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Resumen

Se propuso una metodologia para la determinacion de tonalide y almizcle cetona
(fragancias utilizadas en productos del cuidado personal) en lodo activado mediante
la extraccion asistida con ultrasonido (UAE) seguida de microextraccion en fase
sélida (SPME) y su andlisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC-MS).

En la UAE se evalué el efecto del tiempo y disolvente de extraccion. Para SPME se
estudio el efecto de la fase polimérica, pH de la disolucion, porcentaje de una sal
inerte (NaCl) y temperatura de extraccion.

Los resultados de las variables evaluadas para la UAE mostraron que las mejores
condiciones fueron: el uso de metanol como disolvente y 30 s de bafio de ultrasonido
(30 Watts). Para SPME se utilizé la fiora de PDMS (100 um), temperatura de
extraccion de 40 °C sin ajustar el pH y ni adicionar sal.

Se evalud la linealidad del método (R? > 0.98) para ambos analitos, y se
determinaron los limites de deteccion y cuantificaciéon (0.15y 0.5 ng-g?).

El método desarrollado se aplicd a una muestra de lodo activado de la planta de
tratamiento de agua residual de Cerro de la Estrella. El analisis reveld la presencia
de ambos almizcles sintéticos, en concentraciones de 0.1 pg-kgty 0.48 pug-kg* para
almizcle cetona y tonalide respectivamente.






1.Introduccion

En la actualidad existe interés por los contaminantes emergentes (CEs), debido a
su contribucién en la contaminacién del aire, agua, suelo, sedimento y organismos
vivos. Su presencia en el ambiente no se considera significativa en términos de
distribucién y concentracion, provocando que pasen inadvertidos y con la posibilidad
de generar problemas ambientales, asi como riesgos para la salud dado el
desconocimiento de su presencia, impacto y tratamiento. Se sabe que, entre los
CEs mas comunes, que completan la lista de sustancias no reguladas, se
encuentran: hidrocarburos aromaticos, herbicidas, farmacos y productos del
cuidado personal (PCP’s) (5).

Algunos PCP’s tienen como propdsito brindar un mejor olor, consistencia y aspecto,
después de cumplir su funcién, estas sustancias terminan en el sistema de drenaje
y son canalizadas en las plantas de tratamiento de agua residual (PTAR). Durante
el tratamiento recibido no se contempla su presencia, lo que lleva a que no sean
eliminados en su totalidad, provocando que la principal via de distribucién en el
ambiente sea a través del agua tratada y sedimento durante su uso en actividades
humanas (riego, agricultura, generacion de energia) (4 y 7).

La preocupacion por la presencia en el ambiente de algunos PCP’s como las
fragancias, se basa en el desconocimiento de su impacto ecotoxicolégico y su
permanencia activa tras ser desechados e incorporados al ambiente. Diversos
estudios han demostrado su presencia en agua residual, superficial y subterranea,
asi como suelo, sedimento y organismos vivos. La bioacumulacion de fragancias en
animales marinos es capaz de generar disrupcion enddécrina, afectando el desarrollo
reproductivo, alterando el comportamiento, reduciendo las tazas de crecimiento y
perjudicando la resistencia a enfermedades de la vida silvestre. En el caso de su
bioacumulacién en lodo residual, las concentraciones reportadas se encuentran en
un rango de 1.4 -13.5 mg-kg? y de 0 — 0.5 mg-kg! para tonalide y almizcle cetona
respectivamente (12-15).

Para su determinacion, en distintas matrices ambientales, se desarrollan nuevos
métodos que involucran un procedimiento laborioso a raiz de la complejidad y
diversidad de las muestras. La variabilidad de la muestra puede poner en riesgo el
desempefio analitico de un método, limitandolo a una aplicacion especifica y un
numero de muestra reducido, ya que sus caracteristicas fisicas, quimicas y
fisicoquimicas provocan que los contaminantes interaccionen de manera compleja
con la matriz, por lo que, el andlisis de sedimento y organismos, sigue
representando un reto analitico.



Actualmente existen procedimientos analiticos que han permitido el desarrollo de
técnicas y sistemas de deteccion mas eficientes con los que se pueden determinar
de manera mas efectiva (19).

En este trabajo se propuso el desarrollo de una metodologia para la determinacion
de tonalide y almizcle cetona en lodo activado, utilizando técnicas de preparacion
de muestra miniaturizada (extraccién asistida con ultrasonido (UAE) vy
microextraccion en fase sélida (SPME)) seguido del andlisis por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas. La propuesta metodoldgica se aplic a
una muestra de lodo activado, aportando informacién sobre la presencia y
distribucion de estas fragancias.



2.Antecedentes

2.1.Aguaresidual

El agua residual, es el agua procedente de las descargas municipales, industriales,
comerciales, de servicios, agricolas, pecuarios, domésticos, incluyendo
fraccionamientos y en general de cualquier otro uso, asi como la mezcla de ellas
(1).

Una planta de tratamiento de agua residual (PTAR), tiene el objetivo de generar
mejores caracteristicas en cuanto a la calidad y cantidad de agua tratada mediante
diferentes procedimientos fisicos, quimicos y biotecnoldgicos (2).

2.1.1. Tratamiento de agua residual

En las PTAR, el agua residual recibe un tratamiento, el cual involucra procesos
fisicos, mecanicos, quimicos y biologicos para la eliminacion de diferentes tamafios
de particulas y algunos compuestos organicos coloidales y disueltos (iones,
bacterias, virus, sustancias organicas naturales y sintéticas, etc.), ademas, los
desechos generados en este proceso deben ser tratados para controlar su
contenido de contaminantes permisibles.

Los procesos de tratamiento pueden clasificarse en tres tipos:
1) Primario

Ocurre la separacion por métodos fisicos (sedimentacion, flotacién y floculacion) de
los solidos en suspension sedimentables, no retenidos en el pretratamiento, asi
como las sustancias flotantes que puedan afectar los siguientes procesos.

2) Secundario

Elimina la materia organica biodegradable no sedimentable y disuelta, empleando
la combinacién de procesos mecanicos (sedimentacién) y biolégicos (aerobio y
anaerobio). La biomasa que se genera en este proceso debe ser removida para que
el efluente siga con el tratamiento.

3) Terciario

Incluye procesos bioldgicos, fisicos y quimicos para remover materiales disueltos
gue incluyen gases, sustancias organicas no biodegradables naturales y sintéticas,
iones, bacterias, virus (3).

2.2.Produccion de lodos en el tratamiento de agua residual

En el tratamiento de agua, los residuos que se generan se conocen como biosélidos,
dentro de ellos, a los soélidos y semisolidos formados en el tratamiento biologico del
agua se les conoce como lodos activados y su formacion se lleva a cabo en dos
etapas. En un decantador, durante el tratamiento primario se produce una
separacion fisica por parte de los sélidos en suspension debido a su densidad. En
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la segunda etapa (tratamiento secundario) una parte de la materia organica
solubilizada es metabolizada a CO: y H:0, y la otra es transformada en materia viva
por el desarrollo de un cultivo microbiano. Los residuos organicos de estas etapas
constituyen la mayoria de los lodos, pero también incluyen arena, natas y solidos.
La composicion del lodo es heterogénea y varia en funcién de los constituyentes del
agua residual, las condiciones ambientales y la procedencia del lodo (3).

2.2.1. Normatividad de lodos activados en México

Los lodos provenientes de las PTAR tienden a contar con la presencia de metales
pesados y microorganismos patdégenos, por ello deben cumplir con la NOM-004-
SEMARNAT-2002 (NOM-004), en la cual se establecen los limites maximos
permisibles de contaminantes para su aprovechamiento y disposicion final, ademas
de especificar los criterios con los que deberdn cumplir los biosélidos para ser
aprovechados. Dichos contaminantes consideran algunos metales, organismos
patégenos y parasitos que se encuentran en el lodo. De igual manera establece que
de acuerdo a la calidad del lodo el aprovechamiento que tendra (4).

2.3.Usos de los lodos residuales

2.3.1. Fuente de energia

El lodo puede servir como fuente de energia, produciendo biogas, el cual se obtiene
como subproducto de la digestion anaerobia durante el tratamiento secundario.
Otras alternativas con las cuales se puede transformar el lodo, en un recurso
energético, es sometiéndolo a secado térmico, incineracion, pirolisis y gasificacion.
En las PTAR, se pueden obtener beneficios derivados del aprovechamiento del
biogas, lo cual es importante debido a cambios en la economia por el incremento
en el costo de la energia eléctrica. El biogas generado puede producir entre 50 y
100% de la energia requerida en un tratamiento biolégico convencional (3).

2.3.2. Aprovechamiento en la agricultura

El aprovechamiento de los biosolidos y su aplicacion en suelos tienen el proposito
de mejorar sus caracteristicas (textura y capacidad de absorcion de agua),
brindando condiciones mas favorables para el crecimiento de las raices e
incrementando la tolerancia de la vegetacion a la sequia. Por otra parte, se le
proveen nutrientes como: el nitrégeno, fosforo, niquel, zinc y cobre. Esenciales para
el crecimiento vegetal. Los biosoélidos pueden servir también como una alternativa
0 sustituto a los costosos fertilizantes sintéticos. Estas formas organicas de
nutrientes son menos solubles en agua y, por lo tanto, tienen una menor



probabilidad de lixiviarse al agua subterranea o ser arrastradas a las aguas
superficiales (3).

Los nutrientes en los biosolidos representan una ventaja en comparacion con los
fertilizantes inorganicos, gracias a que pueden ser incorporados lentamente por las
plantas en crecimiento. Ademas, estos nutrientes son menos solubles en agua v,
por lo tanto, tienen una menor probabilidad de lixiviar al agua subterranea o
superficial (3).

2.4.Tipos de contaminantes en lodo residual

Un contaminante es toda materia 0 sustancia, sus combinaciones 0 compuestos,
derivados quimicos o biologicos, asi como toda forma de energia, radiaciones
ionizantes, vibraciones o ruido que, al incorporarse y actuar en la atmésfera, agua,
suelo, flora, fauna o cualquier elemento del ambiente alteran o modifican su
composicion o afectan la salud (5-6).

Dependiendo de la carga de contaminantes y del tratamiento que se le dé al agua
residual sera la composicion del lodo activado, ya que en él se concentra una gran
variedad de sustancias quimicas contaminantes suspendidas o disueltas (5).
Algunos ejemplos se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Contaminantes indicadores en lodos residuales.

GRUPO CONTAMINANTE EJEMPLO
Productos farmacéuticos Antibioticos, analgésicos,
antihipertensivos
Drogas ilicitas Cocaina, LSD.
Hormonas esteroides Testosterona, cortisol, progesterona.
Compuestos de consumo humano Cafeina, nicotina, edulcorantes
artificiales.
Retardantes de flama Tetrabromobisphenol- A (TBBPA),
Bifenilos polibromados.
Aditivos alimentarios Alcanfor, &cido hexandico, mentol.
Productos del cuidado personal Perfumes, fragancias (galaxolide y

tonalide), agentes de proteccion solar,
repelentes de insectos.

Metales pesados Cd, Zn, Ni, Hg, Mn.

Dentro de la gran cantidad de sustancias contaminantes que pueden estar
presentes en el lodo residual se encuentran las que son catalogadas como
contaminantes emergentes.



2.4.1. Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes (CEs) son aquellas sustancias que representan una
posible amenaza para la salud y el medio ambiente, debido a la incidencia,
contribucion de riesgo y datos ecotoxicologicos. Diversos estudios sobre estos
compuestos indican que son candidatos a una regulacién dependiendo de sus
efectos nocivos a la salud humana y los datos de monitoreo con respecto a su
incidencia. Un contaminante también puede ser emergente si se descubre una
nueva fuente, via de exposicion con los humanos, método o tecnologia de deteccion
(5-6).

Algunos productos de consumo humano como los surfactantes, farmaceéuticos,
cuidado personal, aditivos de las gasolinas, retardantes de fuego, antisépticos,
hormonas y subproductos de la desinfeccion del agua, han sido catalogados como
CEs, sus emisiones representan un problema en cuanto a su eliminacién durante el
tratamiento de agua residual, por lo cual es importante el estudio de los CEs en las
PTAR (5).

2.4.1.1. Productos del cuidado personal (PCP’s)

Son un grupo de sustancias quimicas utilizadas en diferentes productos
comerciales, los cuales se elaboran para uso directo sobre el cuerpo humano,
ingredientes activos y conservadores.

Los PCP’s representan un grupo de contaminantes emergentes, debido a su
capacidad de inducir efectos fisiol6gicos en seres vivos, por lo que en la actualidad
son estudiados y se busca determinar su presencia en diferentes matrices medio
ambientales y los posibles efectos a la salud en seres vivos. La Tabla 2 muestra
algunos PCP’s que son contaminantes emergentes

Tabla 2. Grupos de PCP’s mencionados como contaminantes emergentes.

PCP UsosS EJEMPLO
Fragancias Generar olor placentero  policiclicos, macrociclicos.
Agentes de proteccion Proteger la piel y Benzofenona y
solar disminuir el dafio por metilbenzilidene
radiacion UV
Repelentes de insectos Combatir a los insectos N, N-dietiltoluamida

Los PCPs terminan en las plantas de tratamiento, principalmente, a través de los
desechos que resultan como producto de la higiene personal y actividades
recreativas (natacion). Dado que la mayoria de estos productos son de baja
volatilidad, polares e hidrofilicos, su principal via de transporte es en el agua y el
sedimento.



Su presencia en el ambiente y algunos seres vivos genera preocupacion ante la
evidencia de efectos perjudiciales para los organismos con los que estan en
contacto (5).

2.4.1.1.1. Fragancias

Un perfume o fragancia es una combinacion de diferentes componentes aromaticos
gue originan un olor agradable.

Las fragancias estan hechas de dos tipos de aceites esenciales, los naturales y los
sintéticos. Las primeras se extraen de las flores, hierbas, especias, raices, maderas,
musgos, asi como de otras partes de vegetales y animales. Los almizcles
aromaticos sintéticos (producto de una reaccion quimica en laboratorio) intentan
imitar los olores de los aceites esenciales naturales, aportando nuevas
caracteristicas, lo que da una mayor diversidad de productos. Los almizcles mas
importantes son los policiclicos y nitro almizcles, pues son utilizados en el 95% de
las fragancias en Europa.

2.4.1.1.2. Almizcles sintéticos

Los almizcles sintéticos son utilizados como aditivos de fragancias y compuestos
fijadores en una gran variedad de productos de cuidado personal y productos para
el hogar como detergentes, suavizantes de telas.

Debido al costo elevado de las fragancias naturales, se han desarrollado los
almizcles sintéticos, dichos compuestos tienen propiedades semejantes a los
naturales y el costo de produccion es menor (7).

2.4.1.1.3. Clasificacién de los almizcles

> Nitroalmizcles

Son compuestos quimicos fragantes que se encuentran en productos para el hogar
y cuidado personal. Se crearon para sustituir a los almizcles macrociclicos
naturales.

Son solubles en disolventes organicos, tienen un rango de coeficiente de
octanol/agua (entre 4.3-4.9), por lo que se les considera lipofilicos y en
consecuencia persistentes en tejido adiposo. Presentan alta estabilidad quimica,
baja biodegradabilidad y alto potencial de bioacumulacion. Algunos ejemplos de
nitrocompuestos aromaticos son: el nitrobenceno, naftaleno y los almizcles ambreta,
cetona y xileno. Su produccién hoy dia, ha disminuido por su toxicidad (8).



> Policiclicos

Estos almizcles no se producen en la naturaleza, y no existe una relacion quimica
o estructural con los compuestos naturales de almizcle macrociclico. Surgen de la
necesidad de eliminar a los almizcles con grupo nitro, por el riesgo que implican
para la salud, ademas tienen un bajo costo de produccion, alta resistencia a la luz y
medios alcalinos.

Tienen baja solubilidad en agua, ademas de coeficientes de reparto octanol / agua
elevados (5.7-6.31). Su bioacumulacion es mayor, por su bajo grado de degradacion
biolégica y quimica en el medio ambiente. Debido a que presentan caracteristicas
similares a los nitroalmizcles, su estudio en diferentes matrices ambientales y
biolégicas ha incrementado (7). Se utilizan para aromatizar detergentes y perfumes,
los mas usados son: galaxolide y tonalide, aungque existen otros de menor uso como:
pantolide, celestolide y traesolide.

» Macrociclicos

Este grupo estd conformado por almizcles sintéticos y naturales, por lo general son
cetonas macrolidas (de origen animal), lactonas y bis-lactonas (origen vegetal). Sus
principales caracteristicas implican una produccion facil aunque de costo elevado,
una mayor biodegradacion e inestabilidad en relacion a los dos grupos anteriores,
a pesar de ser sintéticas, y es el grupo menos perjudicial para la salud y el medio
ambiente (8).
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2.4.1.2. Propiedades fisicoquimicas de algunos almizcles.
Tonalide

El nombre de IUPAC es: 6-acetil-1, 1, 2, 4, 4,7 hexametiltetralina.
Se identifica por otros sinGnimos como Tonalide o AHTN.

CAS: 1506-02-1

Formula: C18H260

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del tonalide (9) .

Masa Molecular 258.40 g'-mol*
Densidad 600 g-mL?

Punto de fusién 54.5 °C (52- 57)
Solubilidad 1.25 mg-L?

Log Ko/w 5.7

Punto de ebullicién 326 °C

Presién de vapor 5.12 x10* mm Hg

Figura 1. Estructura del tonalide.
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Almizcles Cetona

El nombre de IUPAC es: 4-terc-butil- 2,6-dimetil-3,5-dinitroacetofenona.

Se identifica por otros sindnimos mas extendidos como almizcle o almizcle cetona
(MK).

Su numero CAS: 81-14-1

Formula: C14H18N205

Es un sdlido cristalino que se utiliza como ingrediente en fragancias. Generalmente
se vende disuelto.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del almizcle cetona.

Masa Molecular 294.31 g-mol*
Densidad 1.29 g-mL?
Punto de fusion 135.5 °C (135-139)
Punto de inflamacion 168 °C
Solubilidad En agua, 0.4 mg-mL* a 20 °C, muy
soluble en cloroformo
Log Komw 4.30
Presion de vapor 0.1 hPa, (0.1 mmHg) a 80 °C
Punto de ebullicion sin datos disponibles
O
X
O O
N NZ
O O

Figura 2. Estructura del almizcle cetona
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2.4.2. Distribucion de almizcles en el ambiente

Desde la década de 1980 se ha detectado la presencia de distintos almizcles en el
medio ambiente y seres vivos, generando preocupacion por la incidencia de estos
compuestos.

Existen diferentes vias por las cuales llegan al ambiente, las principales son:

e Descarga de agua residual (domeéstica, industrial, hospitalaria) en cuerpos de
agua superficial

e Irrigacion de suelos con agua tratada, residual o agua superficial
potencialmente contaminada

e Lixiviacion a través del suelo

e Uso de biosolidos en la agricultura.

Su presencia en el lodo indica ineficiencia por parte de las plantas de tratamiento
para su eliminacion, por lo cual, se incrementa el riesgo de exposicidén para los seres
Vivos y el ambiente.

Las concentraciones encontradas de almizcles en el lodo se consideran bajas
(ng'kg?, pg-kg?), por tanto, el riesgo dependera de la frecuencia de exposicion
(continua o discontinua); el impacto, puede ser perjudicial, mientras se expone de
manera continua dado el desconocimiento de sus efectos, por lo cual se han creado
lineas de investigacion que estén enfocadas en la determinacion de estas
sustancias en diferentes matrices ambientales y biolégicas, por el contrario, cuando
discontinua el riesgo es minimo (3, 7,10).

2.4.3. Almizcles sintéticos como disruptores endocrinos

Los disruptores endocrinos (EDs) son cualquier sustancia quimica (natural o
sintética), contaminante ambiental, que una vez incorporado a un ser vivo pueden
causarle efectos adversos al igual que a su descendencia (11).

Los estudios sobre almizcles nitro y policiclicos iniciaron aproximadamente hace 40
afnos. Galaxolide, tonalide, celestolide, almizcle cetona, almizcle xileno y almizcle
ambreta son los mas determinados en una amplia variedad de matrices como el
agua residual, lodos residuales y animales (peces, invertebrados y roedores),
demostrado su toxicidad y bioacumulacion. El determinar estas sustancias en
distintas matrices incrementa el desarrollo de nuevas metodologias para su
deteccidn y la informacion toxicologica (11).

Los almizcles (nitro y policiclicos) estan catalogados como posibles disruptores
endocrinos. Los disruptores endocrinos interfieren en el funcionamiento del sistema
hormonal mediante alguno de estos tres mecanismos:
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Mimetizando a las hormonas naturales.
Bloqueando la accion de hormonas naturales.
Aumentando o disminuyendo los niveles de concentracion en el organismo.

Hormona :
natural
Disruptor
endocrino \

Receptor

bloqueo

sustitucion \

diferente

Figura 3. Representacion del efecto que tienen los disruptores endocrinos en la

célula.

De manera general, los efectos producidos en los seres vivos por los disruptores
endocrinos son los siguientes:

Modificacion de los niveles hormonales

Infertilidad

Alteracion de caracteristicas sexuales
Modificacion del sistema inmunoldgico
Criptorquidia (no descenso testicular)

Diferentes tipos de cancer

Malformaciones en el aparato reproductor
Alteraciones de la densidad y estructura 6sea (11).

2.4.4. Riesgos ambientales y ecotoxicidad de almizcles sintéticos. (12-

16)

La distribucion en el ambiente de los almizcles resulta de interés debido a su
presencia constante, la cual es resultado de su baja degradacion en el ambiente,
ademas de un uso y desecho continuos.
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La eliminacion incompleta durante el tratamiento de aguas y la descarga de estas 'y
el lodo en las aguas receptoras (rios, lagos, mares y océanos) implica un riesgo
potencial para los organismos acuaticos y la salud publica.

Su toxicidad varia dependiendo del organismo, el tiempo de exposicion y la
concentracion a la que se encuentren estos contaminantes. La exposicion a niveles
de traza (ng kg*, ug kg, mg kg?) en etapas sensibles del desarrollo, permite

explicar las anormalidades descritas en los organismos expuestos.

Diversos estudios en el mundo proporcionan informacion sobre las concentraciones
determinadas y los efectos de que generan estos compuestos en diferentes
organismos (invertebrados, mamiferos y plantas) y matrices (ambientales y
bioldgicas), lo que permite clasificar su riesgo ambiental.

Tabla 5. Ecotoxicidad reportada para tonalide y almizcle cetona (13-16)

sustancia

Matriz de estudio

Efectos encontrados

Referencia

Almizcle
cetona

Almizcle
Cetona

Tonalide

Tonalide

Pez cebra (Danario rerio)

Roedores

Carpa (Cyprinus Carpio L.)

Especies acuaticas nativas
de China (peces,
crustaceos, algas, etc.)

Afecta a la reproduccion
provocando una reduccién
en la fecundacion y el
tiempo de supervivencia de
la descendencia.

Actla como posible
cogenotoxico en
combinacion con varios
agentes carcinGgenos.
Aumento en el peso de
higado y riflones sin
histopatologia.

Anomalias morfologicas
(curvatura de la columna
vertebral, malformacion del
crdneo, edema visceral).

Afectaciones en la
supervivencia y
reproduccion (efectos
estrogénicos).

Carlsson et al.,2000

Shmeiser et al., 2001

Tumov et al., 2014

Li et al., 2020
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2.4.5. Legislacion de almizcles

El uso de algunos almizcles como el ambreta, tibeteno y moscano ha sido prohibido
en Europa debido a su toxicidad a largo plazo. Por el contrario, los almizcles cetona
y xileno que se producen y utilizan en China e India con un uso regulado por la
comision cientifica de productos cosméticos y no alimentarios para el consumidor
en la Directiva 2004/88/CE. En la Tabla 6 se especifican las regulaciones con
respecto al uso de estos dos compuestos.

Tabla 6. Legislacion del uso de nitro almizcles en Europa (17).

Concentracién méaxima

Sustancia Ambito de aplicacion :
autorizada
Todos los productos 1.4% Fragancia fina
Almizcle cetona cosmeéticos excepto para  0.56% Agua de colonia
higiene bucal. 0.042% demas productos
Todos los productos 1.0% Fragancia fina
Almizcle xileno cosmeéticos excepto para 0.4% Agua de colonia
higiene bucal. 0.03% demas productos

Con respecto a los almizcles policiclicos pocas son las limitantes en cuanto a su uso
y disponibilidad, una de ellas, establecida por el comité sobre productos cosméticos
y no alimentarios, restringe el uso de tonalide a no mas de un 12% en las fragancias
(17).

En México existe un acuerdo en el que se incluyen las sustancias restringidas y
prohibidas en la elaboracion de productos de belleza y perfumeria, en el cual no se
encuentra ninguna restriccion para el uso de tonalide. Por el contrario, para almizcle
cetona se limita a las condiciones de uso y concentraciones maximas permitidas
que se encuentran en la Tabla 7 (18).

Tabla 7. Concentraciones maximas permitidas de almizcle cetona para productos
de perfumeria y de belleza en México.

Sustancia Concentracion maxima permitida (%)

1.4 en perfumes
Almizcle cetona 0.56 en aguas de tocador
0.04 en otros productos

2.5.Métodos analiticos para la determinacion de almizcles

La seleccion de la técnica instrumental es uno de los puntos fundamentales en la
deteccién y cuantificacion de analitos. Para ello se tienen que considerar varios
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aspectos como la complejidad de la muestra, estado fisico del analito y sus
propiedades fisicoquimicas (19).

Técnicas como la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas han
favorecido el desarrollo de nuevos métodos analiticos de analisis en matrices de
complejidad variada y, a su vez, permiten la deteccion de almizcles a niveles de
trazas y ultra trazas (ng-kg?, ug-kg?t, mg-kg?).

El andlisis de los compuestos de interés usualmente incluye 3 pasos:

e Extraccion del analito
¢ Eliminacion las impurezas e interferencias de la matriz
e Seleccién del instrumento adecuado para la deteccion

El pretratamiento de la muestra incluye varios pasos que son importantes para
obtener datos confiables, estos pasos incluyen el muestreo, preparacion de la
muestra, su separacion y el analisis de datos.

El muestreo es el primer paso en cualquier analisis quimico. Es un proceso en el
que se decide el sitio y condiciones para tomar la muestra, obteniendo una fraccién
representativa la cual se espera que refleje la composicién del material total.

El siguiente paso es la preparacion de muestra, esta suele ser la etapa que mas
tiempo requiere y la mas importante debido a que la mayoria de los instrumentos
analiticos no pueden procesar las muestras directamente y consiste en realizar la
extraccién, concentracion, aislamiento del analito de interés y la reduccion o
eliminacién de compuestos interferentes que afecten el analisis.

En un principio la cromatografia era una técnica exclusivamente de separacion, al
acoplarla con un dispositivo capaz de identificar especies quimicas, se transformé
en un instrumento de analisis que brinda mayor informacién para determinar
(identificar y cuantificar) los compuestos que se van separando.

La evaluacion estadistica de los resultados da informacion con la cual se puede
estimar la concentracion de los analitos estudiados en la muestra, ademas, ayuda
con latoma de decisiones importantes al considerar la coherencia de los resultados.

Para poder elegir el instrumento de andlisis se deben tomar en cuenta varios
aspectos de la muestra como el estado fisico, su complejidad y caracteristicas
fisicoquimicas. Teniendo en cuenta esto, el muestreo y la preparacion de la muestra
son la parte mas compleja del analisis. En la actualidad, existen instrumentos
cromatograficos con la capacidad de separar y determinar los componentes de
mezclas complejas, dentro de los mas utilizados esta la cromatografia de gases y
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (GC-MS y HPLC-
MS).

La complejidad y la tardanza son aspectos a mejorar en la preparacion de muestra
de matrices complejas, por lo cual es de utilidad desarrollar técnicas de
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microextraccion que reduzcan el consumo de reactivos, disolventes, cantidad y
manipulacion de muestra y el tiempo con el que se llevan a cabo. Algunas técnicas
que permiten cumplir con estos objetivos en matrices ambientales son la
microextraccion en fase solida (SPME) y la extraccion asistida por ultrasonidos
(UAE) (19).

2.6. Microextraccion en fase solida (SPME). (20-21)

La microextraccion en fase solida se desarrollo en la década de 1990 como una
técnica de extraccion capaz de facilitar la preparacion y analisis de muestras
complejas. Se pueden realizar extracciones en liquidos, gases e incluso sélidos sin
el uso de disolventes. Esta constituida por una fibra retractil de silice fundida
recubierta de una fase polimérica en la que se extraen los analitos.

La ventaja de la SPME es que no es indispensable el uso de disolventes organicos,
los tiempos de preparacion de muestra son menores, requiere una manipulacion
minima de la muestra, ademas de combinar los procesos de extraccion,
concentracion y limpieza de la muestra en un solo paso.

Es util para el monitoreo de contaminantes organicos ambientales. La eficiencia en
la extraccion depende de los parametros experimentales (recubrimiento de la fibra,
tipo de extraccion, pH, % de sal inerte, tiempo de extraccién y cantidad de muestra)
que involucran las propiedades de los analitos, la matriz de la muestra y la fase
estacionaria que recubre la fibra, ademas, se debe tener cuidado con ciertas
complicaciones (efecto matriz e interferentes) que se presentan al trabajar con
matrices complejas.

Barri Ranura “Z"

Embolo

N

Tornillo de retencion del émbolo

Figura 4. Dispositivo manual de SPME que contiene la fase extractora
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2.6.1. Fibras de SPME

La selectividad en la extraccion depende la fase polimérica que recubre la fibra de
SPME, asi como de su espesor. Una afinidad elevada por los analitos es esencial
debido a la competencia que existe por ellos entre la fase y la muestra. El volumen
del recubrimiento también influye en la sensibilidad del método, los recubrimientos
MA&s gruesos extraen una mayor cantidad de analito, aunque significan tiempos méas
largos de extraccion.

2.6.2. Parametros que afectan la SPME.

2.6.2.1. Matriz

Los diferentes tipos de matriz (sélida, liquida o gaseosa) y su complejidad (lodos
residuales, fluidos bioldgicos, agua, vapores, etc.) presentan dificultades variadas,
una de ellas, es el encontrar una gran cantidad de sustancias organicas e
inorganicas que tengan caracteristicas similares a las del analito de interés,
actuando como interferentes y afectando la selectividad.

2.6.2.2. Adicién de una sal inerte

La adicidon de sales solubles (NaCl o KCI) provoca un aumento de la fuerza idnica,
en la solucion de la muestra, esto puede disminuir la solubilidad acuosa de los
compuestos organicos, con lo cual se incrementan las constantes de distribucion de
los analitos entre la fase de extraccibn-muestra, aumentando asi la eficacia y
selectividad del proceso de extraccion. El efecto de la adicion de sal y la cantidad
Optima, deben determinarse experimentalmente.

2.6.2.3. pHde la muestra

Regular el pH de la muestra, puede disminuir la solubilidad de los analitos, lo que
mejora la volatilidad tanto de &cidos como de bases y la sensibilidad del método.
Para los analitos acidos la disminucion en el pH mejora la eficiencia de extraccion y
en compuestos basicos es mas adecuada a un pH elevado, sin embargo, debe
determinarse experimentalmente.

2.6.2.4. Volumen de la muestra

La cantidad de analito extraido en la fase aumenta con el volumen de muestra, sin
embargo, esto no ocurre cuando el producto del coeficiente de difusion (Kes) y el
volumen de la fase extractora (Ve) es insignificante en comparacion con el volumen
de la muestra, si se cumple esta condicion la preparacion de la muestra no requiere
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de un volumen de muestra definido, este suele ser el caso en muchos sitios y
determinaciones in vivo.

2.6.2.5. Agitacion de la muestra

La agitacion durante la extraccion influye en el desempefio del método, ya que
favorece la difusion de los analitos que se encuentran en la matriz acuosa hasta la
fibra, acelerando la cinética de extraccion en la mayoria de las ocasiones. Este paso
reduce el espesor de la capa limite que rodea la fase extractora, lo que implica
tiempos mas cortos de equilibrio.

2.6.2.6. Temperatura

Un cambio en la temperatura de extraccion tiene varios efectos en SPME. Con un
aumento de temperatura, los coeficientes de difusion, equilibrios de distribucion
ocurren mas rapido mientras que las constantes de Henry aumentan, asi mismo los
coeficientes de particion para la fase de extraccion disminuyen provocando que la
transferencia de masa entre la fase extractora y la muestra sea mas rapida, de la
misma forma que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio es reducido. En
este punto se debe tomar en cuenta que el incremento de la temperatura no
representa una mejor extraccion, debido a la disminucion de los coeficientes de
distribucién para la fase de extraccion-muestra, por lo cual la cantidad extraida de
analito en el equilibrio disminuye.

2.6.2.7. Tiempo de extraccion

La mejor sensibilidad en el proceso de extraccion se alcanza en la llamada condicion
de equilibrio. Dicho tiempo de equilibrio depende de los coeficientes de distribucién
entre la matriz de la muestra-fase extractora, coeficiente de difusion del analito, el
tipo de fase extractora y su grosor.

Para optimizar el tiempo de extraccion se debe correlacionar la masa del analito
extraido con respecto al tiempo.

2.6.3. Extraccién de los analitos en SPME

El proceso de la microextraccion se lleva a cabo en dos etapas: extraccion y
desorcién

En la extraccion se expone la fibra a la muestra contenida en un vial sellado para
que se produzca la distribucion de los analitos hacia la fibra durante un tiempo y
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temperatura determinada. La extraccion se puede llevar a cabo de dos formas:
inmersion directa (DI-SPME) o en espacio cabeza (HS-SPME).

2.6.3.1. SPME en espacio cabeza (HS-SPME)

HS es la alternativa adecuada para extraer compuestos volatiles, semi-volatiles y
de volatilidad elevada. La fibra se expone en el espacio libre (espacio cabeza)
existente sobre la muestra durante un tiempo determinado, en el que los analitos
pasaran de la muestra al espacio cabeza y después a la fibra. Posterior a la
extraccion, la fibra se retrae y se realiza la desorcion de los analitos.

El volumen de HS en el vial debe ser lo minimo posible para aumentar la
concentracion de los analitos en la fase gaseosa y, por tanto, que la transferencia
de masa al recubrimiento de la fibra sera mayor.

2.6.3.2. SPME por inmersion directa (DI-SPME)

Es adecuada para extraer compuestos de volatilidad media- baja. Consiste en
sumergir la fibra directamente en la muestra (acuosa) durante un tiempo
determinado para que se produzca la distribucion de los analitos desde la matriz
hacia la fibra. Después de la extraccion, la fibra se retira y los analitos que estan en
la fase extractora, son removidos por desorcién térmica o liquida.

Las muestras acuosas deben tener caracteristicas quimicas controladas que
favorezcan la distribucion de los analitos hacia la fase extractora. Para disminuir el
deterioro de la fibora de SPME, se debe evitar su uso en matrices complejas,
concentraciones elevadas de disolventes y reactivos previo a la extraccion.

2.6.4. Desorciéon de los analitos en SPME

Para el analisis por cromatografia de gases (GC), el proceso de desorcion implica
introducir la fibra en el inyector del GC donde los analitos seran desorbidos
térmicamente para su analisis.

A medida que aumenta la temperatura, disminuye la capacidad de la fibra para
retener a los analitos. La temperatura del inyector debe ser de entre 20-30 °C por
debajo del limite de temperatura de trabajo de la fibra y/o la columna de CG
(generalmente de 200-280 °C). Ademas, el flujo constante de gas acarreador dentro
del inyector de GC introduce los analitos a la columna. Normalmente, un tiempo de
desorcion de dos minutos es suficiente para desorber la mayoria de los analitos.
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2.7.Extraccion asistida por ultrasonido (UAE). (22-24)

Es una técnica de extraccion y preparacion de muestra en la que se utilizan ondas
acusticas de alta frecuencia (20 kHz- 40 kHz) para disgregar una muestra soélida y

extraer los compuestos.

Las ondas de sonido viajan a través del disolvente produciendo ciclos de expansion
y compresion. En estos ciclos se provoca la formacion de burbujas en el liquido,
durante el proceso, estas crecen hasta que la burbuja implota (cavitacion).

Por la cavitacion, el disolvente es propulsado a altas velocidades generando una
mayor penetracion del mismo en los materiales soélidos, lo que facilita la

transferencia de los analitos de la matriz al disolvente.
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2.7.1. Tipos de ultrasonido

Existen dos tipos de ultrasonido para su aplicacién en preparacion de muestra:

e UAE con bafo ultrasénico
e UAE con sonda ultrasonica

El bafio de ultrasonido permite la extraccion de varias muestras, al mismo tiempo,
de una manera eficiente. Su uso es mas frecuente cuando el tiempo de extracciéon
es corto. La aplicacion en un material sélido suspendido en un disolvente requiere
la optimizacion previa de varios factores: cantidad de muestra, tipo de disolvente,

tiempo de extraccion y temperatura.

La sonda ultrasénica ha demostrado ser mas eficiente que el bafio de ultrasonido
en la extraccion de analitos para matrices solidas, ya que la proyeccion de la onda
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ultrasénica es unidireccional, sin embargo, es probable que se presente una
degradacion del analito empleando este tipo de ultrasonido.

2.7.2. Parametros que afectan en la extraccion por ultrasonido
e Frecuencia

Con frecuencias de sonificacion altas (MHz), la produccion de burbujas de
cavitacion se torna mas complicada que con frecuencias bajas (kHz).

e Disolvente

Debido a que la presién negativa en el ciclo de expansion-compresion, se deben
superar las fuerzas cohesivas naturales que actian en el liquido, cualquier aumento
de tales fuerzas disminuira la cavitacion. La viscosidad y tensién superficial son
propiedades que pueden aumentar estas fuerzas, por lo cual, la reduccion en la
viscosidad del disolvente y una baja tension superficial favorecen la cavitacion en la
solucion.

e Temperatura

La cavitacion aumenta con la disminucién de la temperatura de la solucién. Esto se
debe a que, cuando la temperatura del disolvente aumenta también lo hace su
presion de vapor y, por lo tanto, una mayor cantidad de solvente, en forma de vapor,
termina en las burbujas, actuando como una barrera de transmisién del sonido
anulando su efectividad. En caso de compuestos volatiles con altas presiones de
vapor, pueden perderse a través de la evaporacion.

e Cantidad de muestra

Se debe determinar con base en la concentracion de los analitos en la matriz. Al
tener una muestra de mayor tamafio se puede facilitar la deteccion de los analitos
al igual que de interferentes, en este punto, se recomienda usar un tamafo de
muestra representativo capaz de ser manipulado facilmente.

e Volumen de disolvente

Debe ser adecuado con el fin de tener una extraccion eficiente del compuesto,
emplear voliumenes fuera de lo 6ptimo no incrementa la recuperacion, e incluso,
bajo estas condiciones es capaz de reducir la concentracion del analito provocando
una disminucién en la sensibilidad del método y un consumo innecesario del
solvente.

e |ntensidad

Para alcanzar el umbral de cavitacién se requiere una intensidad minima. Esto
significa que no siempre son necesarias amplitudes mas altas para obtener los
resultados deseados. Ademas, amplitudes altas de sonicacion pueden provocar una
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agitacion de la disolucion en lugar de la cavitacidon y una mala transmision del
ultrasonido a través del medio liquido. Por otro lado, la amplitud debe aumentarse
cuando se trabaja con muestras de alta viscosidad, como sangre. Esto se debe a
gque a medida que aumenta la viscosidad de la muestra, también aumenta la
resistencia de la muestra al movimiento de las ondas ultrasonicas.

2.8.Cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS). (25)

La cromatografia de gases (GC) es una técnica de separacion en la que la muestra
en forma gaseosa se distribuye entre dos fases; una estacionaria (sélida o liquida)
y una movil (gas acarreador). Existen multiples aplicaciones de la GC, pero en
todas, las muestras deben ser volatiles o semi-volétiles y termoestables para poder
separar sus componentes, debido a que la separacién depende de la presion de
vapor y la afinidad de los analitos por la fase estacionaria.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica, en la cual se utilizan
meétodos eléctricos, quimicos o de radiacion para ionizar y fragmentar una molécula.
Después, los iones fragmento resultantes se separan mediante campos eléctricos
0 magneéticos y son tabulen con base en su relacion de masa y carga (m/z).

El GC-MS es un instrumento que tiene la capacidad para separar, identificar y
cuantificar una amplia variedad de compuestos. Consiste en la union de un
cromatdgrafo de gases con un espectrémetro de masas por medio de una linea de
transferencia a alta temperatura. Cuando la muestra se inyecta en el cromatografo
se vaporiza en el inyector y se separa en la columna, el efluente que sale de la
columna es ionizado y fragmentado por un bombardeo de electrones en la camara
de ionizacion (70 eV), los iones son acelerados y dirigidos hacia el analizador
masico en donde son separados en funcién de su relacion m/z.

En GC-MS los analitos pueden ser ionizados térmicamente, por campos eléctricos,
impacto de electrones, iones o fotones. La electroionizacion (El) es uno de los
métodos mas comunes para ionizar a los compuestos, generando una gran cantidad
de iones fragmento caracteristicos que permiten una identificacién casi inequivoca
de los analitos. Consiste en que un haz de electrones producido por un filamento
caliente interactie con las moléculas de la muestra para dar una mezcla de iones
gue seran propulsados al analizador masico, generalmente un cuadrupolo, el cual
consiste en cuatro barras metalicas colocadas de forma paralela a las cuales se les
aplica un voltaje constante y una radiofrecuencia oscilante que genera un campo
eléctrico y produce variaciones en las trayectorias de los iones dependiendo de su
relacion m/z , y asi, obtener informacion que permita establecer una estructura,
ademas, con sus abundancias relativas dar identidad a los compuestos.

La identificacion de los iones generados en el MS puede ser de dos formas: por
barrido total de iones (SCAN) o monitoreo selectivo de iones (SIM). En SCAN se
detectan todos los iones en un intervalo de m/z seleccionado y la identificacion se
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efectia comparando el tiempo de retencion de un estandar de referencia y el patréon
de fragmentacion. Para SIM solo se registran las relaciones m/z mas prominentes
del compuesto en un rango de tiempo seleccionado, lo cual evita determinaciones
erroneas por la presencia de compuestos denominados interferentes, dando mayor
selectividad y sensibilidad al analisis. En cuanto a la cuantificacion para ambos
meétodos se debe correlacionar la respuesta analitica obtenida de la integracion del
area del pico cromatografico o de la medicion de la abundancia relativa de los iones
fragmento diagnostico en funcion de la concentracion, para ello se utilizan
concentraciones estandar de concentracion conocida.

En la determinacion de contaminantes, la GC-MS representa una técnica de analisis
atil, ya que, permite separar, identificar y cuantificar de manera simultdnea una gran
cantidad de compuestos en muestras complejas con una gran selectividad y
sensibilidad (ng-L* - mg-L™1).

Inyeccion de

Regulador de gas

Abundancial

Abundancia

Iempo

Cromatograma Espectro de masas

Horno con control
de temperatura

Suministro de fase movil

Figura 6. Esquema de equipo de CG-MS.
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3.0bjetivos

3.1.Objetivo general

Desarrollar un método para la determinacion de tonalide y almizcle cetona en
muestras de lodo activado.

3.2.0bjetivos particulares

1. Aplicar la metodologia a una muestra de lodo activado de la planta de
tratamiento de aguas residuales del Cerro de la Estrella.

4.Justificacion

Existe la necesidad de desarrollar nuevos procedimientos analiticos que sean
rapidos, sensibles, ecoldgicos y econdmicos, que permitan la determinacion de
tonalide y almizcle cetona en diferentes matrices ambientales a diferentes niveles
de concentracién. Por lo que esta investigacion busca contribuir con una nueva
metodologia para su determinacion en muestras de lodo activado.

5.Hipotesis

El método que se desarrollara basado en la extraccion asistida con ultrasonido
(UAE) y microextraccion en fase sélida (SPME), seguido del analisis por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), permitira
determinar de manera mas eficaz y eficiente los almizcles sintéticos (tonalide y
almizcle cetona) en lodo activado.
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6.Desarrollo experimental

6.1. Materiales y reactivos

Reactivos

e Tonalide 2 97% Sigma- Aldrich (100 mg)

e Almizcle cetona = 98 % Sigma- Aldrich (100 pg-mL™Y).
e Cloruro de sodio

e Acido clorhidrico (37 %)

e Acetonitrilo =2 99 %, Tecsiquim

e Acetona =99 % B&J

¢ Diclorometano anhidro, = 99.8 %, Sigma-Aldrich (USA)
e Aguatipo | (Mili-Q).

e Aguatipo Il (destilada)

e Metanol 2 99.8% ACS

Material

e Jeringa Hamilton de 10 pL.

e Matraz volumétrico de 10,0 mL marca PYREX

e Pipetas Pasteur de tallo largo

e Vasos de precipitados de 10, 50 y 100 mL

e Viales ambar de 10 mL

e Viales de vidrio transparente de 10 mL y septas de PTFE (teflén) / silicon
e Tapas de aluminio de 20 mm x 8 mm, Supelco (USA)

e Jeringas de plastico BD Plastipak (3.0 mL).

e TermoOmetro de mercurio (-20 °C a 100 °C), LAUKA.

e Filtros para jeringa de PTFE (teflon), Titan 3 de 0.45 pum

6.1.1. Limpieza del material de vidrio

El material de vidrio se lavd con jabdn neutro y se enjuago con agua del grifo.
Posteriormente se metié en un bafio de ultrasonido con agua destilada durante 15
minutos. Se dejaron escurrir los viales y después se envolvieron en papel aluminio
para introducirlos en una mufla durante una hora a 350 °C.

El material volumétrico solamente se lavd con la misma espuma del jabén y se
enjuago con agua destilada para posteriormente dejarlo escurriendo.
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6.2.Instrumentacion y equipos

e Fibra para microextraccion en fase sélida de polidimetilsiloxano (PDMS) de
100 pm, SUPELCO (Bellefonte, USA)

e Balanza analitica, OHAUS (10 mg — 200 mg)

e Ultrasonido, Branson

e Parrilla de agitacion magnética con control de temperatura, Thermolyne

e Soporte manual para fibras de SPME, SUPELCO

e Micropipeta de 100 — 1000 pL Biohit Proline

e Micropipeta de 1 — 10 mL Biohit Proline

6.3.Condiciones del analisis cromatografico

El andlisis se realizé con un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 6890 N
acoplado a un detector selectivo de masas Hewlett Packard 5973. Usando, como
gas acarreador helio a flujo constante de 1 mL-min "1y el inyector se usé en modo
splitless (2 min) a 250 °C. La separacion se llevé a cabo en una columna capilar HP-
5MS-Ul (5 %-fenil)-metilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 yum de fase
estacionaria), el programa de temperatura fue 50 °C, 10 °C min hasta 240 °C (2
min), 30 °C min? hasta 300 °C (5 min). La linea de transferencia entre el
cromatografo y el detector de masas se mantuvo en 280 °C, la temperatura del
cuadrupolo y fuente de ionizacién fueron de 150 y 230 °C respectivamente.

6.4.Muestra de lodo activado

La muestra de lodo se obtuvo de la planta de tratamiento de Cerro de la Estrella,
ubicada en Av. San Lorenzo 312, San Juan Xalpa, Iztapalapa, 09850, (19°20°19.65”
N, 99°04'42.44” O), Ciudad de México.

La muestra se almacend en un recipiente de plastico, el cual se guardé en una
hielera para su traslado. Para su almacenamiento en el laboratorio, el lodo se
transfirio a frascos de vidrio &mbar para su refrigeracion a 4 °C.

6.4.1. Tratamiento previo de la muestra

El lodo se liofilizo a -20 °C durante 24 h, se tamizd en malla 80/100 y se almaceno
en frascos de vidrio ambar a temperatura ambiente. El sedimento se fortifico con los
analitos en porciones de 1.0 g para optimizar la extraccion por UAE.

6.5.Identificacion de Tonalide y Almizcle cetona por GC-MS

Se inyectd 1 pL de tonalide (2.5 ppm) en acetona y 1 pL de almizcle cetona (5ppm)
en acetonitrilo en el cromatégrafo de gases. Se obtuvo el tiempo de retenciéon y
respectivo espectro de masas por barrido total de iones (SCAN) en un intervalo de
m/z de 50 a 500 uma.
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6.6.Estudio de la temperatura del inyector y tiempo de splitless

Se realizé un estudio de la temperatura del inyector y el tiempo de splitless para
establecer las condiciones en las que se obtuviera una mayor abundancia y mejor
sefal cromatografica de los analitos.

Para el tonalide, el analisis de la temperatura del inyector se realiz6 con tres
diferentes temperaturas (100, 160y 210 °C) y para el nitro almizcle (almizcle cetona)
también se evaluaron tres temperaturas (160, 210, 250 °C).

La evaluacion correspondiente a la duracion del tiempo de splitless se realizé en
dos y cuatro minutos para los analitos. El analisis de este estudio se realizé con el
mismo programa de temperatura con el cual se identificaron los almizcles.

6.7.UAE de tonalide y almizcle cetona en lodo activado.

Para la extraccion de los almizcles en lodo fortificado se evaluaron las siguientes
variables: tipo de disolvente y tiempo de extraccion con bafio de ultrasonido.

6.7.1. Fortificacion del lodo liofilizado

Para fortificar, se peso6 1 g de lodo liofilizado en un vaso de precipitados de 50 mL y
se le distribuy6 en forma de goteo 1.0 mL de cada analito con la micropipeta.
Después, se cubrio el vaso con papel aluminio perforado, que permitié la
evaporacion del disolvente, asi mismo, durante esta etapa se revolvio el lodo para
homogenizarlo.

6.7.2. Seleccion del disolvente de extracciéon parala UAE

Tabla 8. Proporcién de disolventes usados para evaluar la extraccion

Disolvente Proporcién

Acetonitrilo 1

Acetona 1

Diclorometano 1
Acetonitrilo /Acetona 1:1
Acetonitrilo/ Diclorometano 1:1
Acetona/ Diclorometano 1:1
Acetonitrilo/Acetona/ Diclorometano 1:1:1

Para cada extraccion, se acondiciond una jeringa y un filtro de membrana con el
disolvente correspondiente. A cada vial se transfiri6 una muestra de 100 mg de lodo
y se le adicioné 1.0 mL del disolvente, evitando la suspensién no controlada del
lodo. Con el vial cerrado, se realiz6 la UAE a temperatura ambiente durante 30 s; el
extracto se mantuvo estatico para inducir la sedimentacion y asi extraer el
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sobrenadante con la jeringa a la cual, posteriormente se le coloco el filtro de
membrana y se filtré el extracto en un vial. Dicho procedimiento se aplicO para
ambos analitos con cada disolvente de extraccion. En la Tabla 8 se especifican los
disolventes de extraccion utilizados.

El extracto filtrado se analizé por GC-MS y se obtuvo el area correspondiente a la
cantidad de analito extraida, cada andlisis de disolvente se realiz6 por duplicado
(n=2).

Con la informacion obtenida, se realizé la optimizacion del disolvente, usando
aguellos con los que se obtuvo una mayor extracciéon de cada analito, ademas de
una mezcla intermedia de estos disolventes para realizar dicho analisis.

6.7.3. Extraccién con metanol

Adicionalmente, se realiz6 el estudio de extraccion de los analitos con metanol. El
procedimiento fue el siguiente:

Se pesaron 100 mg de lodo fortificado en un vial. Con una jeringa se le agreg6 1.0
mL de metanol, posteriormente se introdujo el vial al bafio ultrasénico durante 30 s
y después de sedimentar se extrajo el sobrenadante con la jeringa. El extracto se
filtré en un vial y finalmente se inyect6 1,0 uL del extracto para su analisis por GC-
MS.

6.7.4. Evaluacion de laretencién de los analitos en el filtrado
(membrana de teflén).

Al filtrar el extracto, los analitos se pueden retener de manera no selectiva en el
filtro, por lo que se evalud dicho efecto utilizando y reutilizando los filtros de
membrana en presencia y ausencia del lodo activado.

Para tonalide:

Utilizando las membranas correspondientes a la extracciéon con AcCN/CH2Cl2 1:1
(VIV) y una nueva, se filtr6 1.0 mL del estdndar de tonalide (250 ug-L™) en cada
una. Posteriormente se analizaron los extractos obtenidos por GC-MS y se
compararon sus respuestas cromatograficas con la obtenida del estandar sin filtrar.

Para almizcle cetona:

Se utilizaron las membranas correspondientes a la extraccion con AcCN y una
nueva, en ambas se filtro 1.0 mL del estandar de almizcle cetona (1 mg-L™).
Después se analizaron los extractos mediante GC-MS y se compararon las
respuestas cromatograficas con la obtenida del estandar sin filtrar.
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6.7.5. Tiempo de extraccién con ultrasonido

Para establecer el tiempo de extraccion en la UAE, se estudié su eficacia a 30, 50
y 80 s. El procedimiento fue el siguiente:

Se pesaron 100 mg de lodo fortificado en los viales y a cada uno se le adiciono 1
mL de metanol para después realizar la UAE durante el tiempo evaluado (n=3). Con
la jeringa se extrajo el sobrenadante y se filtré en un vial, posteriormente se inyecto
1.0 pL de cada extracto para su andlisis por GC-MS.

6.8. Extraccion del lodo por UAE

100 mg de lodo se colocan en un vial de 8 mL y se agrega 1.0 mL de metanol; la
extraccion por ultrasonido se realiza durante 30 s y el extracto final se filtra a través
de una membrana de teflon de 0.45 um. 1.0 mL del eluato se transfiere a un matraz
de 100.0 mL y se lleva al aforo con agua Mili-Q.

6.9.Variables que afectan la extraccion de los analitos con SPME

Se evalud el tipo de fibra, el efecto por la adicion de una sal inerte (NaCl),
temperatura de extraccion y el efecto del pH.

6.9.1. Seleccion de la fase polimérica de extraccion

El primer paso en el desarrollo de un método por SPME es la seleccion de la fibra
de extraccién, por lo cual se evalud la extraccion de los analitos con las fibras de
PDMS (polidimetilsiloxano) y PDMS/DVB (polidimetilsiloxano divinilbenceno) bajo
las mismas condiciones de extraccion.

6.9.2. Efecto de una sal inerte (NaCl)

El agregar sales solubles aumenta la fuerza ionica de la disolucion y puede
favorecer la extraccion de los analitos en la fiora de SPME. Con base en esto se
estudié la influencia del NaCl en la extraccién de los analitos con 30 % (36 g de
NaCl/ 100 mL) para cada 10 mL de disolucion estandar.

6.9.3. Efecto de la temperatura

Aumentar la temperatura puede favorecer la transferencia de masa a la fibra y
reducir el tiempo de extraccion, o generar un efecto opuesto. Debido a esto, se
evalud la extraccion a temperatura ambiente (25 °C) y con un bafio de agua a 40
°C.

6.9.4. Estudio del efecto del pH

El ajuste de pH se realizé con acido clorhidrico al 37 %, realizando las diluciones
correspondientes hasta un pH=3 en disolucién.
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6.10. Condiciones seleccionadas para el analisis de una disolucion
estandar de tonalide y almizcle cetona por SPME.

En un vial de 15 mL se colocé una alicuota de 10.0 mL de una disolucion estandar
de los analitos (1 % de disolvente organico), posteriormente se introdujo en un bafio
de agua a 40 °C con agitacidén constante, para realizar la extraccién con la fibra de
PDMS (100 pm) por inmersién directa durante 30 min.

El analisis se llevé a cabo con la desorcion de los analitos exponiendo la fibra en el
inyector del CG-MS a 250 °C durante 3 min. En la figura 6 se muestra un es quema
del sistema de extraccion utilizado de SPME.

P -

Figura 7. Sistema de extraccion para SPME en las condiciones seleccionadas
6.11. Analisis de tonalide y almizcle cetona por SPME-GC-MS.

6.11.1. Limites de cuantificacion y deteccion

Los limites de deteccion y cuantificacion se determinaron con una disolucion
estandar de los analitos, cuya respuesta fue de 3 y 10 veces la relacion sefial/ruido
respectivamente.
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6.11.2. Curva de calibracion para tonalide y almizcle cetona.

Con una disolucion madre de 12.6 ppb, se prepard una curva de calibracion de 6
puntos (n=3) en un intervalo de 0.5 a 5 ppb. El punto inicial de la curva correspondi6
al limite de cuantificacion de los analitos (0.5 ppb). Las disoluciones estandar se
muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Estandares para la curva de calibracion de tonalide y almizcle cetona

Estandar Concentraciéon (ppb) Disolucion madre (mL) Volumen de aforo (mL)

1 0.5 2.0 50

2 14 5.6 50

3 2.3 9.2 50

4 3.2 12.8 50

5 4.1 16.4 50

6 5.0 20.0 50
6.12. Andlisis de lodo activado de la planta de tratamiento de Cerro de

la Estrella, Iztapalapa, CDMX.

6.12.1. Blanco de reactivos

Para establecer la ausencia de los analitos en la metodologia, se preparé una
disolucion de agua Mili-Q al 1 % de metanol y se analizé bajo las condiciones
descritas en el apartado 6.10.

6.12.2. Blanco de lodo activado

Se realiz6 el andlisis de una muestra de lodo liofilizado, utilizando el procedimiento
de extraccion descrito en el apartado 6.8.

Después se agrego 1.0 mL del extracto filtrado en un matraz de 100.0 mL y se
llevo al aforo con agua Mili-Q. Se tomaron 10.0 mL de esta disolucién y se hizo el
analisis con las condiciones establecidas en el apartado 6.9.

6.12.3. Determinacion de Tonalide y Almizcle cetona en una
muestra de lodo fortificado

Se realizo la extraccion del lodo fortificado y con el extracto se prepar0 una
disolucion con una concentracion aproximada de 1 ppb. La extraccion y el analisis
del lodo fortificado se realizaron bajo las condiciones descritas en los apartados
6.8 y 6.9 respectivamente.
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7.Resultados y discusion

7.1.Identificacion de Tonalide y Almizcle cetona por cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS)

Las fragancias estudiadas se identificaron por barrido total de iones (SCAN) para
obtener los espectros de masas correspondientes. La Figura 8 muestra el
cromatograma por SCAN del analisis de una disolucion estandar de tonalide a 2.5
ppm en acetona cuya sefial cromatografica se identificd en un tiempo de 17.28 min.

40E+D4

17.28 min

3.0E+04

20E+04

Abundancia Relativa

1.0 E+04

0.0 E+00 R

Tiempo (min)

Figura 8. Cromatograma por barrido total de iones (SCAN) de tonalide a 2.5 ppm.

Se obtuvo el espectro de masas del tonalide y los iones con mayor abundancia
fueron las relaciones de m/z 243 y 258. En la Figura 9 se muestra el espectro de
masas de tonalide cuyo ion molecular se observa a una m/z 258. El ion fragmento
de m/z 243 corresponde al pico base y se puede atribuir a la pérdida de un grupo
metilo ([M-15]%), predominantemente el del C-1 para dar lugar a la formacién del ion
acilo. Los iones fragmento diagndstico para el tonalide fueron las m/z 243 y 258.
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Figura 9. Espectro de masas de tonalide

El pico cromatografico correspondiente al almizcle cetona se identificd a un tiempo
de retencién de 18.56 min. La Figura 10 muestra el cromatograma del analisis de
una disolucién estandar de almizcle cetona en acetonitrilo a 5 ppm.
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Figura 10. Cromatograma por barrido total de iones (SCAN) de almizcle cetona a 5

ppm.
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Se obtuvo el espectro de masas del almizcle cetona y se identificaron los iones
fragmento caracteristicos. Los iones con mayor abundancia fueron las relaciones
m/z: 279y 294.

En la Figura 11 se muestra el espectro de masas de almizcle cetona cuyo ion
molecular se observé en m/z 294. El ion que representa el pico base para el almizcle
cetona es el que tiene m/z 43, sin embargo, este no se observa debido a que el
intervalo de m/z en el que se trabajo fue de 50 a 550, este ion representa la
formacion del ion acilo (C2H30") del C-1. Por su parte el ion acilo puede fragmentar
de nuevo para dar una pérdida de CO, originAndose el ion CHs*, que establece la
pérdida de un metilo ([M-15] *), en este caso representado por el ion con m/z 279.Los
iones fragmento diagndstico para el almizcle cetona fueron los picos de m/z 279 y
294,
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Figura 11. Espectro de masas de almizcle cetona

7.2.Estudio de la temperatura del inyector y el tiempo de splitless para la
identificacion de Tonalide y Almizcle cetona

Para el analisis de tonalide, se evalué la temperatura del inyector (100, 160 y 210
°C) y el tiempo de splitless (2 y 4 min). La mayor repuesta cromatografica del
tonalide se obtuvo a una temperatura de 160 °C y 4 min de splitless, sin embargo,
2 min fueron adecuados para transferir al analito hacia la columna, ya que con 4 min
la respuesta cromatografica aumenté aproximadamente 6 % en comparacion con 2
min de splitless.
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Por lo anterior, los analisis posteriores se realizaron con una temperatura del
inyector de 160 °C y 2 min en splitless.

1.0E+07 -
8.0E+06 -

6.0E+06 -

100 eC

1 m 160°C
4.0E+06 -

m210°C

Area cromatogréfica

2.0E+06 - =

0.0E+00 -
2 min. 4 min.

Tiempo de splitless

Gréfico 1. Estudio de la temperatura del inyector (por inyeccién directa) y tiempo
de splitless para tonalide.

Los resultados, correspondientes a la variacion de temperatura del inyector,
mostraron que a 100 °C la respuesta analitica es baja, probablemente por una falta
de volatilizacién de la muestra, y que a 210 °C también disminuyo, en este caso,
debido a una posible descomposicion térmica del analito. Siendo 160 °C la
temperatura en la cual se volatilizo la mayor cantidad de la muestra, sin su
descomposicion, dando una mayor respuesta del analito.

El hecho de que la respuesta analitica con 4 min de splitless no sea del doble que
la de 2 min, se puede atribuir a que la mayor cantidad de analito vaporizado pasa a
la columna en ese lapso.

Para el almizcle cetona, también se estudio la temperatura del inyector (160, 210 y
250 °C). En este caso se tomé un rango mas alto de temperaturas debido al mayor
peso molecular del compuesto, y de igual manera se evalué el tiempo de splitless
(2 y 4 min.). En el Gréfico 2, se observa que la mayor respuesta se obtuvo a 160 °C
y 2 min de splitless, por lo que de igual manera que con el tonalide los analisis
posteriores se realizaron en estas condiciones.
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Gréfico 2. Estudio de la temperatura del inyector y tiempo de splitless en el analisis
de almizcle cetona.

La variacion de la temperatura del inyector para almizcle cetona, mostré al igual que
con tonalide, que a 160 °C se obtuvo la mayor respuesta cromatografica, debido a
gue se vaporizo la mayor cantidad de analito sin descomposicion. A 210y 250 °C la
respuesta disminuyé debido a la posible descomposicion térmica del compuesto.

Con 2 min de splitless se obtuvo una mayor respuesta cromatografica, por lo que
los analisis posteriores se realizaron bajo las mismas condiciones (160 °C y 2 min
de splitless).

Al usar SPME, la desorcién y deteccion de los analitos a 160 °C, fue baja, por lo
cual y con base en el intervalo de trabajo recomendado por el fabricante para la
fibra, se aumento la temperatura del inyector a 250 °C. Este incremento favorecio
la desorcion y deteccidn de los compuestos sin observar descomposicion de ellos,
esto puede explicarse considerando que la fase extractora de SPME evita la
descomposicion del analito a temperaturas elevadas. Por lo que la temperatura de
desorcion fue de 250 °C.
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7.3.Desarrollo del método para anédlisis de lodo activado por UAE-SPME-
GC-MS
7.3.1. Analisis del disolvente de extraccion para la UAE

En un principio, y debido a la baja solubilidad acuosa de los analitos, se propuso
realizar su extraccion del lodo empleando tres disolventes: acetonitrilo, acetona y
diclorometano.

En las extracciones para cada analito, se varié la proporcion de los disolventes al
100, 50 y 33.33 %.

Los resultados de este estudio mostraron que las proporciones de AcCCN/CH2Cl2 1:1
(V/V) y AcCN extrajeron en un 450% y 370% mas de tonalide y almizcle cetona
respectivamente. Tomando en cuenta esta informacion, se realizé un analisis para
optimizar la proporcién de disolventes, en el que se utilizaron las dos proporciones
anteriores y se afadié una fraccion intermedia de entre ellos (AcCN/CH2Cl2 3:1
(VIV)).

En la optimizacién, se observé que la proporcion de AcCN/CH2CI2 3:1 (V/V) es la
que extrae en mayor cantidad a los analitos. Sin embargo, el diclorometano es
capaz de disolver las fibras de SPME. Por lo cual y sabiendo la elevada capacidad
de extraccion del metanol, se realizd un estudio para extraer los analitos con él.

Los resultados obtenidos indicaron que el metanol aumento en casi 300 % la
extraccion de los analitos en comparacion con la de las proporciones de disolventes
ya evaluadas. Esto se puede explicar con la fuerza de elucion de los disolventes.
Dicha fuerza es una medida de su capacidad relativa para desplazar solutos de un
determinado adsorbente, ademas de la facilidad con que se pueden formar enlaces
de hidrogeno con los compuestos que se quieren extraer. Cuanto mas polar sea el
disolvente, mayor sera su fuerza de elucion y la extracciéon de los analitos. El
metanol tiene una fuerza de elucién (€°) de 0.70, mientras que la acetona, AcCCN y
CH2Cl2 de 0.53, 0.52 y 0.3 respectivamente, debido a esto se puede determinar que
el metanol extraerd una mayor cantidad de los compuestos (26).
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Gréfico 3. Estudio del disolvente de extraccion para tonalide.
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Gréfico 4. Estudio del disolvente de extraccion para almizcle cetona.



7.3.2. Retencion de analitos en los filtros de membrana.

En la preparacion de la muestra, el uso de filtros membrana permite la difusion
selectiva de un componente a través de sus poros utilizando presion.

El grado de recuperacién de un analito es importante, por lo que la perdida por
adsorcidn se debe estudiar. Para ello se usaron una membrana nueva y una usada
en la filtracion de lodo y en cada una se filtr6 1.0 mL de disolucién estandar de
almizcle cetona. Después, se analiz6 1,0 uL de cada filtracién por GC-MS.
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(acetonitrilo)

Abundancia relativa

B Acrodisco 2 (nuevo)
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Grafico 5. Estudio de la retencion de los analitos en el filtro usado y nuevo.

En el Gréfico 5 se observa que el filtro usado retuvo menos a los analitos que el
nuevo, esto se puede atribuir a su grado de saturacién, es decir, se presenta una
retencion menor de los analitos cuando existe una acumulacion de algin soluto
(lodo en este caso) retenido en la superficie del filtro, lo que indica que no existen
muchos sitios disponibles en los cuales se genere la adsorcién de los compuestos.
Por el contrario, una saturacion deficiente del filtro permitira una mayor adsorcién
de los compuestos de interés debido al mayor nimero de sitios insaturados siendo
mayor la interferencia al paso de los compuestos.

Por tal motivo, se establecio saturar el filtro con 2 mL del disolvente con el que se
realizo la extraccion para reducir la cantidad de analito retenido.
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7.3.3. Tiempo de extraccién con ultrasonido

Para determinar la influencia del tiempo en la extraccion de los analitos se realizo
un estudio utilizando un bafio de ultrasonido en el que se evaluo la extraccion a 30,
50y 80s.

4.0E+04

3.0E+04 -

2.0E+04 - m 30s
: B 50s
i m 80s

tonalide almizcle cetona

Area cromatogréfica

Analitos

Gréfico 6. Extraccién asistida con ultrasonido a 30, 50 y 80 s.

En el Gréafico 6, se observa que la mayor respuesta cromatografica se obtuvo con
30 s de extraccion, por el contrario, al aumentar el tiempo a 50 y 80 s la respuesta
disminuy6 en un 28 y 35 % respectivamente para los analitos, esto se debe a que
tiempos mayores provocan una falta de uniformidad en la distribucion de las ondas
de ultrasonido, lo cual disminuye su eficiencia, provocando una reduccion en las
recuperaciones obtenidas (24).

7.4.Condiciones 6ptimas para la UAE en sedimento

Las condiciones experimentales éptimas para la UAE después de realizar los
analisis son: 100 mg de lodo fortificado en el vial, 1 mL de metanol y 30 s como
tiempo de extraccion, manteniendo el vial en el centro y a una profundidad media
en el bafio de ultrasonido.
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7.5.Estudio de variables que afectan la extraccion de los analitos con SPME.

7.5.1. Selecciéon de la fibra

Se evaluaron 2 fibras, una de PDMS (100 um) y la otra de PDMS/DVB (65 um). En
el Grafico 7 se observa que la mayor extraccion de los compuestos se obtuvo con
la fibra de PDMS (100 pm) la cual extrajo en mas de 460 % y 840 % al tonalide y
almizcle cetona respectivamente con respecto a la fibora de PDMS/DVB (65 um), por
lo que para realizar las extracciones por SPME se utilizo la fibora de PDMS (100 pm).
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Grafico 7. Seleccién de la fibra de SPME, PDMS (100 um) VS PDMS/DVB (65 pm)

El mecanismo de extraccion esta determinado por si el recubrimiento es de tipo
absorbente o adsorbente, grosor y polaridad. La fibra de PDMS (100 um), tiene una
mayor superficie de contacto que PDMS/DVB (65 pm) para extraer los compuestos
de caracter no polar y su mecanismo se basa en un proceso de absorcidon
permitiendo que el analito ingrese al recubrimiento, contrario al de adsorcion de
PDMS/DVB, el cual se ve limitado por la reduccion de la superficie de contacto y
que en matrices complejas los analitos, asi como, interferentes compiten por los
sitios de adsorcioén de la fibra.

En forma general, las fibras con recubrimientos absorbentes se utilizan mas para
muestras complejas a niveles variados de concentracion, también favorecen la
extraccion de analitos muy ramificados o aromaticos sustituidos (20).
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7.5.2. Efecto de la adicion de una sal inerte (NaCl) en la extraccion

La adicién de sales solubles aumenta la fuerza i6nica de la solucion y a su vez
puede disminuir la solubilidad de los compuestos organicos que estan en ella,
generando un incremento en la sensibilidad del método.

Debido a lo anterior, se realizé un estudio en el que se evaluoé el efecto de la adicion
del 30% de una sal inerte (NaCl) en la eficiencia de extraccién de la SPME.
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Gréfico 8. Efecto de la adicién de NaCl en la extraccion de los analitos por SPME.

Los resultados obtenidos mostraron que la adicion de NaCl afecta de manera
distinta a los analitos de interés. En primera instancia su influencia es negativa para
el caso de tonalide, disminuyendo el area cromatografica en un 22.32 %. Por el
contrario, en el caso de almizcle cetona el area increment6 en un 17.02 %.

La disminucion en la extraccion de tonalide con SPME al afiadir NaCl puede
atribuirse a dos factores. El primero menciona que para compuestos cuya
solubilidad acuosa no cambia, la adicién de sal puede disminuir la cantidad extraida
por la fibra de SPME. El segundo factor menciona que, al agregar sal para generar
la disminucién de la solubilidad en medio acuoso, se puede provocar un aumento
en la adsorcion superficial (por ejemplo, en las paredes del vial) o incluso la
formacion de interaccion de la sal con el analito (20-21).

Para el almizcle cetona, se observa que al agregar NaCl la respuesta incrementa
ligeramente (17.02 %), esto puede atribuirse a que la sal reduce la solubilidad del
compuesto en el disolvente y, en consecuencia, el analito se puede distribuir en la
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fase extractora. Por el contrario, la adicion del NaCl reduce la extraccion de tonalide,
esto se puede atribuir a que la adicion de sal se utiliza para favorecer la extraccion
de compuestos polares y su efecto es relativamente insignificante en compuestos
poco polares, por lo que los analisis posteriores se hicieron sin la adicion de NacCl
(20).

7.5.3. Efecto de la temperatura en la SPME

El incremento de la temperatura en SPME generalmente favorece la transferencia
de masa de los analitos a la fibra, reduciendo el tiempo para alcanzar el equilibrio.
Debido a esto, se realizé un estudio en el que se evalud la extraccion de los
compuestos con la fibra de SPME a 25y 40 °C.

En el Grafico 9 se observa un incremento en la respuesta analitica a una
temperatura de extraccion de 40 °C, con un 33 % para tonalide y 8.5 % para almizcle
cetona, en comparacion con las respuestas obtenidas a 25 °C, debido a esto los
andlisis posteriores se realizaron a 40 °C.
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Grafico 9. Efecto de la temperatura en la extraccion de los analitos con SPME.

La obtencién de una mayor respuesta analitica a 40 °C se puede atribuir a que el
incremento en la temperatura aumenta la difusién de los analitos, lo que resulta en
una mayor de trasferencia de masa a la fibra (20-21).
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7.5.4. Efecto del pH de extraccion

Una de las variables que se puede modificar para aumentar la sensibilidad del
meétodo es el ajuste de pH. Por tal motivo, se realiz6é un estudio en el que se evalud
la influencia en la extraccion a pH acido (pH=3) y neutro (pH=7). En el Grafico 10
se observa que la respuesta analitica para tonalide se redujo en un 0.53 %, en
cambio para el almizcle cetona aumento en un 5.47 %, sin embargo, este
incremento indica que el uso de un pH acido (pH=3) no es una variable que influya
de manera importante en la extraccion de los compuestos, por lo que no se realizd
ajuste de pH para los analisis posteriores.

1.2E+06
9.0E+05 -

6.0E+05 -
. HpH=3

B Sin ajustar pH

Area cromatogréfica

3.0E+05 -

Tonalide Almizcle cetona

0.0E+00 -
Analitos

Grafico 10. Efecto del pH en la extraccion de los analitos con SPME.

El ajuste del pH no mejora la extraccion, esto se debe, a que los analitos no se
encuentran en su forma no disociada, lo cual desfavorece su extraccion (21).

7.6.Condiciones seleccionadas para el andlisis de tonalide y almizcle
cetona en agua desionizada

Se tomo una alicuota de 10.0 mL de una disolucién estandar de los analitos con un
porcentaje de metanol del 1 % y una concentraciéon de 50 pug-L*, se colocé en un
vial de 15 mL el cual se introdujo en un bafio de agua a una temperatura de 40 °C
con agitacién constante durante 30 min., para posteriormente realizar la extraccion
con SPME utilizando la fase polimérica de PDMS (100 um) por inmersion directa.

El analisis se llevé a cabo con la desorcién de los analitos exponiendo la fibra en el
inyector del CG-MS a 250 °C durante 3 min.
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7.7.Analisis del estandar de tonalide y almizcle cetona por UAE-SPME-
GC-MS
7.7.1. Limites de cuantificacion y deteccion

Los limites de deteccion y cuantificacion se determinaron de manera experimental
considerando una respuesta analitica de 3 y 10 veces la relacion sefial/ruido del
instrumento. El limite de deteccién del método tuvo un valor de 0.15 ng-L™t, mientras
que el valor del limite de cuantificaciéon de los analitos fue de 0.5 ng-L™2.

El Gréfico (Gréafico 15) y los cromatogramas (Figuras 11 y 12) por monitoreo
selectivo de iones (SIM) de las respuestas analiticas correspondientes a los limites
de deteccion y cuantificacién se muestran en el Anexo 11.1.

7.7.2. Curva de calibraciéon para tonalide y almizcle cetona

La curva de calibracién de 6 puntos se preparo en un intervalo de concentracion de
0.5 a5 pg-L* (n=3) para los analitos. Se evalué la linealidad del método llevando a
cabo la regresion lineal utilizando el promedio de las areas cromatograficas de cada
concentracion, ademas, se calculd la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de
variacion (%CV).

Los Graficos 11 y 12 muestran las curvas estandar promedio de cada analito. En
ellos se observa que la linealidad en el intervalo de concentracién estudiado fue
aceptable, ya que, se obtuvieron coeficientes de correlacién (R) mayores a 0.99
para ambos analitos, demostrando que el modelo lineal de calibracion fue adecuado
para la determinacion de tonalide y almizcle cetona en lodo, ademas, la variabilidad
de los datos es aceptable debido a que los C.V. de la calibracion fueron menores
de 20 % en ambos casos.
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Gréafico 11. Curva de calibracion de tonalide.
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Grafico 12. Curva de calibracion para almizcle cetona.

En el anexo 11.2 se muestran las Tablas (Tablas 12 y 13) en las que se encuentran
los resultados obtenidos de la linealidad del sistema para cada analito junto con su
desviacion estandar y C.V., ademas, se presentan las curvas de calibracion de cada
analito con su respectiva regresion lineal (Graficos 16 y 17).

7.8.Analisis de lodo activado de la planta de tratamiento de Cerro de la
estrella, Iztapalapa, Ciudad de México.
7.8.1. Blanco de reactivos

Antes de hacer la determinacion de tonalide y almizcle cetona por UAE-SPME-GS-
MS, se realizaron los blancos de reactivos. En dicho analisis no se observo ninguna
respuesta cromatografica.

En el anexo 11.3 (Figura 13) se encuentra el cromatograma por monitoreo selectivo
de iones (SIM) del blanco de reactivos.
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7.8.2. Blanco de lodo activado

En el blanco del lodo, se observo la presencia de los dos analitos. El tonalide se
encontré por debajo del limite de cuantificacion, mientras que el almizcle cetona
esta por debajo del limite de deteccion. El cromatograma por SIM correspondiente
a este estudio se encuentra en el anexo 11.4 (Figura 14).

8.0E+04

6.0E+04

4.0E+04 -

Area cromatogréfica

2.0E+04

Tonalide Almizcle cetona

0.0E+00

Analitos

Gréfico 13. Extraccién de los analitos en lodo aplicando la metodologia
desarrollada.

7.8.3. Determinacion de Tonalide y Almizcle cetona por UAE-SPME-
GC-MS en muestra de lodo activado fortificado

El andlisis de lodo fortificado se llevd a cabo en las condiciones descritas en el
apartado 6.12.3. La concentracion aproximada de la muestra disolucién fortificada
es de 1 ug-L2.

En el Grafico 15 se muestran las areas promedio obtenidas para cada analito. Se
observd que el area cromatografica del lodo incrementé en un 30 y 369 % para
tonalide y almizcle cetona respectivamente con respecto al blanco de lodo.

En el anexo 11.5. (Figura 15) se encuentra el cromatograma por monitoreo selectivo
de iones (SIM) correspondiente a la determinacion de tonalide y almizcle cetona en
lodo fortificado.
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Grafico 14. Extraccion de los analitos en lodo fortificado.

Tabla 11. Comparacién de métodos para la determinacién de tonalide y almizcle

cetona.
Analito Muestra F:jreparamon Andlisis LD Referencia
e muestra
Tonalide
Lodo 1 Método
Almizcle  activado UAE-SPME  GC/MS 0.15ng'L desarrollado
cetona
Agua SPME GC/MS 0.5ng-L?
residual
Soxhelt GC/MS 10 mg-kg™
Pescado
Tonalide Sélidos Soxhelt GC/MS 0.05 mg-kg* [10]
suspendidos
Lodo Soxhelt GC/MS 0.01 mg-kg?
Tonalide _ A9Y2 SPE ND- 59.2 y ND- 13.6 ng-L-.
y superficial
Almizcle GCIMS [12]
- - .a-1
cetona Sedimentos Soxhlet 3.06 -14.5y 1.33-18.8 ng'g
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En la Tabla 11. se encuentran algunos métodos para la determinacion de tonalide y
almizcle cetona en diferentes matrices ambientales, los cuales fueron comparados
con el método desarrollado en este trabajo.

En la mayoria de los métodos descritos, la preparacion de muestra, utiliza la técnica
de extraccion Soxhlet que requiere de un volumen grande de disolventes y de
mucho tiempo de extraccion. Pocos son los métodos que utilizan técnicas
miniaturizadas para la preparacion de muestra (SPME, SPE, UAE, etc.) y ninguno
las ha aplicado en muestras soélidas como durante el desarrollado de este trabajo,
que minimiza el uso de disolvente (1 mL) en la UAE y, ademds, en conjunto con
SPME, reduce los errores en la manipulacion de la muestra por parte del analista.

De manera general GC-MS es la técnica mas utilizada para la determinacion de
estos compuestos debido a las caracteristicas de los mismos, ademas, de tener la
capacidad de separar y determinar analitos en mezclas complejas a niveles de
trazas a un menor costo en comparacion a otras técnicas de analisis (HPLC o GC-
MS/MS).

Al comparar los limites de deteccidn se observa que el obtenido en este trabajo es
menor con respecto a los otros, por lo cual, este método representa una alternativa
de utilidad para su determinacion a niveles de traza y ultra traza en diferentes
matrices ambientales.
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8.Conclusiones

1. En este trabajo se desarrolld6 una metodologia analitica basada en la
extraccion asistida con ultrasonido (UAE) y la microextracciéon en fase sélida
(SPME), seguido del andlisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) para la determinaciéon de fragancias
sintéticas (tonalide y almizcle cetona) en lodo activado.

2. Se obtuvieron los limites de deteccion y cuantificacion con valores de 0.15y
0.5 ng-Kg? respectivamente. Se evalu6 la linealidad de la metodologia
propuesta para ambos analitos y se obtuvieron coeficientes de correlacion
(R) y determinacién (R?) mayores a 0.99 y 0.98 respectivamente.

3. El método desarrollado utiliza una cantidad de muestra reducida (mg), la
preparacion de la muestra es selectiva para los analitos y el consumo de
reactivos es reducido, por lo cual la metodologia resulta ser una alternativa
analitica rapida, sencilla y amigable con el medio ambiente para la
determinacién de estos compuestos.

4. La propuesta metodoldgica (basada en UAE y SPME) para la determinacion,
de tonalide y almizcle cetona se aplic6 a una muestra de lodo activado de la
planta de tratamiento de agua residual de Cerro de la Estrella logrando
establecer la presencia de estas fragancias por debajo del LC en el caso de
tonalide y por debajo del LD para el almizcle cetona.

9.Perspectiva

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se propone la siguiente
perspectiva para complementar los aspectos experimentales en el andlisis de
almizcle cetona y tonalide.

e Optimizar y validar los parametros evaluados en cada uno de los
procedimientos de extraccion y analisis para la determinacién de tonalide y
almizcle cetona en lodo activado.
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11. Anexos

11.1. Limites de deteccion y cuantificacion

11.1.1. Grafico de los limites de deteccidén y cuantificacién
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Gréfico 15. Limites de deteccion (150 ng-L1) y cuantificacion (500 ng-L™1).
11.1.2. Limites de deteccién y cuantificacién
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Figura 11. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del limite de
deteccién de los analitos (Disolucidén estandar de150 ppt).
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Figura 12. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del limite de
cuantificacion de los analitos (disolucién estandar a 500 ppt).
11.2. Curvas de calibracién

11.2.1. Linealidad del sistema de cada analito

Tabla 12. Resultados obtenidos de la linealidad del sistema de tonalide.

Concentracion (ng-mLY) Area + DE (n=3) %CV
0.5 44182+ 6532.06 14.8

14 101055.75+ 12282.35 12.2

2.3 147937+ 28906.62 195

3.2 200199.25+29281.58 14.6

4.1 222654.5£25356.34 11.4

5 259489+ 35876.87 13.8

56



Tabla 13. Resultados obtenidos para la linealidad del sistema de almizcle cetona.

Concentracion (ng-mLY) Area + DE (n=3) %CV
0.5 11902.33+1910.82 16.1

14 28425.33£1893.03 6.7

2.3 41267.67+4475.59 10.8

3.2 47136+£2359.71 5.0

4.1 59420+7653.65 12.9

5 68432.33£3228.56 4.7

11.2.2. Curvas de calibracion independientes del tonalide
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Grafico 16. Curvas de calibracion de tonalide.
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11.2.3. Curvas de calibracion de almizcle cetona
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Grafico 17. Curvas de calibracion de almizcle cetona.
11.3. Blanco de reactivos
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Figura 13. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del blanco de
reactivos.
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11.4.
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Figura 14. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de
blanco de lodo residual.
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. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del
analisis de lodo activado fortificado.
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