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Resumen

Se optimizaron las condiciones de extraccién (fase extractante, porcentaje de NaCl
ahadido, asi como temperatura y tiempo de extraccion) para el analisis de 20
plaguicidas organoclorados y un bifenilo policlorado usando microextraccion en fase
solida (SPME) seguida de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas (GC-MS).

Para la implementacion del método se disefid un programa cromatografico que
permitiera la separacion de los analitos. Todas las extracciones se llevaron a cabo en
la modalidad head-space (HS), utilizando una fase de divinilbenceno-carboxen-

polidimetilsiloxano (DVB-CAR-PDMS).

La obtencién de las condiciones de tratamiento de la muestra que aumentan
simultaneamente el area de sefial cromatografica de los analitos se llevd a cabo
utilizando un disefio experimental Box-Behnken 33 (tres factores en tres niveles) y
aplicando una metodologia de superficie de respuesta (RSM) para el analisis

estadistico y el calculo de los valores 6ptimos de cada factor.

Ademas se realiz6 una prevalidacién del método con la finalidad de evaluar su
desempefio analitico e identificar los factores a mejorar para su futura
implementacién en el monitoreo de la calidad de agua potable de acuerdo a los

parametros establecidos por la NOM-127-SSA1-1994 (modificacion 2000).

Las curvas de calibracion para todos los plaguicidas se construyeron en el intervalo
lineal de 1 pg/L a 6 pg/L, obteniendo coeficientes de correlacion entre 0.9646-0.9999,
limites de cuantificacion (LC) de 0.5 a 2.9 pg/L y limites de deteccién (LD) de 0.2 a
1.4 pg/L.



1. Introduccién

El agua es esencial para la vida, pero la cantidad de agua disponible en la Tierra es
limitada y, con el rapido avance de la industrializacion y el acelerado crecimiento de
las poblaciones humanas aumenta la demanda de agua de alta calidad para fines
domésticos y actividades econdmicas, incrementando la presion sobre este valioso
recurso, cuya calidad puede verse comprometida por la presencia de contaminantes

como agentes infecciosos y productos quimicos téxicos.'?

El agua de consumo inocua (agua potable) es adecuada para todos los usos
domeésticos habituales, incluida la higiene personal, y no ocasiona ningun riesgo
significativo para la salud cuando se consume durante toda una vida, teniendo en
cuenta las diferentes vulnerabilidades que pueden presentar las personas en las

distintas etapas de su vida.?

El acceso al agua potable ha sido reconocido por la ONU como un derecho humano
fundamental; todas las personas deben disponer de un suministro suficiente, inocuo
y accesible. Es por esto que en el afio 2000, la ONU planted proveer agua segura a
las personas alrededor del mundo y promover el uso sostenible de los recursos como
parte de los Objetivos de Desarrollo del Milenio y, mas recientemente se incluyo
entre los 17 objetivos de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible el objetivo
numero 7: Garantizar la disponibilidad y la gestion sostenible del agua y el

saneamiento para todos."*>

La mejora del acceso al agua potable proporciona beneficios tangibles para la salud,
por lo que debe realizarse el maximo esfuerzo para lograr que el agua de consumo
sea lo mas inocua posible. La gestion de la calidad de agua contribuye directa e

indirectamente al cumplimiento de estos objetivos y, la verificacion de la calidad del



agua de consumo proporciona informacion sobre el funcionamiento general del
sistema de abastecimiento de agua y sobre la calidad final del agua suministrada a

los consumidores.>®

Los llamados contaminantes organicos persistentes (COPs) es un grupo de
compuestos considerado como prioritario por su alta toxicidad, persistencia y
bioacumulacion; este grupo incluye a los compuestos organicos policlorados como
plaguicidas y bifenilos. A pesar de los efectos nocivos de estos compuestos la Norma
Oficial Mexicana sobre agua para uso y consumo humano, NOM-127-SSA1-1994
(modificacién 2000), solo incluye limites maximos permisibles para un grupo

reducido de plaguicidas organoclorados.

Comunmente la calidad del agua se determina comparando las caracteristicas fisicas
y quimicas de una muestra de agua con estandares o normas de calidad. Las normas
y estandares de calidad para agua potable estan disefiados para hacer posible el
suministro de agua limpia y segura para el consumo humano. Estas estan basadas
usualmente en niveles de toxicidad aceptables evaluados cientificamente para
humanos u organismos acuéticos® y suelen indicar los limites de concentracion
maximos permisibles de los contaminantes asi como los métodos analiticos

recomendados.

Para verificar el cumplimiento de dichas normas es necesario el monitoreo continuo
de la calidad del agua. Existe una amplia variedad de métodos analiticos para la
extracciéon, determinacion y cuantificacion de compuestos quimicos en agua; sin
embargo los métodos convencionales como la extraccion liquido-liquido y la
extracciéon en fase solida involucran el uso de grandes volumenes de muestra o de
disolventes organicos contradiciendo los principios de la quimica verde vy

representando un riesgo ambiental.



Actualmente, la tendencia es la busqueda de métodos que permitan llevar a cabo el
analisis cualitativo y cuantitativo de muestras minimizando los residuos generados a
la vez que se disminuye el tiempo de analisis y el uso de reactivos quimicos,
enfocandose principalmente en el tratamiento de la muestra. De entre las técnicas
que han surgido siguiendo esta filosofia, la microextraccion en fase solida (SPME) es
una de las mas destacadas pues conjunta los pasos de extraccion, preconcentracién
e inyeccién en un sélo paso, ademas de que puede acoplarse facilmente a un sistema

de cromatografia de gases o de liquidos.

En este trabajo se determinaron las condiciones de tiempo, temperatura y
concentracion de NaCl que favorecen la extraccion simultanea de 21 plaguicidas
organoclorados y un bifenilo policlorado, es decir la combinacion de valores de estos
factores en la aplicacion de la SPME que generan un aumento en el area de sefal
cromatografica para la mayoria de los analitos al analizarlos por cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas.

Las ventajas que presenta este método son la disminucion del volumen de muestra
requerido, la eliminacién de residuos generados en su tratamiento y la disminucién
del tiempo de extraccion frente a los métodos tradicionalmente utilizados como la

extraccion liquido-liquido y la extraccién en fase solida.



2. Antecedentes

La contaminacion de las fuentes de agua dulce con compuestos quimicos
industriales, que son liberados deliberadamente al ambiente, es uno de los
problemas ambientales clave de hoy en dia. Mas de una tercera parte del agua dulce
renovable accesible en la tierra se usa para fines agricolas, industriales y domésticos,
y la mayoria de estas actividades conducen a la contaminacién de agua con diversos

compuestos sintéticos.’

2.1.Contaminantes Organicos Persistentes

De entre los varios tipos de contaminantes presentes en el agua, los contaminantes
organicos persistentes (COPs) como los plaguicidas organoclorados (POCs), los
bifenilos policlorados (BPCs), polibromodifenil éteres (PBDEs) y los per- vy
poliflouroalquilos (PFAs) y sus productos de degradacién han sido los mas
investigados en las Ultimas décadas debido a su persistencia, toxicidad, distribucién
global, su potencial bioacumulacién y su dificil disposicién y manejo directo por
tratamientos biolégicos. Muchos COPs son mutagénicos y carcindgenos, algunos
dafan los sistemas endocrino y nervioso humanos ademas de poner en peligro el

balance ecolégico. &1°

En mayo del 2004 entro en vigencia el Convenio de Estocolmo, el cual es un tratado
internacional que tiene como objetivo de proteger la salud humana y el medio
ambiente frente a los contaminantes organicos persistentes. En él mas de 150 paises,
incluido México, se comprometieron a tomar medidas para eliminar o reducir la
introduccion de COPs al ambiente, promover practicas y tecnologias que permitan
reemplazarlos y prevenir el desarrollo de nuevos COPs. El convenio incluye una lista

de compuestos quimicos para la eliminacidn o restriccidn de su uso a nivel global.™



Los compuestos organoclorados tales como los bifenilos policlorados vy los
plaguicidas clorados son conocidos por ser contaminantes organicos persistentes

(COPs) de origen exclusivamente antropogénico.’

2.2.Bifenilos policlorados

Los bifenilos policlorados se producen reemplazando los atomos de hidrogeno de
un bifenilo con atomos de cloro, son toxicos, suelen ser muy estables y no se

degradan facilmente, por lo que son considerados COPs. 2

Este grupo incluye algunos compuestos que se han usado como lubricantes y
colorantes en equipo eléctrico, asi como en otras aplicaciones industriales como

pigmentos y plastificantes.?

2.3.Plaguicidas

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO por sus siglas en inglés) un plaguicida se define como cualquier sustancia o
mezcla de sustancias con ingredientes quimicos o bioldgicos destinados a repeler,

destruir o controlar cualquier plaga o a regular el crecimiento de las plantas.’

El uso de plaguicidas es importante para la proteccién de las regiones agricolas y el
control de enfermedades, sin embargo, casi todos son téxicos, estables y
persistentes, lo cual dafia seriamente los ecosistemas y pone en riesgo la salud

humana cuando permean al agua.?®



2.3.1. Clasificacion de los plaguicidas

Existen diversas maneras de clasificar los plaguicidas, algunas de las mas importantes
son por su toxicidad (Tabla 1), por su campo de accion (Tabla 2) y por su estructura

quimica (Tabla 3).141

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas por su toxicidad.

LDso para ratas (mg/kg peso corporal)

Clasificacion OMS

Oral Topica

Ia Extremgdamente <5 <50
peligroso

Ib Altamente 5-50 50-200
peligroso

I Moderadamente 50-2000 200-2000
peligroso

I Ligeramente >2000 >2000

peligroso

Poco probable
U que presente 5000 o mas
peligro agudo



Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas por su campo de accion.

Clasificacion

Acaricidas

Aficidas

Bactericidas

Fumigantes

Fungicidas

Herbicidas

Insecticidas

Ixodicidas

Larvicidas

Molusquicidas

Nematocidas

Rodenticida

Organismo objetivo (uso principal)

Acaros

Afidos

Bacterias

Plagas en edificios, transportes,
campos, etc.

Hongos

Plantas

Insectos

Garrapatas

Insectos en etapa larvaria

Moluscos

Nematodos

Roedores



En general, la clasificacion de los plaguicidas por su estructura quimica se divide en

dos grandes grupos: plaguicidas organicos e inorganicos.

Los plaguicidas inorganicos suelen ser compuestos de azufre, cobre y otros
elementos, mientras que los plaguicidas organicos son compuestos principalmente
de carbono que usualmente contienen heteroatomos como oxigenos, azufre,
fésforo, cloro y flior. Ademas estos plaguicidas pueden dividirse en subcategorias

basadas en sus grupos funcionales.'®

Tabla 3. Clasificacion de los plaguicidas organicos por su grupo funcional.
Clasificacion Caracteristicas

Analogos del DDT, hexaclorociclohexanos, y compuestos

Organoclorados . )
ciclodieno.

Organofosforados  Esteres del 4cido fosforico.

Heterociclos analogos al benceno, en los que tres atomos

Triazinas .y . .
de nitroégeno sustituyen a tres atomos de carbono.
Ureas y ureas Compuestos organicos con férmula general CO(NRy),,
sustituidas donde R=H, alquilo, arilo, etc.
Compuestos  organicos derivados del carbamato
Carbamatos

(NR2COOR).

Derivados de la anilina, donde el nitrogeno forma una

Cloroacetanilidas : . ,
amina terciaria. Su férmula general es CxHyCINO;



[ 1

| organoclorados |
[ SN
Cl Cl
DDT
aldrin Cl cl lindano c
CI\ /CI

C Cl
C Cl
H /
| organofosforados carbamatos
R1\ /O R1—O\ /Rz
P/ C—N
Ry (¢ X o R,
cloroacetanilidas
O
S H304<
| _ N Cl
N |
R

R = H, alquilo, arilo, etc.

Figura 1. Clasificacion de los plaguicidas por su estructura quimica.

2.3.2. Propiedades fisicas importantes'’~'°

Las propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas aportan informaciéon sobre su
impacto en el ambiente. Para este trabajo es relevante conocer aquellas propiedades
que permitan predecir su comportamiento en sistemas acuosos y elegir la técnica de

preparacion de la muestra y analisis instrumental.

10



2.3.2.1. Peso Molecular

El peso molecular (PM) de cualquier compuesto es la suma de los pesos atémicos
individuales de todos los atomos que componen la molécula en cuestion. El peso
molecular puede usarse como un criterio de identificacion de compuestos, excepto

en el caso de isbmeros.
2.3.2.2. Presion de vapor

La presion de vapor (PV) es una medida de la volatilidad de una sustancia. En los
plaguicidas, un alto valor de PV puede causar deriva a la atmdsfera y contaminaciéon
ambiental; por el contrario, un plaguicida con baja presion de vapor no se mueve al
aire, por lo que tiene potencial de acumularse en agua o en suelos. La unidad del SI
para expresar la presion de vapor de cualquier compuesto es el pascal (Pa=N/m?) o

milipascal.
2.3.2.3. Solubilidad

La solubilidad (S) de una sustancia es una medida de la cantidad de ésta que puede
estar disuelta en un volumen determinado de disolvente. Suele expresarse en
unidades de masa del soluto sobre volumen de disolvente (g/L, mg/L, etc.). Es
importante mencionar que la solubilidad de un compuesto puede estar influenciada
por factores como la temperatura y el pH. La solubilidad de los plaguicidas en agua
es un parametro importante pues a mayor solubilidad, tenderan a acumularse en el

agua y no en los suelos o la biota.

11



2.3.24. Coeficiente de particion octanol-agua (Kow)

Es la relacion medida en el equilibrio de la masa disuelta entre fases del mismo

volumen de n-octanol y agua:

ConcentraCién enn — octanol
Kow =

concentraciéon en agua

Se trata de un parametro adimensional que permite predecir otras propiedades de
los plaguicidas y otros compuestos organicos con pesos moleculares menores a 500.
Los valores de Kow para muchos compuestos organicos suelen ser muy grandes, por

lo que también es cominmente expresado el log Kow (logaritmo base 10 de Kow).

El Kow Se considera un buen indicador de la bioacumulacion de los plaguicidas en los
organismos y dentro de la cadena alimentaria. Los plaguicidas con valores positivos

de log Kow tienen mayor probabilidad de tener efectos de bioacumulacion.

Los valores de Kow estan generalmente influenciados por la polaridad del compuesto
y sus propiedades fisicas generales. Los plaguicidas polares tienden a ser mas
solubles en agua y por lo tanto tienen menores valores de Kow. Ademas, el Kow suele
mayor a mayores valores de densidad, peso molecular, volumen molar, y area de

superficie molecular.

12



2.3.2.5. Coeficiente de adsorcion suelo/agua (Koc)

Muchos plaguicidas son no polares e hidrofobos y por lo tanto, poco solubles en
agua. Este tipo de contaminantes tiene a adsorberse en los suelos y sedimentos que
contienen grandes cantidades de materia organica no polar. El coeficiente de
adsorcién suelo/agua, también llamado coeficiente de adsorcion de carbono
organico, es una medida de la tendencia del compuesto a ser retenido en estos

sitemas:

K Concentraciéon en suelo
d =

concnetracién en agua

_ K4 % 100
% carbono organico

KOC

El Koc es un pardametro adimensional y su valor depende del contenido de materia

organica en el suelo, de su pH y de la polaridad del plaguicida.
2.3.2.6. Constante de Henry

La constante de Henry es una medida de la concentracién de un compuesto en el
aire sobre su concentracién en el agua. Expresa la tendencia del compuesto a
volatilizarse de disoluciéon acuosa al aire. En ocasiones se mide, sin embargo
usualmente es calculado como se muestra a continuacion.

_ 16.04 X PV X PM
B TXS

Donde PV = presion de vapor (en pascales)
PM = peso molecular
T = temperatura

S = Solubilidad
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Un plaguicida con un alto valor de H se volatiliza mas facilmente del agua al aire y
puede distribuirse en areas grandes. Inversamente, un plaguicida con una constante
de Henry pequeia tendera a persistir en el agua y puede o no ser adsorbido al suelo

o sedimentos.

2.4. Plaguicidas Organoclorados

Los plaguicidas organoclorados fueron los primeros plaguicidas organicos sintéticos,
ampliamente utilizados, especialmente en el siglo XX, en los ambitos de la agricultura
y la salud publica para el control de plagas y enfermedades; pero debido a su
toxicidad y persistencia comenzaron a ser prohibidos en los paises desarrollados en
la década de los 70. Los plaguicidas que alguna vez fueron de uso comun incluyen
el diclorodifeniltricloroetano (DDT), oxiclordano, dieldrin, hexaclorobenceno (BHC),

hexaclorociclohexanos, heptacloro, entre otros.'?

Muchos POCs se encuentran prohibidos por el Convenio de Estocolmo, (Tabla 4), sin
embargo algunos de ellos alun tienen usos restringidos, por ejemplo el DDT en el
control de la malaria. Debido a estos usos especificos, algunos de estos plaguicidas

se encuentran disponibles en el mercado facilitando su uso ilegal.'%2
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Tabla 4. Plaguicidas organoclorados listados en el Convenio de Estocolmo.

Uso Recomendacion
Aldrin Ecto;_)araci’Fic.zla local, Eliminacion
insecticida
alfa-HCH Eliminacion
beta-HCH Eliminacion
gama- Tratamiento de reserva
HCH para el control de sarna 'y Eliminacién
(Lindano) pediculosis
beta- Ectoparacitida, insecticida, Y
e Eliminaciéon
clordano termiticida
dieldrin Eliminacion
endrin Eliminacion
heptacloro Termiticida Eliminaciéon
Restriccion. Finalidad aceptable: uso en la
DDT Insecticida lucha contra los vectores de enfermedades
(malaria)

2.4.1. Caracteristicas

Los plaguicidas organoclorados son compuestos organicos que contienen en su
estructura al menos cinco atomos de cloro enlazados covalentemente, la mayoria de
estos compuestos presenta actividad biolégica por lo que han sido utilizados como

plaguicidas y muchos de ellos son considerados COPs.?

En este trabajo se analizaron 21 plaguicidas organoclorados, sus diferentes formas
de identificacion, clasificaciéon por toxicidad y caracteristicas relevantes se presentan

en las tablas 5y 6.

15



Tabla 5. Clasificacion por uso y toxicidad de algunos plaguicidas organoclorados.

analito (hombres comunes)

Tetracloroxileno, 2,4,5,6-tetracloro-m-xileno,

2,4,5,6-tetracloro-1,3-dimethylbenzene

DDD, 4,4'-DDD

DDE, 4,4'-DDE

DDT, 4,4'DDT

Aldrin
alfa-HCH, alfa-hexaclorociclohexano
beta-HCH, beta-hexaclorociclohexano
delta-HCH, delta-hexaclorociclohexano
gama-HCH, Lindano
alfa-clordano, cis-clordano

gama-clordano, trans-clordano
dieldrin

endosulfan I, alfa-endosulfan
endosulfan II, beta-endosulfan
sulfato de endosulfan
endrin
aldehido de endrin
cetona de endrin
heptacloro

epoxido de heptacloro

metoxicloro

uso

SD

insecticida, metabolito del
DDT

metabolito del DDT
insecticida
insecticida
insecticida
SD
SD

insecticida

insecticida

insecticida, metabolito del
aldrin

insecticida
insecticida, acaricida
metabolito del endosulfan
insecticida, rodenticida
SD
SD
insecticida
metabolito del heptacloro

insecticida

WHO
Toxicidad

SD

@)

SD

I

@)

I

I

I

I

I

SD

II

I

SD

SD

SD

SD

@)

III

u

II (moderadamente peligroso), 1II (ligeramente peligroso), U (poco probable que presente
peligro agudo), O (considerado obsoleto por prohibicion o restriccidon de uso), SD (sin dato).

Fuente: The WHO Recommended Classification of Pesticides by Hazard and Guidelines to

Classification
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Numero

CAS

877-09-8

72-54-8

72-55-9

50-29-3
309-00-2

319-84-6

Tabla 6. Propiedades fisicas relevantes de los plaguicidas organoclorados.

analito (nombres
comunes)
Tetracloroxileno,
2,4,5,6-tetracloro-
m-xileno, 2,4,5,6-
tetracloro-1,3-
dimethylbenzene
DDD, 4,4'-DDD
DDE, 4,4'-DDE
DDT, 4,4'DDT
Aldrin
alfa-HCH, alfa-
hexaclorociclohex

ano

Formula Molecular

CsHeCls

Ci14H10Clg
C14HsCl4
C14HoCls
C12HsCle

CsHeClg

PM

243.948

320.045
318.03

35449 0.025
364914 0.027

290.832

S

(mg/L) Pow

SD

0.09
0.12

2

log

SD

6.02

6.51

6.91
6.5

3.82

PV

(mPa)

SD

0.18
SD
SD
8.6

5.99

H
KOC
(Pa-m3/mol)
SD SD
0.000004 131000
SD SD
SD 151000
17.2 17500
SD 1888
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Ndmero analito (hombres
CAS comunes)
beta-HCH, beta-
319-85-7 hexaclorociclohex
ano
delta-HCH, delta-

319-86-8 hexaclorociclohex

ano
gama-HCH,
58-89-9
Lindano
alfa-clordano, cis-
5103-71-9
clordano
gama-clordano,
5103-74-2
trans-clordano
60-57-1 dieldrin

Continuacién Tabla 6.

Formula Molecular

CsHeCls

CeHeClg

CsHeClg

C1oHeClg

C12HgClgO

PM

290.832

290.832

290.832

409.782

380.913

S log
(mg/L) Pow
SD SD
SD SD
852 3.5
0.1 278
0.14 3.7

PV
(mPa)

SD

SD

4.4

1.3

0.024

H

(Pa-m3/mol)

SD

SD

1.48E-06

0.00039

0.065

KOC

SD

SD

1270

20000

12000
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Ndmero analito (hombres

CAS comunes)
endosulfan I, alfa-
959-98-8
endosulfan
endosulfan 1I,
33213-65-9
beta-endosulfan
sulfato de
1031-07-8
endosulfan
72-20-8 endrin
aldehido de
7421-93-4
endrin

53494-70-5 cetona de endrin

76-44-8 heptacloro
epodxido de

1024-57-3
heptacloro
72-43-5 metoxicloro

Fuente: Pesticide Properties DataBase, University of Hertfordshire. Disponible en

Formula Molecular

CoHeClsO3S

CoHeClsO3S

CoHeCleO4S

C12HgClsO

C12HgClgO

C12HgClgO
CioHsCly

C1oHsCI70O

C16H15Cl1302

https://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/index.htm

SD (sin dato)

Continuacion Tabla 6.

PM

406.929

406.929

422.928

380.913

380.913

380.913
373.321

389.32

345.653

(mg/L) Pow (Pa:m3/mol)

032 474

048 3.66

0.056 5.44

KOC

11500

SD

5194

10000

SD

SD
24000

22485

80000
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2.4.2. Normatividad

Idealmente, un control eficaz de la calidad del agua de consumo se apoya en la

existencia y aplicaciéon de leyes, normas y codigos adecuados.?

En México la norma que determina el contenido maximo permisible de plaguicidas
organoclorados en agua potable es la modificacién a la norma NOM-127-SSA1-1994
Salud ambiental. Agua para uso y consumo humano. Limites permisibles de calidad

y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacién.

En la Tabla 7 se presentan los limites maximos permisibles de concentracién de
plaguicidas establecidos en dicha norma y se contrastan con los establecidos en
Estados Unidos por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y en la Guia para la

calidad del agua potable de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).2%-2?

Por su parte, la Union Europea establece 0.1 pg/L como la concentracion individual
maxima permisible para cualquier plaguicida o sus metabolitos y maximo 0.5 ug/L

de concentracién total de plaguicidas.
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Tabla 7. Limites maximos permisibles de plaguicidas en agua de consumo establecidos en
México, EUA y por la OMS.

Numero de registro CAS  NOM EPA OMS
Ho/L
Aldrin 309-00-2 -
0.03° 0.03°
Dieldrin 60-57-1 -
a-clordano 5103-71-9
0.20° 2.00° 0.20°
y-clordano 510-74-2
DDT 50-29-3 1.00° - 1.00¢
Lindano 58-89-9 2.00 0.20 2.00
Hexaclorobenceno 118-74-1 1.00 1.00 -
Heptacloro 76-44-8 0.40 -
0.03¢
Epoxido de heptacloro 1024-57-3 0.20 -
Metoxicloro 72-43-5 20.00 40.00 20.00
2,4-D 94-75-7 30.00 70.00 30.00
Endrin 72-20-8 - 2.00 0.60

?separados o combinados, P total de isdémeros, DDT y sus anabolitos, ¢ combinados.

La NOM-127-SSA1-1994 (modificacion 2000) no indica ningin método de analisis
para estos contaminantes, sin embargo, en la NMX-AA-071-SCFI-2018 se sugieren

dos métodos de extraccion para la cuantificacion de plaguicidas organoclorados en
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matrices acuosas: extraccion liquido-liquido (ELL) o extraccion en fase solida (SPE)
seqguidas del analisis instrumental por cromatografia de gases acoplada a

espectrometro de masas o a un detector de captura de electrones.

2.5.Métodos analiticos para la determinacion de Plaguicidas

Organoclorados

Las etapas generales que constituyen un proceso analitico son: muestreo,

pretratamiento de la muestra, tratamiento de la muestra y analisis (Figura 2).

ANALISIS QUIMICO

Preparacién de la muestra

e® 4
.. . . . [ ]
Muestreo ‘ Pretratamiento Tratamiento
o
ec0°
« Filtracion « Aislamiento * Separacion
» Modificacion » Preconcentracion « Identificacion
de pH « Derivatizacion « Cuantificacion
» Digestion « Evaluacion
estadistica

Figura 2. Pasos del proceso analitico general.

Debido a que los pasos del proceso analitico son secuenciales, la velocidad global
del proceso se encuentra determinada por el paso mas lento, cominmente la
preparacion de la muestra, que es el primer paso en un método de analisis quimico

y que usualmente se centra en el aislamiento de los analitos y la eliminacion de las
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interferencias de la matriz, lo que la hace adecuada para el posterior analisis

instrumental.?324

2.5.1. Técnicas de extraccion y preconcentracion

Es indispensable para el analisis de contaminantes organicos en agua obtener una
fraccion de la muestra con una concentracion detectable de los analitos. Por lo que
una parte fundamental del tratamiento de la muestra es la separacion de los analitos
de la matriz. Los métodos de separacién se pueden dividir en dos grandes categorias:
métodos de concentracidn, en los que el agua es removida del sistema dejando atras
las sustancias disueltas y, los métodos de aislamiento, en los que las sustancias
disueltas son extraidas del agua. Los métodos de aislamiento o extraccién de los
analitos son los mas utilizados en el analisis de compuestos organicos en agua.
Ademas, para mejorar la sensibilidad de deteccion es deseable la preconcentracion

de los compuestos de interés durante el proceso de extraccién.?>2®

Existe una variedad de métodos de preparacién de muestra disponibles para la
extraccion y preconcentracion de contaminantes en agua; la extraccién liquido-
liquido (LLE) y la extraccion en fase sélida (SPE) son empleadas con frecuencia. Sin
embargo, estas técnicas suelen ser laboriosas, lentas, susceptibles a errores y/o
generan una gran cantidad de residuos, pues requieren de volimenes grandes de
disolventes organicos para su ejecucion, es por eso que este paso se considera el

mas potencialmente contaminante.?’?

Las técnicas modernas de preparacion de muestras buscan la miniaturizacion de los
sistemas, el ahorro de tiempo y de recursos, cumpliendo asi con los principios de la
quimica analitica verde. Estas técnicas generalmente requieren de cantidades mucho

mas pequefas de disolventes o prescinden de ellos. Algunos ejemplos son la
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extraccion por sorcién con barra de agitacion (SBSE), microextraccion en gota
(SDME), microextraccion en fase liquida (LPME), microextraccién-emulsificacion

asistida por ultrasonido (USAEME) y la microextraccién en fase solida (SPME).%829

2.5.2. Métodos de analisis de plaguicidas

Tanto la cromatografia de liquidos (LC) como la cromatografia de gases (GC) se han
empleado para la separacién de plaguicidas. En el caso de los POCs la cromatografia
de gases resulta adecuada ya que este tipo de plaguicidas son, en general, volatiles

y termoestables.

La deteccion de plaguicidas puede llevarse a cabo con alta sensibilidad mediante un
detector de captura de electrones. Sin embargo, con el uso de esta técnica la
identificacién inequivoca de los analitos no es posible; mientras que la
espectrometria de masas (MS) mejora la identificacion y resolucion, por lo que es
una de las técnicas mas recurrentes en publicaciones sobre la determinacion analitica

de plaguicidas en diversos tipos de matrices.3%3'

2.5.2.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(GC-MS)

La GC es una técnica de separacion en la que los componentes de una muestra son
acarreados por un gas inerte (fase movil) a lo largo de una columna capilar (fase
estacionaria) donde se produce la separacion basada en la capacidad de los
componentes de distribuirse entre ambas fases. La GC consta de tres partes:

inyeccion, separacion y deteccion.

En un instrumento de GC-MS el cromatografo de gases esta conectado a un

espectrometro de masas mediante una linea de transferencia de alta temperatura.
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La muestra es introducida y vaporizada en el inyector del cromatégrafo, separada en
la columna y finalmente el efluente es transferido directamente a la camara de
ionizacion del espectrbmetro de masas eliminando la mayor parte del gas
acarreador, ahi las moléculas (gas acarreador remanente, disolventes y analitos) se

ionizan y los iones se separan de acuerdo a su relacion masa/carga (m/z).

Cada compuesto presenta una fragmentacién en iones caracteristica, por lo que el
espectro de masas obtenido provee informacién cualitativa que puede ser usada en
la identificacion del analito. Ademas el método se vuelve selectivo al monitorear
relaciones m/z especificas, a este proceso se le conoce como monitoreo selectivo de
iones (SIM). La corriente total de iones respecto al tiempo se usa para obtener el

cromatograma correspondiente.3

2.6. Microextraccion en Fase Solida (SPME) 3334433542

La microextraccion en fase sélida (SPME), originalmente desarrollada en 1990 por
Arthur y Pawliszyn, es una técnica de preparacién de muestras simple, rapida,
sensible y libre de disolventes, en la que los analitos contenidos en la matriz se
extraen sobre una fase polimérica adsorbente (fase extractante) que recubre una
fibra de silice (Figura 3), combinando la extraccion, preconcentracion y limpieza de
la muestra en un solo paso; en algunos casos es posible también incluir el muestreo
y la derivatizacion.*® La SPME se puede aplicar a muestras gaseosas y sélidas, pero

es mas comunmente utilizada en el tratamiento de muestras acuosas.
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o I

Figura 3. Esquema de una fase comercial de SPME, a) protegida y b) fase extractante
expuesta.

En el enfoque tradicional de la SPME, el transporte de los analitos de la matriz a la
fase extractante comienza tan pronto como esta es expuesta a la muestra, sin
embargo el objetivo de la SPME nunca es la extraccion exhaustiva. Existen dos

posibles aproximaciones a emplear con esta técnica.

En una primera aproximacién se busca un equilibrio de reparto entre la matriz de la
muestra y la fase extractante a una temperatura determinada, en este caso las
condiciones de agitacién no afectan la cantidad final extraida. En la practica, esto
quiere decir que una vez alcanzado el equilibrio la cantidad extraida es constante
dentro de los limites del error experimental e independiente del incremento del

tiempo de extraccion.

Una segunda aproximacién es la extraccién pre-equilibrio de corto tiempo, donde si
la temperatura y agitacién son constantes, la cantidad de analito extraido es
proporcional al tiempo de extraccion; por lo que la cuantificacién de los analitos

puede realizarse en funcion de la acumulacidon cronometrada de analitos en la fase.
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2.6.1. Metodologia de la SPME

En un primer paso, la fase extractante se expone a la muestra y los analitos con alta
afinidad a esta fase son extraidos selectivamente. Posteriormente, la totalidad de lo
extraido se desorbe en el inyector de un cromatografo para su analisis. Normalmente

no se implementa ningdn paso de limpieza intermedio.

/

Sistema de inyecciontipo jeringa

\ Fase extractante

— P

Barril

Ranura“Z" Ventana de visiéon de la fase

Embolo

Tornillode retencién del émbolo

Figura 4. a) Dispositivo SPME comercial, b) esquema del dispositivo manual para
SPME, ¢) esquema del dispositivo manual de SPME al exponer la fase extractante, c)

Componentes principales del dispositivo SPME.
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La extraccion selectiva de los analitos por SPME simplifica la preparacion de la
muestra y generalmente conduce a ahorros significativos de tiempo y mejora la
precision de la deteccién. Ademas, debido a la configuracion del dispositivo SPME
(Figura 4) normalmente no hay interferentes o compuestos no deseados al momento

de la desorcion.

2.6.1.1.  Inmersidn directa (DI)

En el método de SPME por inmersién directa la fase extractante se introduce en la
muestra, liquida o gaseosa, y los analitos son transportados directamente de la
matriz a la fase extractante (Figura 5). En muestras gaseosas la conveccion natural
del aire es suficiente para facilitar el equilibrio, en muestras acuosas se requiere
agitacion para favorecer la extraccion, reduciendo el efecto causado por la “zona de

agotamiento” generada cerca de la fase de extraccién.

En la SPME por inmersién directa las condiciones de equilibrio pueden describirse

como sigue:
n = KfszVsCO
KesVe + Vs
Donde, n = numero de moles extraidos por la fase extractante

Kss = coeficiente de distribucion fase/matriz
V¢ = volumen de la fase
Vs = volumen de la muestra

Co = concentracion inicial del analito en la muestra
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La Kfs depende de la composicion quimica de la fase extractante, es similar al

coeficiente de distribucion octanol-agua (Kow) y se expresa como:

Donde,

Cs

Cs

C
f
Kq. ==
fs Cs

concentracion al equilibrio en la fase extractante

concentracion al equilibrio en la matriz de la muestra

Figura 5. Sistema para SPME por inmersién directa
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2.6.1.2. Head-Space (HS)

En la HS-SPME la fase extractante se expone a la fase vapor del sistema o head-space
para la extraccion de analitos volatiles y semivolatiles (Figura 6). Esta modificacion
obedece principalmente a la proteccion de la fase del dafio por masas moleculares
altas y otras interferencias no volatiles presentes en la matriz, sobre todo cuando el

pretratamiento de la muestra modifica considerablemente la matriz.

En un sistema de este tipo la ecuacidon que describe el equilibrio debe considerar la
presencia de una tercera fase (la fase vapor o head-space). El nimero de moles de
analito extraido al equilibrio puede calcularse con la siguiente ecuacion:

n = KfszVsCo
KesVi + KpsVi + Vg

Donde Kys es el coeficiente de distribucion entre el head-space y la matriz de la

muestra y Vi es el volumen del head-space.
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Detector (MS)

Inyector

\ \ \ |
A

Figura 6. Metodologia de SPME por head-space, a) sistema para SPME por head-space, b) exposicion de la fase para la extraccion de
los analitos, ¢) inyeccion al cromatégrafo de gases
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Cuando la fase esta en HS, los analitos se remueven primero del espacio de cabeza,
seguidos de la extraccion indirecta de la matriz; la cantidad total extraida esta
tipicamente limitada por las tasas de transferencia de masa de la muestra al head-
space. Por lo tanto, los analitos volatiles se extraen mas rapido que los semivolatiles;
de hecho, los tiempos de equilibrio de analitos volatiles son mas cortos por HS que

por DI, bajo condiciones similares de agitacion.

Debido a que la concentracién de compuestos semivolatiles en la fase vapor a
temperatura ambiente es comunmente baja, la velocidad de extraccion es
sustancialmente menor y conduce a tiempos de extraccién mayores. Sin embargo, el
tiempo de extraccion puede ser disminuido usando un sistema de agitacion eficiente

o incrementando la temperatura de extraccion.

2.6.2. Parametros que afectan la SPME

Algunos de los factores experimentales de los que depende la SPME son: el
recubrimiento polimérico de la fase de extraccién, el tipo de extraccién, la
temperatura y tiempo de extraccion, la fuerza idnica de la disolucién, el pH y tipo de
agitacion. Estos parametros deben optimizarse o controlarse en aras de mejorar la

selectividad y sensibilidad de la técnica.

El disefio de experimentos (DDE) es una herramienta que permite la evaluacion y
optimizacion simultanea de varios factores con un numero reducido de
experimentos. En este trabajo se aplica el DDE en la comparacién de tres fases
extractantes, asi como en la obtencion de los valores 6ptimos de NaCl afiadido,
tiempo y temperatura de extraccion para la extraccion por HS-SPME de una mezcla

de 21 plaguicidas organoclorados y un bifenilo policlorado.

32



2.6.2.1. Fase extractante

La seleccidén de la fase extractante es la primera etapa en la optimizacién de un
método de SPME; ya que, como se vio en la seccion 2.6, la cantidad de analitos
extraidos es dependiente del coeficiente de distribucion fase/matriz (Kss). El empleo
de una fase con un alto valor de K para los analitos seleccionados puede mejorar
significativamente la sensibilidad del método; la selectividad de la fase respecto a los

analitos esta determinada por el principio de polaridad.

El grosor de la fase también influye en la sensibilidad del método y el tiempo de
extraccion; a mayor volumen del recubrimiento la masa extraida sera mayor,

incrementando la sensibilidad pero con tiempos de equilibrio mas prolongados.

Actualmente se encuentra disponible comercialmente una amplia variedad de fases

de diferentes composiciones y grosores (Tabla 8).
1.1.1.1.  Temperatura de extraccion

La temperatura de extraccion es otro factor con un impacto importante en la
sensibilidad del método, pues el valor del coeficiente de distribucién Ky varia con la

temperatura.

Generalmente, aumentar la temperatura favorece la difusion de los analitos,
logrando un equilibrio mas rapido. En el caso especifico de la HS-SPME, el
incremento de la temperatura conduce a un incremento de la concentracion de los

analitos en el head-spacey permite disminuir los tiempos de extraccion.

No obstante, puesto que la desorcion de la fase extractante es un proceso

endotérmico, el incremento de la temperatura del sistema tiene un efecto adverso
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sobre el K, llegando a disminuir la sensibilidad del método para los analitos mas

volatiles.
Tabla 8. Algunas fases de SPME comerciales.
Fase Polaridad Espesor (um)
100
PDMS
no polar 30
(polidimetilsiloxano)
7
PDMS/DVB 65
bipolar
(polidimetilsiloxano-divinilbenceno) 60
PA
polar 85
(poliacrilato)
CAR/PDMS 75
bipolar
(carboxen-polidimetilsiloxano) 85
CW/DVB 65
polar
(carbowax-divinilbenceno) 70
DVB/PDMS/CAR
bipolar 50/30

(divinilbenceno-polidimetilsiloxano-carboxen)

1.1.1.2.  Tiempo de extraccion

Al desarrollar un método analitico por SPME es importante definir un tiempo de
extraccion. Este tiempo puede ser el minimo necesario para llegar a las condiciones
de equilibrio, sin embargo en el caso de los analitos con tiempos de equilibrio muy

prolongados se prefiere trabajar con extracciones en el pre-equilibrio, donde el
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control estricto del tiempo de extraccion se vuelve fundamental ya que en estas
condiciones incluso pequefas variaciones del tiempo de extraccidon pueden afectar

considerablemente la cantidad de analito extraida (Figura 7).

pre-equilibrio

Tiempo de extraccion

Figura 7. Efecto del tiempo de extraccion en la cantidad de analito extraida

1.1.1.3. Adicion de una sal inerte

La presencia de sales inertes (generalmente NaCl) en la muestra aumenta la K¢ de
aquellos analitos que estan presentes en forma no ionizada logrando aumentar la
cantidad de analito extraida. Por el contrario, la adicién de sal puede disminuir la
sensibilidad del método si los analitos se encuentran ionizados. Esto se debe a que
al aumentar la fuerza idnica de la disolucion, aumenta el coeficiente de actividad de

las especies idnicas.

2.6.3. SPME frente a las técnicas clasicas de extraccion

Hasta la actualidad las normas internacionales recomiendan el uso de técnicas
clasicas de extraccion en el tratamiento de muestras para la determinacién cualitativa

y cuantitativa de plaguicidas organoclorados en matrices acuosas. La norma
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internacional ISO 6468 sobre calidad de agua, asi como el método 8081B de la EPA
(USA) recomiendan la extraccion liquido-liquido de los analitos; mientras que en
México la NMX-AA-071-SCFI-2018 describe el procedimiento de tratamiento de
muestras acuosas por extraccion liquido-liquido (LLE) o por extraccion en fase solida

(SPE).*4

Sin embargo la LLE y la SPE tienen algunas desventajas pues implican el uso de
cantidades significativas de disolvente, requieren grandes volimenes de muestra y
al ser métodos exhaustivos involucran largos tiempos de preparacion e incrementan
los costos del analisis. En la figura 8 se comparan los procedimientos generales de

extraccion por LLE, SPE y SPME:
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4 \
Transferencia de la

. Acondicionamiento de
muestra y el disolvente a

un embudo de separacién los cartuchos

\. J \. J

Agitacion, reposo y Carga de la muestra 'y
separacion de las fases extraccion al vacio —_——
Al menos 2 repeticiones . s
dela extrapcci(')n Secado del disco Extraccion
(inmersion
- S - \ directa o
Recoleccion y filtrado de Elucion del extracto con head-space)
los extractos un disolvente organico
) . ) . ~—
Concentracion por Concentracion por
Kuderna-Danish o Kuderna-Danish o
rotavapor ) § rotavapor

Cambio de disolvente y

o Cambio de disolvente
limpieza de la muestra

Preparacion del Preparacion del
volumen de disolucién volumen de disolucion
requerido requerido

Desorcion en
el instrumento
de anélisis

Inyeccion al instrumento
de analisis

Inyeccién al instrumento
de analisis

Figura 8. Resumen comparativo de la extraccién de plaguicidas organoclorados por
extraccion liquido-liquido, extraccion en fase sélida y microextraccion en fase sélida.
Fuente: NMX-AA-071-SCFI-2018
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El analisis rutinario de contaminantes en agua requiere el desarrollo de métodos de
preparacion e inyeccion de muestras de alta eficiencia menos tediosos y mas
ecoldgicos. La mayor dificultad en el desarrollo de nuevos métodos de alta eficiencia

es el acoplamiento a los equipos de separacion y deteccion.

SPME se desarrollé6 como una alternativa a los métodos tradicionales de extraccion
cubriendo la necesidad de un método rapido y facilmente adaptable a los equipos
de analisis instrumental que ademas armoniza con los principios de la quimica
analitica verde. Algunas de sus principales ventajas frente a la LLE y la SPE son:
minimiza o elimina el consumo de disolventes organicos, requiere de pequefios
volumenes de muestra, acorta el tiempo de preparacién de muestra, simplifica la
introduccidon de la muestra en el equipo de analisis instrumental, presenta la

posibilidad de automatizacién y aplicacién in-situ del método.*>4¢

En la tabla siguiente se presenta una comparacion de los tres métodos mencionados

en esta seccion para el tratamiento de muestras acuosas.
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Tabla 9. Caracteristicas principales de LLE, SPE y SPME

Caracteristicas

Tipo de extraccion

Cuantificacion

Volumen de
muestra aplicable

Aplicabilidad a
matrices complejas

Capacidad de
limpieza de la
muestra

Sensibilidad

LLE

Exhaustiva con
aplicaciones
repetitivas

Métodos de
calibracion
estandares’

Mililitros a litros

Todo tipo de
matrices complejas

Pobre

Buena con factores
de
preconcentraciéon
elevados

SPE

Exhaustiva

Métodos de
calibracion
estandares

Mililitros a litros
(dependiente del
volumen de
rompimiento)

Limitada a liquidos
que pueden ser
filtrados o
centrifugados

Buena

Buena, limitada por
el volumen de
ruptura de los

compuestos

SPME

Principalmente no
exhaustiva

Métodos de
calibracién estandar
y métodos
alternativos

Microlitros a
volumenes
ilimitadamente
grandes
(aplicaciones in-situ
€ in-vivo)

Todo tipo de
matrices complejas

Muy buena

Buena, para
muestras pequefas
puede estar limitada

por el volumen de
la fase de extraccion
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Continuacién Tabla 9.

Consumo de
disolventes

Volumen de la fase
extractante

Selectividad de la
fase de extraccion

Posible

pretratamiento de la

muestra

Aplicacién in-
situ/in-vivo

Automatizacion

Analisis de alto
rendimiento

Costo

Optimizacion del
método

' Métodos de calibracion estandares: calibracion externa, calibracion por estandar interno y

Alto, grandes
voliumenes de
disolventes
Grande

Pobre

Principalmente
ajuste de pH

No aplicable

Pobre

Pobre

Caro

Simple

calibracion por adicién estandar.

Relativamente bajo

Grande

Buena

Ajuste de pH,
filtracion y
centrifugacion para
matrices complejas

Raramente aplicable
in-situ

Parcialmente, no
comun

Limitado a muestras
de matriz simple

Caro

Relativamente
simple

Innecesario o muy
bajo

Pequefo

Buena

Principalmente
ajuste de pH

Aplicable in-situ e
in-vivo

Aplicable y bien
documentada

Bueno

Razonable?

Relativamente
complicada

2 Considerando el nimero de analisis que pueden realizarse usando un mismo dispositivo

Fuente (Boyaci E. et al., 2015)



2.7. Optimizacion y validacion de métodos

En disefio y analisis de experimentos, la optimizacion se refiere a una técnica
matematica que sirve para extraer informacion sobre el punto 6ptimo del modelo.
Se define como punto éptimo la mejor combinacion de valores de los factores

estudiados considerando la region de operabilidad del método.

En ocasiones se requiere considerar mas de una variable de respuesta del método
para su optimizacion, sin embargo, la optimizacion simultanea presenta el problema
de que los 6ptimos individuales para cada respuesta no son los mismos. Esto hace
necesaria la busqueda de un 6ptimo simultaneo, en el que todas las respuestas de

interés logren un valor aceptable.?’

Una estrategia experimental de analisis que permite encontrar las condiciones
Optimas de operacion de un método es la metodologia de superficie de respuesta

(MSR).

Una vez que los parametros seleccionados del método analitico han sido
optimizados debe evaluarse el desempeiio del método, esto puede realizarse

mediante un proceso de verificacién o de validacion.

La verificacion se define como la aportacion de evidencia objetiva de que el método
satisface los requisitos especificados. En una verificacion el analista disefia una serie
de pruebas de las que obtiene datos experimentales, considerados la evidencia
objetiva, y a partir de ellos se calculan los pardmetros de desempefio.*® Algunos
parametros de desempefio tipicos son: selectividad, sensibilidad, intervalo lineal,

limite de deteccidn (LD), limite de cuantificacion (LC) y precision.
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La verificacion de un método puede llevarse a un siguiente nivel, si se aporta
evidencia de que los requisitos especificados son ademas adecuados para un uso

especifico y previsto; a esto se le conoce como validacion.*

Las actividades de verificacion y validacion de métodos estan estrechamente
relacionadas con el desarrollo del método, ya que muchas de las caracteristicas que
se evalUan en una validacion, también lo son en mayor o menor medida, durante el

desarrollo del método.>°
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Optimizar la microextraccion en fase solida (SPME) para la extracciéon de 21
plaguicidas organoclorados y 1 bifenilo policlorado en muestras acuosas mediante

una metodologia de superficie de respuestas (MSR).

3.2. Objetivos particulares

- Comparar la respuesta (area de sefal cromatografica) de tres fases
extractantes distintas (PDMS, PDMS-DVB y DVB-CAR-PDMS) y determinar

cual es la mejor para el tratamiento de las muestras por SPME.

- Determinar el punto o6ptimo de los factores: tiempo de extraccion,
temperatura de extraccion y porcentaje de NaCl afadido para la extraccion

de los plaguicidas y el bifenilo policlorado por SPME.

- Evaluar el desempeiio del método de SPME seguido de GC-MS para la

cuantificaciéon de 22 analitos organoclorados.

4. Hipotesis

La microextraccion en fase sélida seguida de analisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) permitira la extraccion y
determinacion simultanea de 21 plaguicidas organoclorados y 1 bifenilo policlorado

a nivel de trazas en muestras acuosas.
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5. Metodologia

5.1. Materiales y Equipos

5.1.1. Reactivos

- Material de Referencia Certificado: EPA 8081 Pesticide Standard Mix SIGMA-
ALDRICH, 200 ug/mL en hexano:tolueno (1:1), Lote #LRAB8649. En la Tabla 10
se enlistan los 22 compuestos organoclorados que contiene el estandar con

su estructura quimica.

Tabla 10. Estructura quimica de los analitos presentes en el estandar.

Analito Estructura
Cl

Cl

tetracloroxileno

Cl Cl

Cl

alfa-HCH
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Analito

gama-HCH

delta-HCH

heptacloro

aldrin

Continuacion tabla 10

Estructura

o]
Cl A Cl
Cl : Cl
cl
cl
Cl - \\\\\\\CI
C I \\\\\\\ ’ /// '/, /, /C I
Cl

Cl
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Analito Estructura
Cl

\\\\\\C !
K

alfa-clordano

endosulfan |

gama-clordano

DDE

dieldrin

Continuacion tabla 10
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Analito

endosulfan Il

DDD

aldehido de endrin

sulfato de endosulfan

DDT

Continuacion tabla 10

Cl

Cl

Cl

Cl

Estructura

Cl

Cl
Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl
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Analito

Metoxicloro

Decaclorobifenilo

Continuacion tabla 10

Estructura
Cl
Cl Cl
\o o/
Cl Cl ClI Cl
Cl Cl
Cl Cl ClI Cl

- Agua Tipo ], resistividad 18.2 MQ-cm a 25 °C, 3 ppb TOC

- Metanol grado HPLC, >99.9 %, SIGMA-ALDRICH

- NaCl anhidro, pureza 299 %, SIGMA-ALDRICH Lote #SLBW9994

- Helio 5.0 de ultra alta pureza

5.1.2. Equipos e instrumentos

- Cromatografo de gases Agilent 6890N, modelo G1530N, numero de serie

CN10450004, AGILENT TECHNOLOGIES

Columna: HP-5MS UI (5%-fenil)-metilpolisiloxano, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm

- Detector selectivo de masas 5973, modelo G2577A, numero de serie

US44647077, AGILENT TECHNOLOGIES
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Balanza Analitica SHIMADZU, modelo AUW220, alcance 220 g, resolucion
0.0001

Parrilla de calentamiento y agitacion magnética, Thermolyne

Termometro de mercurio de -10 a 110 °C, LAUKA

Barras de agitacién de teflon

Dispositivo SPME manual, SUPELCO

Fases para SPME, SUPELCO: PDMS 100 pm, PDMS/DVB 65 pm,
DVB/CAR/PDMS 50/30 um

Pipetas de Volumen ajustable, SARTORIUS BIOHIT: 2-20 uL, 10-100 pL, 1-10

mL.

Material de vidrio: Vaso de precipitados 250 mL PYREX, viales de 20 mL con
septum AGILENT, viales de 2 mL AGILENT, matraz volumétrico 10.0 mL, matraz

volumétrico 1.0 mL.

Todo el material de vidrio se lavd con jabon y agua corriente y se enjuagdé
abundantemente con agua destilada, metanol y acetato de etilo. El material
no volumétrico se sometid a un bafio de ultrasonidos en agua desionizada

por 45 minutos y posteriormente se enjuagd con metanol y acetato de etilo.
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5.2.Metodologia

5.2.1. Preparacion de las disoluciones estandar de plaguicidas

organoclorados

El material de referencia certificado (estandar de 200 pg/mL o 200 ppm) se almacend
en un vial ambar de 2 mL a 4 °C. Se prepararon a partir del material de referencia,
estandares de concentracion 1 mg/L y 10 mg/L el disolvente utilizado fue metanol
grado HPLC, todas las disoluciones estandar fueron preparadas el mismo dia de su

uso.

5.2.2. Preparacion de muestras y extracciéon por HS-SPME

Todos los experimentos se realizaron con un volumen nominal de disolucién o de
muestra de 10.0 mL. Las disoluciones para la optimizacion del método se prepararon
en un matraz volumétrico con el volumen de estandar 10 pug/L o 1 pg/L adecuado
para llegar a la concentracion requerida, llevando a la marca del aforo con agua tipo
I (ultrapura). Las muestras reales se tomaron con una pipeta de volumen ajustable

de 10.0 mL.

Las disoluciones y muestras se transfirieron a viales de vidrio 20 mL de capacidad, se
agregd la masa de NaCl correspondiente a cada corrida, una barra de agitacién
magnética y se sell6 con una tapa de aluminio con septum. Posteriormente, se
sometieron a agitacion y calentamiento en bafio maria sobre una parrilla de
agitacion y calentamiento, el sistema para la extraccion por HS-SPME se muestra en

la Figura 9.
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Figura 9. Sistema de extraccion HS-SPME.

5.2.3. Desarrollo del método inicial

Con la finalidad de fijar un punto de partida para la determinacion de los tiempos de
retencién y la optimizacion del método de extraccion se hicieron pruebas a una
concentracion relativamente alta (1 mg/L), asegurando la extraccién de los 22

analitos, se fijaron a conveniencia las siguientes condiciones experimentales:

Temperatura de extraccion: 70 °C

Tiempo de extraccion: 60 minutos

NaCl afnadido: ~2.8 g (cerca del 80% de la solubilidad)
Tiempo de desorcion en el inyector: 5 minutos
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La temperatura de desorcién se eligio 5 °C menor a la maxima recomendada por el

fabricante.

El analisis cromatografico se llevo a cabo en un cromatografo de gases acoplado a
un espectrometro de masas selectivo. Como gas acarreador se usé helio a flujo
constante de 1 mL/min y el inyector se utilizd6 en modo splitless a 265 °C. La

separacion de los analitos se efectu6 en una columna capilar HP-5MS UL

Para el disefio del programa de temperatura se tomé como base el sugerido en la
NMX-AA-071-SCFI-201 para la determinacion de plaguicidas organoclorados, que
posteriormente se adapto para la separacion de los 22 analitos en este trabajo. El
programa de temperatura se muestra en la figura 10 y la figura 11 muestra un
cromatograma obtenido para una disolucion de los 22 analitos organoclorados a

una concentracién de 6 pg/L.

300
o
o 200
c
o
<
©
°
o
>
=]
°
9]
2 100
E, °C/min T (°C) Hold (min)
45 2
30 180 1
3 230 0
15 290 2
0
0 10 20 30

tiempo (min)

Figura 10. Programa de temperatura para el analisis cromatografico.
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La identificacion de los analitos se realizd mediante los espectros de masas
obtenidos por el método de barrido total de iones (SCAN), en un intervalo de m/z
50 a 550. La cuantificacion se llevd a cabo por monitoreo selectivo de iones (SIM).
Los iones fragmento diagndstico para cada analito se eligieron a partir de los
espectros de masas obtenidos mediante las pruebas en modo SCAN y se indican en

la tabla 11.
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Figura 11. Cromatograma tipico en modo SIM para la mezcla de POCs a una concentracion de 6 ug/L.
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Tabla 11. Iones fragmento diagndstico para el analisis SIM.

-—

© 00 N 6o U1 A W N

plaguicida
tetracloroxileno
a-HCH
B-HCH
y-HCH
6-HCH
heptacloro
aldrin
epodxido de heptacloro
y-clordano
endosulfan I
a-clordano
DDE + dieldrin
endrin
endosulfan II
DDD
aldehido de endrin
sulfato de endosulfan
DDT
cetona de endrin
metoxicloro

decaclorobifenilo

m/z
207, 209
181, 183
109, 181
181, 183
109, 181
100, 272
68, 263
81, 353
373, 375
239, 241
373, 375
79, 246
81, 263
195, 237
235, 237
67, 345
272, 387
165, 235
67,315
227,228
498, 500
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5.2.4. Seleccion de la fase de extraccion

Una vez determinados los tiempos de retencion de todos los analitos se realizé la

seleccion de la fase de extraccion, para lo cual se realizdé un disefio de experimento

de un solo factor categoérico (fase extractante) en 3 niveles (PDMS, PDMS/DVB,

DVB/CAR/PDMS), en un solo bloque completamente aleatorizado (Tabla 12). La

respuesta medida fue el area de pico cromatografico.

Tabla 12. Matriz de experimentos para la seleccion de fase extractante

Corrida

1

A WD

O o0 N O

Todas las corridas se realizaron bajo las siguientes condiciones fijas:

Fase
DVB/CAR/PDMS
PDMS/DVB
PDMS/DVB
DVB/CAR/PDMS
PDMS
DVB/CAR/PDMS
PDMS
PDMS/DVB
PDMS

Temperatura de extraccion: 70 °C

Tiempo de extraccion: 60 minutos

NaCl afnadido: ~2.8 g (cerca del 80% de la solubilidad)

Tiempo de desorcion en el inyector: 5 minutos
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Es importante mencionar que entre cada prueba se acondicion¢ la fase segun las
recomendaciones del fabricante y se realizd un blanco de fase con el detector en

modo SCAN para descartar el acarreamiento de los analitos.

Una vez que se eligio la fase de extraccién que proveia mayores areas de pico se
realizaron pruebas para la eleccién del tiempo de desorcion de la fase extractante
en el inyector, usando las condiciones ya mencionadas pero variando el tiempo de
exposicion de la fase dentro del inyector (5, 10 y 15 minutos) hasta que el blanco de

fase posterior a la prueba no mostr6 acarreamiento de analitos.

5.2.5. Optimizacion de las condiciones de extraccion

Para la obtencién de las condiciones 6ptimas (punto 6ptimo) de extraccion se siguio
una metodologia de superficie de respuesta, estas técnicas estan basadas en el ajuste
de un modelo empirico a los datos experimentales obtenidos de un disefio

experimental. >

Debido a que las fases de extraccion para SPME tienen una vida util de alrededor de
100 usos fue importante llevar a cabo la optimizacion con la minima cantidad de
experimentos pero sin comprometer la calidad del dominio experimental estudiado.
Por lo tanto se selecciond un disefio experimental Box-Behnken, este tipo de disefios
toma puntos determinados del correspondiente disefio factorial completo, lo que

los hace mas eficientes y econdmicos en el sentido de tiempo y recursos (figura 12).

57



X3
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Figura 12. Disefio experimental Box-Behnken para la optimizacion tres factores en tres
niveles.

El disefio experimental se trabajoé con tres factores evaluados en tres niveles
(Tablas 13 y 14), en un solo bloque completamente aleatorizado y con dos

repeticiones al centro.

Tabla 13. Matriz de experimentos para la optimizacion de SPME.

Corrida A: temperatura B: NaCl C: tiempo
1 1 -1 0
2 -1 -1 0
3 1 0 1
4 0 0 0
5 -1 1 0
6 1 1 0
7 0 -1 -1
8 1 0 -1
9 0 1 1
10 -1 0 1
11 0 0 0
12 0 -1 1
13 0 1 -1
14 -1 0 -1
15 0 0 0
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Tabla 14. Factores y niveles del disefio experimental Box-Behnken 33,

Factores Niveles
-1 0 1
A: temperatura de extraccion (°C) 30 50 70
B: % NaCl 20 50 80
C: tiempo de extraccion (min) 30 45 60

Las condiciones de extraccién restantes se mantuvieron fijos en los siguientes

niveles:

Fase de extraccion: DVB/CAR/PDMS

Tiempo de desorcion en el inyector: 15 minutos

5.2.6. Tratamiento de datos

En todos los casos la respuesta medida fue el area de pico cromatografico, el
tratamiento estadistico de los datos obtenidos de los disefios experimentales y las
regresiones por minimos cuadrados (curvas de calibracién) se realizé con ayuda del

software STATGRAPHICS ®.

5.2.7. Evaluacion del desempefio del método

Una vez obtenidas las condiciones Optimas de extraccion se llevdo a cabo una
evaluacion parcial del desempefio del método desarrollado, se tomé como

referencia la Guia Eurachem para la adecuacién al uso de los métodos analiticos.*®
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Debido a que las fases comerciales para SPME tienen una vida Util de alrededor de
100 usos y con motivo de no comprometer la fiabilidad de los resultados
instrumentales, no se llevo a cabo una validacién completa del método. Sin embargo
esta pre-validacién proporciona informacion importante sobre el desempefio
general del método y permite la discusién de los posibles factores a mejorar en

futuras aplicaciones del método.
5.1.1.1.  Intervalo lineal

A partir de los estandares de 1y 10 mg/L se prepararon muestras de concentraciones
de 0.20 pg/L hasta 10 pg/L y se sometieron a la SPME bajo las condiciones
establecidas. Se graficd la respuesta de los analitos contra la concentracion para
evaluar por inspeccion visual el intervalo lineal. Se eligié el intervalo de trabajo de 1

a 6 ug/L.
5.1.1.2.  Limites de deteccion y cuantificacion

Se realizaron tres réplicas de una muestra de ensayo preparada a una concentraciéon
de 0.8 ug/L para el calculo del limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC)

siguiendo las siguientes férmulas:

s'=s/Jn
LD = + 35’
LC = § + 105’

Donde y es la respuesta promedio de las réplicas, n el nUumero de réplicas y s la
desviacidon estandar correspondiente. El resultado en ambos casos debe expresarse

en unidades de concentracion.
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5.1.1.3. Veracidad

La estimacion de la veracidad se realizd mediante el calculo del recobro relativo (R%),
para lo cual se midieron por triplicado muestras preparadas a partir del material de

referencia en dos niveles de concentraciones, 2.5 ug/Ly 4.5 ug/L.

El recobro relativo proporciona una medida del sesgo involucrado al comparar el
valor medio obtenido () contra el valor de referencia (x,.f), mediante la siguiente

ecuacion:

R% = x 100

Xref

5.1.1.4. Repetibilidad

Este parametro se evalud a partir de la desviacion estandar, s, y el coeficiente de
variacion (%CV); ambos proporcionan informacién sobre la dispersién de los datos.
La determinacién se realizé por triplicado con muestras a 2.5 pyg/L y 4.5 pg/L. La
ecuacioén para el calculo de la desviacion estandar es:
N =) 2
o i i —¥)
N
En donde, y; es el iésimo valor experimental, y es el promedio de los valores
obtenidos y N es el nUmero de datos. Mientras que el coeficiente de variacidn se

calculé como sigue:

CV% ==x100

<l @«
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6. Resultados y Discusion

6.1. Seleccion de la fase de extraccion

Con la intencion de maximizar la sensibilidad del método, el analisis de esta serie de
experimentos se centrd en la comparacion de las respuestas medias obtenidas con

las diferentes fases probadas y sus respectivas varianzas.

El efecto de la fase de extraccion utilizada en las respuestas obtenidas se determind
mediante analisis de varianza (ANOVA), esta metodologia separa la variabilidad
debida al uso las diferentes fases y la debida solamente al error aleatorio y las
compara, si la variabilidad total se debe principalmente al error aleatorio se considera

que el factor fase no es significativo.

Se encontré que la fase es un factor significativo al 95% de confianza en todos los
casos (anexo 1). Para determinar qué medias son significativamente distintas entre
si para cada analito se realizé una prueba de rangos multiples por el método de
diferencia minima significativa que compara todos los posibles pares de medias y
determina el valor minimo de diferencia que debe existir entre dos medias
muestrales para considerar que los tratamientos son significativamente diferentes®,

los resultados se resumen en la tabla 15.

En la figura 13 se comparan las respuestas (area de pico cromatografico) promedio
obtenidas con las tres diferentes fases de extraccion evaluadas. Se observa que la
fase que provee una mayor respuesta de la respuesta es mayor en las extraccion con

la fase DVB/CAR/PDMS.
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14
15

16

17
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19
20
21

Tabla 15. Prueba de rangos multiples para el factor fase por cada analito.

Diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza

analito

tetracloroxileno
alfa-HCH
beta-HCH
gama-HCH
delta-HCH
heptacloro

aldrin

epdxido de
heptacloro

gama-clordano
endosulfan I
alfa-clordano
DDE + dieldrin
endrin
endosulfan II

DDD

aldehido de
endrin
sulfato de
endosulfan

DDT
cetona de endrin
metoxicloro

decaclorobifenilo

*

*

DVB/CAR/PDMS - PDMS DVB/CAR/PDMS - PDMS/DVB PDMS - PDMS/DVB
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Figura 13. Grafico comparativo de las respuestas obtenidas con tres fases de extraccion distintas.
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En la mayoria de los casos la diferencia de respuesta entre fases resulto significativa,
esto quiere decir que la eleccidn de la fase entre las tres disponibles tiene un impacto
en la sensibilidad del método y junto con la comparacion de las respuestas medias
justifica la eleccion de la fase DVB/CAR/PDMS para el resto del desarrollo del

método.

6.2. Optimizacion de las condiciones de extraccion

Los datos obtenidos del disefio Box-Behnken 33 para cada analito se procesaron en
el programa STATGRAPHICS® para realizar el analisis del experimento. Los efectos
principales de los factores sobre la respuesta media se muestran de forma grafica en
el anexo 2, mientras que en el anexo 3 se presentan los diagramas de Pareto (efectos

estandarizados) para cada analito; los resultados se resumen en la tabla 16.
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Tabla 16. Efecto relativo de las variables estudiadas para la SPME de POCs.

analito

tetracloroxileno
alfa-HCH
beta-HCH
gama-HCH
delta-HCH
heptacloro
aldrin
epoxido de heptacloro
gama-clordano
endosulfan I
alfa-clordano
DDE + dieldrin
endrin
endosulfan II
DDD
aldehido de endrin
sulfato de endosulfan
DDT
cetona de endrin

metoxicloro

decaclorobifenilo

AB AC BC
- -+
+ o+ 0+
+ o+ 0+
+ o+ o+
+ o+ 0+
+ -+
+ -+
- -+
- -+
- -+
- -+
- -+
+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+
+ o+ o+

Estadisticamente
significativos

Al 95% de confianza

A B C
A, B, AB
A, B, C, AB, BC

A, B, C, AB

A B C
A C
A B
A C

A, C, BC

A, B, C, AB

A B C

A C AC

A B C
A, AB
A C

A B C

A, B, AB

A, AC

A: temperatura de extraccion, B: NaCl afiadido y C: tiempo de extraccién

66



Algunas observaciones relevantes respecto a los resultados son que, en general las
interacciones entre efectos no son significativas, y en los pocos casos en los que lo
son el efecto siempre es positivo. Ademas, los tres efectos principales (temperatura,
tiempo de extraccién y NaCl afadido) son en la mayoria de los casos significativos;
el Unico de ellos que en su nivel positivo genera un aumento de la respuesta para
todos los analitos es el tiempo de extraccidon (C). Por esta razon se decidié trabajar

en el nivel alto de tiempo de extraccidon (60 minutos).

6.2.1. Superficie de respuesta

En el anexo 4 se muestran las superficies de respuesta estimadas para cada analito,

para el caso de tiempo de extraccion en el nivel alto (60 minutos).

Los datos de la tabla 16 y los graficos de superficie de respuestas muestran un
comportamiento similar para la mayor parte de los analitos; en general se observa
que la respuesta incrementa en los valores altos de NaCl afiadido y temperatura de

extraccion.

Se encuentran tres excepciones evidentes, los casos del tetracloroxileno, aldrin y
heptacloro, sin embargo como se observa en la tabla 16 y en los diagramas de Pareto
correspondientes (anexo 3), para estos analitos los efectos principales no son
significativos, es decir que la modificacion de ninguno de ellos afecta

considerablemente la respuesta obtenida.

El software empleado para el analisis estadistico tiene la capacidad de optimizar
simultaneamente un maximo de 16 respuestas; considerando esto y los casos

particulares comentados en los parrafos anteriores, la optimizacion simultanea de
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las condiciones de extraccién se realizé considerando las siguientes 15 respuestas:
a-HCH, B-HCH, y-HCH, 8-HCH, epoxido de heptacloro, y-clordano, endosulfan I, a-
clordano, DDE + dieldrin, endrin, endosulfan, aldehido de endrin, sulfato de

endosulfan, DDT y cetona de endrin.

Se generd un grafico de superficie de respuesta multiple, representada en términos
de deseabilidad (Figura 14). El valor maximo de deseabilidad se obtuvo al

incrementar la temperatura de extraccion y la masa de NaCl afadido.

tiempo = 60 min

o —
= ——

Deseabilidad

e
(X}
T

—— 0.2
-1 -0.6 0.2 0.6
: 0.2 0.6 1 -1 NaCl

Temperatura

Figura 14. Superficie de respuesta estimada en unidades de deseabilidad.

Se establecieron como condiciones experimentales éptimas los niveles altos de
todos los factores evaluados: tiempo de extraccion 60 minutos, temperatura de

extraccion 70 °C y NaCl ahadida 80% de su solubilidad (2.88 g).

68



6.3. Curvas de calibracion y desempeino del método

Se obtuvieron las curvas de calibracion para todos los analitos en un intervalo de
trabajo entre 1y 6 ug/L (2 y 12 pg/L para la suma de DDE y dieldrin). Los graficos
correspondientes con cinturones de confianza al 95% se muestran en el anexo 5, los
parametros estadisticos de las regresiones lineales se presentan en la tabla 17 y los
resultados de las pruebas de evaluacion del desempefio del método para todos los

analitos se resumen en la tabla 18.

En México, la Secretaria de Salud>’ recomienda los siguientes parametros de

aceptacion para la validacion de métodos fisicoquimicos de analisis:
Coeficiente de correlacion: r > 0.98
Recobro: 60% < %R < 120%
Repetibilidad: %CV < 30%

Estos valores aplican en los métodos desarrollados para la determinacidn de residuos y

contaminantes en alimentos y agua en un intervalo de concentraciones de 1 a 10 pg/L.
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Tabla 17. Parametros estadisticos para las regresiones lineales para la cuantificacion de

1

2
3
4

9
10
11
12
13
14
15

16

17

18
19
20
21

Analito

tetracloroxileno
alfa-HCH
beta-HCH
gama-HCH
delta-HCH
heptacloro

aldrin

epodxido de
heptacloro

gama-clordano
endosulfan I
alfa-clordano
DDE + dieldrin
endrin
endosulfan II

DDD

aldehido de
endrin
sulfato de
endosulfan

DDT
cetona de endrin
metoxicloro

decaclorobifenilo

POCs a un nivel de confianza del 95%.

Pendiente (u.
de area/ug/L)

49998.7
352452
10210.3
23908.0
19200.0
20454.5
10438.9

34677.8

43118.1
6806.3
374129
49999.7
8322.3
2818.1
49187.8

5366.5

746.2

33750.0
11319.2
15058.4
4586.4

Ordenada al
origen (u. de
area)

36715.3
44099.5
12582.3
29708.7
22839.8
97753
8825.7

26940.6

353419
5742.8
30381.3
36715.3
2620.1
39433
37154.8

2508.4

889.3

7756.0
8642.2
-3720.0
52421

Coeficiente de
correlacion (r)

0.9980
0.9977
0.9996
0.9976
0.9985
0.9988
0.9999

0.9998

0.9986
0.9970
0.9991
0.9980
0.9950
0.9909
0.9975

0.9996

0.9646

0.9991
0.9998
0.9969
0.9916

Coeficiente de
determinacion

()
0.9960
0.9955
0.9991
0.9952
0.9970
0.9976
0.9998

0.9997

0.9973
0.9940
0.9981
0.9960
0.9900
0.9818
0.9950

0.9991

0.9305

0.9983
0.9996
0.9938
0.9832
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14
15

16

17

18

19

20

21 decaclorobifenilo

Tabla 18. Parametros de evaluacion del desempefio del método.

Analito

tetracloroxileno
alfa-HCH
beta-HCH
gama-HCH
delta-HCH
heptacloro
aldrin
epoxido de
heptacloro
gama-clordano
endosulfan I
alfa-clordano
DDE + dieldrin
endrin
endosulfan II
DDD
aldehido de
endrin
sulfato de
endosulfan
DDT
cetona de
endrin

metoxicloro

LD LC
Hg/L
14 29
05 10
03 08
04 06
02 05
10 18
07 14
06 10
06 1.1
07 12
07 1.1
08 1.1
07 14
03 09
04 08
09 14
NA  NA
08 10
05 09
09 15
05 15

%R

971
104.8
151.9
114.9
116.1

944
116.5

1304

136.3
170.4
133.7
107.0
124.3
143.1
73.9

173.8

NA

88.2

168.4

95.1
206.5

2.5 pg/L
S

(unidades %CV

de area)
10535.2
7959.9
12643.4
8041.2
16272.2
2225.1
17294

5869.4

8222.1
3192.1
7307.6
5906.5
4170.7
4087.0
21369.6

3522.1

NA
13936.7
6214.3

15015.2
6751.1

6.7
5.8

24.6
8.2

20.7
3.8
4.4

4.2

4.5

9.2

4.7

3.5

14.6
29.1
16.7

13.6

NA

17.0

11.0

46.8
233

%R

102.2
104.3
128.8
107.5
113.6
98.9

114.9

119.7

122.2
170.9
119.7
95.6

115.5
154.5
935

155.0

NA

93.7

150.7

86.5
163.0

4.5 pg/L
s
(unidades
de area)
23895.0
5861.7
6640.2
4145.2
10016.7
6644.6
1294.5

74418

10200.3
5998.8
5394.7

10087.1
1670.3
5885.1

15790.8

2684.1

NA
8167.6
6918.6

13536.8
8827.6

%CV

9.0
2.8
9.3
2.9
8.3
6.6
2.1

3.5

3.7
10.3
2.3
4.0
3.6
25.0
6.5

6.7

NA

54

8.1

24.7
22.7

* Las concentraciones de prueba en el caso de DDE+dieldrin es igual a la suma de las
concentraciones individuales (5 pg/Ly 9 ug/L respectivamente)
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v Cumple, ¥ No cumple, NA no aplica

Tabla 19. Aceptacion del método segun los parametros de referencia.

analito

tetracloroxileno
alfa-HCH
beta-HCH
gama-HCH
delta-HCH
heptacloro

aldrin
epdxido de
heptacloro

gama-clordano
endosulfan I
alfa-clordano
DDE + dieldrin*
endrin
endosulfan II

DDD

aldehido de endrin

sulfato de
endosulfan

DDT
cetona de endrin
metoxicloro

decaclorobifenilo

A N N R N N N Y N N N N N N U e

x

AN NN

v

2.5 pg/L
%CV
v

A U N N N N N

AN N N N N N RN

%R

4.5 ug/L
%CV
v

NN N N N N N N N N N N U NN

Z
>

SN NN

%R
v

v

AN NN

(\

* Las concentraciones de prueba en el caso de DDE+dieldrin es igual a la suma de las

concentraciones individuales (5 pg/Ly 9 ug/L respectivamente)
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Los resultados en la tabla 18 indican que el tratamiento de muestras acuosas con
microextraccion en fase solida permite la extraccion simultanea de 22 compuestos
organoclorados; ademas es posible la separacidon de los analitos mediante
cromatografia de gases y, el detector de espectrometro de masas permite la
determinacion de 21 de los analitos a niveles de trazas aunque a concentraciones

mayores a las establecidas en la NOM-127-SSA1-1994 para el agua de consumo.

Se observa en la tablas 18 y 19 que se obtuvo linealidad en el intervalo de trabajo
seleccionado para todas las respuestas cromatograficas, excepto para el sulfato de
endosulfan, por lo que no resulta adecuado el analisis de este compuesto por este

método en el intervalo de 1 a 6 pg/L.

Los siguientes analitos: tetracloroxileno, a-HCH, y-HCH, 6-HCH, heptacloro, aldrin,
DDE y dieldrin (suma), DDD, DDT y cetona de endrin cumplieron con todos los

parametros estadisticos recomendados para la aceptacion de métodos analiticos.

Es importante considerar que para la validacién completa del método se requiere un
mayor numero de réplicas para evaluar la veracidad y precision, siendo posible la
mejora de la calidad de las estimaciones de estos parametros incluso para los demas
analitos. Para el desarrollo de un método analitico que pueda aplicarse a la normativa
mexicana para el agua de consumo deberan también evaluarse otros parametros

como el efecto matriz, la reproducibilidad y la robustez del método.

Otro aspecto que puede mejorarse a futuro son los limites de detecciéon y de
cuantificacion, se ha visto que un detector de captura de electrones provee mayor

31,36

sensibilidad en la determinacién de este tipo de compuestos>"°, por lo que el uso

de este tipo de detectores podria mejorar los resultados obtenidos en este trabajo.
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6.4.Analisis de muestras de agua potable

Se realizd el analisis de tres muestras de agua potable (del grifo), dos de ellas del sur

y la Ultima del oriente de la ciudad de México (Tabla 20).

Tabla 20. Sitios de muestreo

muestra Fuente Coordenadas
Edificio 5, Instituto de Ingenieria, Ciudad 19°19'44.3"N

1
Universitaria, Coyoacan 99°10'55.7"W
Toma de agua domeéstica, Colonia Pedregal de 19°20'10.4"N

2
Santo Domingo, Coyoacan 99°10'15.9"W
Toma de agua doméstica, Colonia Los Angeles, 19°20'45.3"N

3
Iztapalapa 99°04'04.8"W
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Tabla 21. Analisis de muestras de agua potable

Analito

tetracloroxileno
alfa-HCH
beta-HCH
gama-HCH
delta-HCH
heptacloro
aldrin
epoxido de heptacloro
gama-clordano

endosulfan |

alfa-clordano

DDE + dieldrin

endrin
endosulfan Il
DDD
aldehido de endrin
sulfato de endosulfan
DDT
cetona de endrin

metoxicloro

decaclorobifenilo

NA (no aplica)

<LD (por debajo del limite de deteccidn)

<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD

NA
<LD
<LD
<LD
<LD

Muestra
2
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
NA
<LD
<LD
<LD
<LD

<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD
<LD

NA
<LD
<LD
<LD
<LD

Aunque en todos los casos se detectaron sefiales cromatograficas que por asociacion

de iones y tiempo de retencién podrian corresponder a algunos analitos, todos se

encontraron por debajo del limite de deteccion.
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7. Conclusiones

Se desarrollé un método basado en la microextraccion en fase sélida (SPME) para la
determinacion simultanea de decaclorobifenilo y 20 plaguicidas organoclorados
(tetracloroxileno, alfa-HCH, beta-HCH, gama-HCH, delta-HCH, heptacloro, aldrin,
epoxido de heptacloro, gama-clordano, endosulfan I, alfa-clordano, suma de DDE y
dieldrin, endrin, endosulfan 1I, DDD, aldehido de endrin, DDT, cetona de endrin y

metoxicloro).

Se compararon tres fases de extraccion para SPME de diferentes composiciones y
espesores (PDMS, PDMS/DVB y DVB/CAR/PDMS) para la extraccion de 22
compuestos organoclorados. La fase que mostré un mejor desempefo (incremento
del area de sefnal cromatografica) fue la de composicion

divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano.

Se determinaron las condiciones éptimas para la extraccion por HS-SPME mediante
el uso de una metodologia de superficie de respuesta. Las mejores condiciones
encontradas fueron: 60 minutos de extraccion a de 70 °C, agregando 2.88 g de NaCl

(80% de la solubilidad).

Se evalué el desempeiio del método para el analisis de los 22 analitos a nivel de
trazas (ug/L o ppb) en muestras acuosas, mostrando buena linealidad y precision.
Sin embargo, la adecuacion y validacion del método para su aplicacion a la NOM-
127-SSA1-1994 (mod. 2000) requiere la mejora de los limites de cuantificacion y
deteccion, asi como una serie de ensayos mas estrictos para determinar la veracidad,

precision y robustez del método.
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La microextraccion en fase solida seguida de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas permite la determinacion de 21 analitos organoclorados;
se obtuvieron limites de deteccion que van de 0.2 a 14 ug/L y limites de
cuantificacion entre 0.5 y 2.9 ug/L. El método desarrollado se aplico a muestras de
agua potable de la Ciudad de México. Estadisticamente no se puede confirmar la

presencia de los analitos en las muestras de agua analizadas.
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Anexo 1. Analisis de varianza para la seleccién de fase

de extraccion.

El analisis de varianza tiene el objetivo de probar la hipdtesis nula (Ho) de igualdad

de las medias obtenidas con cada fase de extraccion (ui):

Hy: Uppms = Uppms/pve = HDVB/CAR/PDMS

En las tablas de analisis de varianza (ANOVA) se descompone la varianza del area de
pico cromatografico de cada analito en dos componentes: uno de los componentes
mide la variacién entre tratamientos (fases de extraccion) y el segundo mide la
variacion dentro de los tratamientos. La relacion F es la razon del cuadrado medio
(CM) entre tratamientos y el cuadrado medio dentro de los tratamientos. Si el
valor-p de la prueba F es inferior a 0.05, existe una diferencia estadisticamente
significativa en las respuestas medias determinadas con cada fase de extraccién con

un nivel de significancia del 5% y se acepta la hipodtesis alternativa (Ha):
g y P P

Hp:p # pj paraalgini # j

Grados

Componente cf/l;/;’?jagss de CL;Z;?ZO F Valor-p
libertad
Tratamientos 8.7362E10 2 4.3681E10 2142 0.0019
Error 1.2237E10 6 2.0394E9
Total 9.9598E10 8
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b) alfa-HCH

Suma de Greteres Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 7.47087E10 2 3.73544E10 220.51  0.0000
Error 1.01641E9 6 1.69402E8
Total 7.57251E10 8
c¢) beta-HCH
Suma de Gt Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 5.93433E9 2 2.96717E9 179.34 0.0000
Error 9.92699E7 9 1.6545E7
Total 6.0336E9 8
d) gama-HCH
Suma de Gereios Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 3.00865E10 2 1.50433E10 173.71 0.0000
Error 5.1959E8 6 8.65984E7
Total 3.06061E10 8
e) delta-HCH
Suma de Gt Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 1.80405E10 2 9.02024E9 85.24 0.0000
Error 6.34943E8 6 1.05824E8
Total 1.86754E10 8
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f) heptacloro

Suma de Giieres Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 2.63313E9 2 1.31656E9 15.34 0.0044
Error 5.1481E8 6 8.58016E7
Total 3.14794E9 8
g) aldrin
Suma de Gt Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 1.14566E9 2 5.72828E8 9.25 0.0147
Error 3.71615E8 6 6.19359E7
Total 1.51727E9 8
h) epdxido de heptacloro
Suma de Gereios Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 1.15712E10 2 5.78562E9 25.71 0.0011
Error 1.35002E9 6 2.25004E8
Total 1.29213E10 8
i) gama-clordano
Suma de G Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados ) medio
libertad
Tratamientos 1.76092E10 2 8.80459E9 12.96 0.0066
Error 4.07517E9 6 6.79195E8
Total 2.16843E10 8
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j) endosulfanI

Suma de Giieres Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 8.31902E8 2 4.15951E8 5.55 0.0432
Error 4.49442E8 9) 7.4907E7
Total 1.28134E9 8
k) alfa-clordano
Suma de Gt Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 1.33803E10 2 6.69013E9 12.41 0.0074
Error 3.23556E9 6 5.3926E8
Total 1.66158E10 8
l) DDE + dieldrin
Suma de Gereios Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 2.27826E10 2 1.13913E10 22.38 0.0017
Error 3.05355E9 6 5.08925E8
Total 2.58362E10 8
m) endrin
Suma de Gt Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 3.2721E7 2 1.63605E7 0.29 0.7573
Error 3.37055E8 6 5.61758E7
Total 3.69776E8 8
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n) endosulfanII

Suma de Giieres Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 5.37777E7 2 2.68888E7 7.01 0.0270
Error 2.3029E7 6 3.83816E6
Total 7.68066E7 8
o) DDD
Suma de Gt Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 5.81423E10 2 2.90711E10 10.48 0.0110
Error 1.665E10 9 2.775E9
Total 7.47923E10 8
p) aldehido de endrin
Suma de Gereios Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 7.56609E8 2 3.78304E8 44.03 0.0003
Error 5.15508E7 6 8.5918E6
Total 8.0816E8 8
g) sulfato de endosulfan
Suma de Gt Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 5.92445E7 2 2.96222E7 9.32 0.0144
Error 1.90643E7 6 3.17738E6
Total 7.83088E7 8
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r) DDT

Suma de Giieres Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 3.09603E10 2 1.54802E10 16.11 0.0039
Error 5.76647E9 6 9.61079E8
Total 3.67268E10 8
s) cetona de endrin
Suma de Geerees Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 6.16569E9 2 3.08284E9 44 .34 0.0003
Error 4.17159E8 6 6.95265E7
Total 6.58285E9 8
t) metoxicloro
Suma de Gereios Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 6.33106E9 2 3.16553E9 5.23 0.0484
Error 3.63049E9 6 6.05081E8
Total 9.96155E9 8
u) decaclorobifenilo
Suma de Gt Cuadrado
Componente de . F Valor-p
cuadrados . medio
libertad
Tratamientos 8.30437E9 2 4.15219E9 32.38 0.0006
Error 7.69366E8 6 1.28228E8
Total 9.07374E9 8
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Anexo 2. Efectos principales de la temperatura,
concentracion de NaCl y tiempo en la SPME de

plaguicidas organoclorados.

El efecto de un factor se define como el cambio observado en la variable de
respuesta debido a un cambio de nivel en el factor.*’” A continuacion se muestran los
diagramas de efectos principales (los que se deben a la accion individual de cada

factor) sobre la respuesta de cada analito.

b. alfa-HCH
a. tetracloroxileno

(X 10000) (X 10000)
37 b 20 b
17 - .
35 .
< <
z g 14r b
o 4]
o - g /
@ @
1 L 11 T
31r 4
st i
29 £ - 5t E
-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0 1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
Temperatura NacCl tiempo Temperatura NacCl tiempo
c. beta-HCH d. gama-HCH
(X 1000) (X 10000)
39 9 12 A

10 1

) S

=
©
T
1
respuesta
=)
T

1t 5 ot 3
=L 1.0 E1%0] 1.0 E10] 1.0 LD 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
Temperatura NacCl tiempo Temperatura NacCl tiempo
e. delta-HCH f. heptacloro
(X 10000) (X 10000)
8 E 17 F B
16 - 1
6 i
< o]
g §1sF 1
S 4k i g ~—
a a
@ @
4 ¢ 1k B
2k i
13 -
ok - 12 3
-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
Temperatura NacCl tiempo Temperatura NacCl tiempo

84









Anexo 3. Diagramas de Pareto estandarizados para la

SPME de plaguicidas organoclorados.

Un diagrama de Pareto es un grafico de barras que representa los efectos ordenados

en forma descendente de acuerdo con su magnitud absoluta, es estandarizado

cuando se representan los efectos divididos entre su error estandar. Es una forma

practica de ver qué factores tienen un mayor efecto en la variable de respuesta.*’
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Anexo 4. Graficos de

analito.
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Anexo 5. Curvas de calibracion.
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