LOQ
Cerro Colorado
Agua potable del
manantial de Cerro ND >LOQ >L0Q >L0Q >LOQ

Colorado

ND: no detectado;

>LOQ: menor al limite de cuantificacion
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5.2 Desarrollo del método para la determinacion de
HAP’s

5.2.1 Analisis cromatografico

Al igual que en el analisis de BTEX, primeramente se llevo a cabo un barrido total
de iones (SCAN) para identificar los tiempos de retencion y obtener de los espectros
de masas de los 16 HAP’s de estudio, posteriormente se eligieron los fragmentos
carga/masa para poder realizar el monitoreo selectivo de iones (SIM). Las figuras
5-12 y 5-13 muestran cromatogramas tipicos obtenidos usando las condiciones
cromatograficas mencionadas anteriormente. La Tabla 5-7 muestra el tiempo de

retencion para cada compuesto.
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Figura 5-12 Cromatograma por barrido total de iones (SCAN) de HAP's extraidos
por DI-SPME

Concentracion 50 ng mL™": (1)naftaleno, (2) 2-metilnaftaleno, (3) acenaftileno, (4)
acenafteno, (5) fluoreno, (6) fenantreno, (7) antraceno, (8) fluoranteno, (9) pireno,
(10) benz(a)antraceno, (11) criseno, (12) benzo(b)fluoranteno,

(13) benzo(k)fluoranteno, (15) indeno(1,2,3-cd)pireno + dibenz(a,h)antraceno,

(16) benzo(g,h,i) perileno 93
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Figura 5-13 Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) de HAP's

extraidos por DI-SPME

Concentracion 50 ng mL™": (1)naftaleno, (2) 2-metilnaftaleno, (3) acenaftileno, (4)

acenafteno, (5) fluoreno, (6) fenantreno, (7) antraceno, (8) fluoranteno, (9) pireno,

(10) benz(a)antraceno, (11) criseno, (12) benzo(b)fluoranteno,

(13) benzo(k)fluoranteno, (15) indeno(1,2,3-cd)pireno + dibenz(a,h)antraceno,

(16) benzo(g,h,i) perileno

Tabla 5-7 Tiempo de retencion de HAP's

Compuesto Abreviatura Tiempo de retenciéon (min)

Naftaleno NAF 2.78
2-metilnaftaleno MNAF 4.07
Acenaftileno ACEL 5.72
Acenafteno ACE 6.06
Fluoreno FLU 6.66
Fenantreno FEN 7.95
Antraceno ANT 8.02

Fluoranteno FLT 10.35
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Continuacién Tabla 5-7 Tiempo de retencion de HAP's
Compuesto Abreviatura | Tiempo de retencion (min)
Pireno PIR 10.83
Benz(a)antraceno BAA 13.07
Criseno CRI 13.14
Benzo(b)fluoranteno BBF 14.64
Benzo(k)fluoranteno BKF 14.60
Indeno(1,2,3-cd)pireno + Dibenz(a,h)antraceno | IND + DBA 16.72
Benzo(g,h,i)perileno BGP 17.13

5.2.2 Optimizacion de SPME

5.2.2.1 Tipo de extraccion

Debido a que en el grupo de 16 HAP’s estudiados hay hidrocarburos aromaticos
policiclicos de bajo y alto peso molecular las propiedades fisicoquimicas no son tan
similares entre si, por lo que fue necesario evaluar ambos tipos de microextraccion

en fase sdlida (HS y Dl).

La Figura 5-14 muestra los resultados obtenidos para pruebas por triplicado en los
que se evaluo el tipo de extraccion. Los analisis se llevaron a cabo usando una fase
de PDMS-DVB de 65 um, a una concentracion de 50 ng mL™", las condiciones de
tiempo, temperatura y porcentaje de sal permanecieron constantes y solo se vario
el tipo de extraccion, que se llevo a cabo en el espacio de cabeza o mediante

inmersion directa.

Los HAP'S tienen volatilidades significativamente distintas entre si. Para los analitos
mas volatiles se obtiene mayor area de pico cuando la extraccion se lleva a cabo en
el espacio de cabeza, sin embargo, para los analitos de mayor peso molecular

(menos volatiles) no se observa una sefal cromatografica porque no logran
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volatilizarse para después ser extraidos por la fase de extraccion. Por ende, se eligio

la extraccion por inmersion directa para las siguientes pruebas.

7000000 oy 1)
| CJHs

6000000 -
5000000 —
4000000

3000000

Area de pico

2000000

1000000

04
$?g ®$?g ?g)@\’ vg)((’ Q\/0 QQ/$ S Q\;\ Q& %Vy O® %%{( @‘{gxo@v Q’OQ
&
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Figura 5-14 Evaluacion del tipo de extraccion de los HAP's

5.2.2.2 Fase de extraccion

Se evaluaron las fases de PDMS 100 ym, PDMS 7 ym, PA 85 ym, PDMS-DVB
65 ym y PDMS-DVB-CAR 50/30 ym. La Figura 5-15 compara el area de pico
cromatografico obtenida para cada analito con cada una de las fases de extraccion.
No se muestran los resultados de las fases de PA 85 um y PDMS 7 ym ya que no
se observo respuesta para todos los analitos, por lo que no son fases
recomendables para llevar a cabo el analisis.

Se observa que los HAP’s de menos de 18 carbonos en su estructura muestran
buenos resultados con la fase de extraccion PDMS-DVB-CAR 50/30 ym mientras
que aquellos hidrocarburos mas grandes muestran mejores resultados con la fase
de extraccion PDMS-DVB 65 um. Esto se debe a la diferencia en las constantes de
distribucion de cada analito con las fases. La fase de PDMS 100 ym muestra menor

respuesta cromatografica para casi todos los analitos. Se eligié6 como fase de
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_
extraccion la fase de PDMS-DVB 65 ym ya que, si bien se reduce la respuesta para
los analitos de bajo peso molecular, no se sacrifica tanto la respuesta de los analitos

de alto peso molecular.

8000000 — | PDMS - DVB 65 um
{ [ PDMS - DVB - CAR 50/30 um

6000000 —

5000000

4000000 —

3000000

2000000 —

1000000 —

0

Area de pico

@;\@{(@"V @ & T o o e
O
Figura 5-15 Comparacioén del area cromatografica obtenida con las
diferentes fases de extraccién evaluadas

5.2.2.2.1 Tiempo y temperatura de desorcion

Se observd que los analitos presentaban una fuerte afinidad hacia la fase de
extraccion, por lo que fue necesario establecer la temperatura del inyector 5 °C por
debajo de la temperatura maxima de operacion de la fase, para evitar danos a esta.
A pesar de esto, el tiempo de desorcion se alargé hasta 15 min, ya que a menores
tiempo de desorcion y concentraciones mayores a 50 ng mL™" se observa un efecto
de acarreamiento debido a que la desorcion no se realiza por completo. Esto indica
que la desorcion de los analitos se lleva a cabo de forma lenta, lo que provoca un
ensanchamiento en los picos cromatograficos, aun cuando se aumenta el flujo de

gas acarreador en la columna.
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5.2.2.3 Tiempo, temperatura y concentracion de NaCl

Estos parametros se optimizaron usando un disefio factorial 23. De acuerdo con lo
que se observa en los graficos de Pareto (Figura 5-16) el tiempo y la temperatura
de extraccion no muestran ser estadisticamente significativos para la mayoria de
los analitos. Los resultados indican que para los analitos mas volatiles el porcentaje
de NaCl afadido tiene un efecto positivo sobre la cantidad de analito extraido, sin
embargo, esto solo funciona para los dos analitos mas volatiles, para el resto el
efecto es contrario, es decir, un mayor porcentaje de NaCl afecta negativamente la

cantidad de analito extraido.

Al analizar los graficos de efectos principales (Figura 5-17) se observa que el factor
con menor efecto es el tiempo de extraccion, el porcentaje de NaCl mejora los
resultados para el naftaleno, 2-metilnaftaleno y acenaftileno; para el resto de los
analitos al aumentar el porcentaje de NaCl disminuye la cantidad de analito extraido.
El aumento en la temperatura de extraccion muestra un efecto contradictorio entre
los analitos, para los HAP’s de menos de 18 carbonos en su estructura, la respuesta
aumenta cuando la temperatura esta en su nivel bajo y para los HAP’s de mas

carbonos la respuesta aumenta a mayor temperatura.

Para cada analito se trazo la grafica de superficie de respuesta (Figura 5-18). En el
eje z se puede observar el area de pico cromatografico, en los ejes x y y se observa
respectivamente la temperatura de extraccion (A) y el porcentaje de NaCl anadida
(C). Para la realizacion de estas graficas se fijo el tiempo de extraccion en el nivel
maximo (+1.0 = 60 minutos) ya que favorece la extraccion de la mayoria de los
analitos. Las graficas estan delimitadas entre -1 y 1 porque se construyeron a partir
de los valores codificados de las variables.

Ambos factores presentan discrepancia en el efecto que causan en la extraccion de
los analitos, es decir, mientras que para algunos favorecen la extraccion para otros
la desfavorecen, lo que ocasiona que no haya una combinacion de valores que

favorezcan al maximo a todos los analitos.
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A: temperatura de extraccion B: tiempo de extraccidon C: % de NaCl anadido
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A: temperatura de extraccion C: % de NaCl anadido

A pesar de lo que se menciono6 anteriormente, se pueden optimizar estos factores,
determinando la combinacion de factores que permitan obtener la mejor respuesta

de todos los analitos en conjunto.

La Figura 5-19 muestra la superficie de respuesta multiple, la cual muestra en
términos de deseabilidad (respuesta analitica deseable) los valores de temperatura
y tiempo de extraccidn que favorecen la extraccion de los analitos. Se observa que

la deseabilidad es poco mayor a 0.6 esto se debe a que, como se menciond antes,
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los analitos poseen propiedades fisicoquimicas variadas, por lo que es dificil
establecer condiciones que maximicen la respuesta de todos los analitos. Se puede
observar que la maxima deseabilidad se logra cuando el tiempo de extraccion esta
en su nivel alto (60 minutos) y la temperatura y el porcentaje de NaCl en su nivel

5 Resultados W

bajo (50 °C y 0 %), por lo que esas condiciones se establecieron como 6ptimas.
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La Tabla 5-8 muestra las condiciones optimizadas para el analisis de HAP’s en

muestras acuosas mediante el uso de microextraccion en fase solida.

Tabla 5-8 Valores 6ptimos para la determinacién de HAP's
por DI-SPME-GC-MS

Variable

Valor optimizado

Fase de extraccion
Tipo de extraccién
Agitacion
Volumen de muestra
Volumen del vial
Tiempo de extraccion
Temperatura de extraccion
Porcentaje de NaCl
Temperatura de desorcién
Tiempo de desorcion

PDMS-DVB 65 pm
DI
Agitacion magnética a 1200 rpm
10 mL
20 mL
60 min
50 °C
0 %
265 °C
15 min
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5.2.2.4 Determinacion de la linealidad, precision, limite de deteccion y

cuantificacion

La linealidad del método se evaluo en un intervalo de 10 a 100 ng mL-" por triplicado.

La Tabla 5-9 muestra el ajuste lineal para cada analito. Se observa que las curvas

de calibracion tienen valores de R? mayores a 0.99, exceptuando el caso del

naftaleno y de la suma del indeno(1,2,3-cd)pireno + dibenz(a,h)antraceno cuyos

valores de R? son mayores a 0.98. La Figura 5-20 muestra las curvas de calibracion

para cada analito.

Tabla 5-9 Ajuste lineal para HAP's

Analito m b R?
Naftaleno 18983.1 269559.8 0.98978
2-metilnaftaleno 46695.2 1247300 0.99546
Acenatftileno 36864.2 1425480 0.99253
Acenafteno 62614.1 1484470 0.99081
Fluoreno 104689.9 1667080 0.99185
Fenantreno 106385.6 843448.4 0.99522
Antraceno 100999.6 827671.2 0.99171
Fluoranteno 140997 -10056.4 0.99646
Pireno 112136.4 962366.8 0.99565
Benz(a)antraceno 34027.5 956936 0.99575
Criseno 18137.9 995743.7 0.99776
Benzo(b)fluoranteno 23218.1 492371.6 0.99242
Benzo(k)fluoranteno 6018.9 812204.8 0.99009
Indeno(1,2,3-
cd)pireno + 8883.2 140237.8 0.98699
Dibenz(a,h)antraceno
Benzo(g,h,i)perileno 1110.7 76204.2 0.98239
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Figura 5-20 Curvas de calibracion de 10 a 100 ng mL™' de HAP's
Cada punto se realizo por triplicado y en la grafica se presenta el promedio y su desviacion

estandar (barras de error), ademas se presenta el coeficiente de determinacion para el ajuste {ipgal
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Cada punto se realiz6 por triplicado y en la grafica se presenta el promedio y su desviacion

estandar (barras de error), ademas se presenta el coeficiente de determinacion para el ajuste lineal
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Cada punto se realiz6 por triplicado y en la grafica se presenta el promedio y su desviacion

estandar (barras de error), ademas se presenta el coeficiente de determinacion para el

La precision se evaluo por triplicado a 50 ng mL™" la Tabla 5-10 muestra los valores
de %CV calculados para cada analito. Para todos los analitos se obtuvieron valores
menores al 8 % de coeficiente de variacion. Al igual que para BTEX, la metodologia
muestra buena precisidn, puesto que al evaluar concentraciones a niveles traza se

considera como nivel aceptable hasta el 30 % de CV.
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Tabla 5-10 Valores de precision para HAP’s

Analito % CV
Naftaleno 3.1
2-metilnaftaleno 2.3
Acenatftileno 54
Acenafteno 4.5
Fluoreno 6.0
Fenantreno 7.5
Antraceno 7.6
Fluoranteno 7.4
Pireno 7.9
Benz(a)antraceno 3.5
Criseno 4.3
Benzo(b)fluoranteno 26
Benzo(k)fluoranteno 1.7
Indeno(1,2,3-cd)pireno + 18

Dibenz(a,h)antraceno

Benzo(g,h,i)perileno 3.1

Los limites de deteccidn y cuantificacion se calcularon mediante una curva de
calibracion de acuerdo con las especificaciones de la Guia de Validacion de
Métodos Analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos de México. Los analitos naftaleno, 2-metilnaftaleno, acenaftileno,
acenafteno fluoreno, fenantreno antraceno, fluoranteno y pireno presentan limites
de deteccion muchos mas pequefios (0.001 —0.009 ng mL™") y se calcularon usando
una curva de calibracion de 0.02 a 0.06 ng mL-", para los otros analitos se uso la
curva de 10 — 40 ng mL" y presentan valores entre 1.6 y 6.6 ng mL™". La gran
diferencia entre los limites de deteccion se debe nuevamente a las diferentes

propiedades fisicoquimicas de los analitos, éstos ultimos podrian alcanzar limites

113



5 Resultados W

——
mas bajos en caso de que se aumente la temperatura de extraccion. La Tabla 5-11
muestra los valores del limite de deteccion y cuantificacion para cada analito.

Tabla 5-11 Limites de deteccién y cuantificacion para HAP's determinados
por DI-SPME-GC-MS

Analito LoD Loq
(ng mL") [ (ng mL")
Naftaleno 0.009 | 0.027
2-metilnaftaleno 0.001 0.004
Acenaftileno 0.001 0.003
Acenafteno 0.004 0.011
Fluoreno 0.004 0.012
Fenantreno 0.004 0.012
Antraceno 0.001 0.002
Fluoranteno 0.005 0.015
Pireno 0.004 0.011
Benz(a)antraceno 1.6 4.9
Criseno 3.1 9.4
Benzo(b)fluoranteno 25 7.6
Benzo(k)fluoranteno 3.4 10.3
Indeno(1,2,3-cd)pireno +
Dibenz(a,h)antraceno 8 145
Benzo(g,h,i)perileno 6.6 20.0

5.2.3 Analisis de muestras acuosas mediante el uso de la
técnica DI-SPME-GC-MS para la determinacién de HAP’s

Se analizaron 4 muestras acuosas para la determinacién de HAP’s. Cada muestra
se analizd por triplicado y previamente se realizd una prueba usando la técnica
optimizada de SPME, pero usando el detector de masas en modo SCAN esto para
determinar si existian compuestos que actuaran como interferentes para la

determinacién de HAP’s. En ninguna de las muestras se obtuvieron picos
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cromatograficos significativos de interferentes. En las muestras se detectaron pocos
analitos y todos por debajo del limite de cuantificacion lo que indica poca presencia
de HAP’s en agua potable, sin embargo, en México no existe un valor del limite
maximo permisible para estos compuestos. Los resultados se encuentran en la
Tabla 5-12.

En este caso se analizaron unicamente muestras de agua potable y superficial
porque al realizarse la extraccidén por inmersion directa (DI), la vida util de la fase de
extraccion se reduce.

Tabla 5-12 Resultados de las muestras acuosas analizadas por DI-SPME-GC-
MS para la determinacién de HAP’s

A
potagreadel AQU:ePS r:able Ag u.a .
Muestra Agua manantial | bebedero de superf|’C|aI

embotellada del rio

de Cerro la Facultad Tula
Colorado de Quimica

NAF ND ND ND ND
ACEL ND ND ND ND

ACE ND ND >LOQ >L0Q
FLU ND ND >LOQ ND
FEN ND ND ND ND
ANT ND ND >LOQ ND
FLT ND ND >LOQ ND
PIR ND ND >LOQ ND
BAA ND ND >LOQ ND
CRI ND ND >LOQ ND
BBF ND ND ND ND
BKF ND ND ND ND
BAP ND ND ND ND

IND +

DBA ND ND ND ND
BGP ND ND ND ND

ND: no detectado; >LOQ: por debajo del limite de cuantificacion
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6 Conclusiones

Se implementaron dos métodos analiticos basados en la técnica de microextraccion
en fase soélida (SPME) seguido del analisis por cromatografia de gases acoplada a
detector selectivo de masas (GC-MS) para la determinacién de BTEX y 16 HAP’s
en distintas matrices acuosas en el Laboratorio de Ingenieria Ambiental del Instituto
de Ingenieria de la UNAM.

Se optimizaron los parametros de: tipo de extraccién, fase de extraccion,
temperatura de desorcion, tiempo de desorcion, porcentaje de NaCl, tiempo y
temperatura de extraccion, utilizados en la microextraccion en fase soélida para el
analisis de BTEX y HAP's.

Las condiciones Optimas para el analisis de BTEX por HS-SPME-GC-MS son: fase
de extraccion PDMS 100 ym, 10 mL de muestra mas 3.11 g de NaCl, en viales
sellados de 20 mL durante 20 minutos de extraccion a 30 °C; desorcion térmica en
el inyector del cromatégrafo a 250 °C durante 3 minutos. Este método presenta
linealidad en el intervalo de 10 a 850 ng mL™", con un porcentaje de desviacion
estandar relativo menor al 5 % en todo el intervalo lineal. Los limites de deteccion
del método varian de 0.1 a 0.4 ng mL™" y los limites de cuantificacién de 0.3 a 1.1

ng mL™".

Las condiciones optimas para el analisis de HAP's por DI-SPME-GC-MS son: fase
de extraccion PDMS-DVB 65 pym, 10 mL de muestra en viales sellados de 20 mL
durante 60 minutos de extraccion a 50 °C; desorcion térmica en el inyector del
cromatoégrafo a 265 °C durante 15 minutos. El método presenta linealidad para los
16 analitos en el intervalo de 10 a 100 ng mL, con un porcentaje de desviacién
estandar relativo menor al 8 % en el intervalo lineal. Los limites de deteccion del
método van de 0.001 a 6.6 ng mL™ y los limites de cuantificacién de 0.003 a 20.0

ng mL™".
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Se determinaron BTEX con el método optimizado en muestras de agua potable,
embotellada, residual, superficial y sobrenadante de lodo residual. Para el caso de
la determinacion de HAP’s se us6 el método optimizado en muestras de agua
potable, embotellada y superficial. En ambos casos se los compuestos encontrados
estan por debajo del limite de cuantificacion de los métodos.

Para BTEX y HAP's los métodos se pueden automatizar, son libres de disolventes
organicos por lo que no generan residuos quimicos y tienen tiempos de analisis
cortos (60 y 20 minutos) en comparacion con técnicas tradicionales de preparacion

de la muestra.

Los métodos desarrollados para el analisis de estos analitos en muestras acuosas
presentan un costo aproximadamente 20 % menor en comparacion con métodos

tradicionales como SPE.

El método para la determinacion de BTEX se puede aplicar para evaluar el
cumplimiento de la NOM-127-SCFI (modificacion 2000), ya que presenta linealidad
en el intervalo requerido y menores limites de deteccion al limite maximo permisible

de los analitos.
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