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INTRODUCCION

INTRODUCCION.

En México, grandes empresas puablicas y particulares se han percatado de la
importancia de proteger el medio ambiente, y se han dado a la tarea de reducir al
minimo la produccién de contaminantes.

Dada la importancia, de tener un mayor control sobre estos contaminantes que se
arrojan cada dia a nuestro entorno, la Unién Europea, desde 1976, al igual que la
Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (United States
Environmental Protection Agency, USEPA en inglés) ha enlistado substancias
peligrosas las cuales deben de ser estrictamente monitoreadas. Algunas de estas
sustancias son los Hidrocarburos Poliaromaticos (HPA's), los cuales son uno de
los principales contaminantes del medio ambiente, debido a que se presentan en
procesos de combustién incompleta de combustibles sélidos y liquidos tales como
carbén, madera, keroseno y combustibles fosiles. En estos contextos también nos
menciona que la identificacion y cuantificacién de los HPA’s en el medio
ambiente, son esenciales. Encontrando que uno de los métodos analiticos mas
adecuados para el estudic de HPA’'s es la Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (CLAR), en combinacidn con detectores de fluorescencia y UV, siendo
éstos los ideales para el analisis de HPA's, acorde a la United States
Environmental Protection Agency (USEPA).’

Esto se debe a que algunos de estos compuestos han presentado propiedades
cancerigenas; necesitando de un monitoreo ambiental especial en aire, agua y
suelo, debido a la complejidad de la matriz en la que se encuentran estos analitos,
es fundamental el contar con técnicas para la preparacidn de este tipo de
muestras que nos permitan el desarrolle de métodos analiticos y la determinacion
de estas substancias, teniendo como principal objetivo proteger y preservar la
ecologia y por lo tanto 1a salud humana.?

Este trabajo se realizo en e! Instituto Mexicano del Petroleo en colaboracion del
Laboratorio de Cromatografia de gases y la seccion de analitica de la FES
Cuautitian con el propésito obtener un método analitico para la determinacion de
estos compuestos en muestras de suelo provenientes de Villahermosa Tabasco.




ORJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

> Desarrollar y validar un método por Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn
(CLAR) para la identificacion y cuantificacion de Hidrocarburos Poliaromaticos
(HPA’s) en muestras de suelo.

OBJETIVOS PARTICULARES.

$ Determinar las condiciones de extraccién y preparacion de las muestras de
suelo con una posible contaminacién poliaromatica.

» Seleccionar las condiciones adecuadas para la obtencion de un método por
CLAR que permita la identificacion y cuantificacion de HPA's en muestras de
suelo.

 Realizar la validacién del método cromatografico por CLAR para ia
identificacién y cuantificacidn de HPA's.

» Poner aprueba el métoedo analitico desarrollado contra muestras reales
provenientes de Villahermosa Tabasco para determinar su eficiencia




CARACTERISTICAS QUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA's

cAarracTERISTICAS
ufmicas, Flisicas Y

TOoOXICOLOSGICAS DE LOS
HP.A =

~ ANRQNN N D




CARACTERISTICAS QUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA s

2.1 GENERALIDADES DE LOS PHA's.

Los HPA's son las siglas para nombrar a los hidrocarburos poliaromaticos (se usa
también &1 términe de polinucleares); éstos son considerados como uno de los
principales contaminantes del medic ambiente, ya que pueden depositarse en la
atmosfera, medios acuosos, suelos, etc. Las particulas que adsorben a los HPA's
pueden permanecer en la atmosfera por mucho tiempo (del orden de semanas),
depositandose en rios por procesos de precipitacion, lo cual facilita su distribucion
en la superficie del agua, provocando su contaminacién. 3

Los HPA's son el producte de un proceso de combustidon incompleta de
combustibles sélidos y liquidos, tales como carbon, madera, keroseno vy
combustible en aceite, los cuales se condensan y adsorben rapidamente sobre las
particulas que presentan un didmetro en micrémetros preferentemente. Por lo
general, los compuestos mas volatiles se mantienen por mayor tiempo en su fase
gaseosa, pero su distribucién en el medio ambiente en esta fase es muy sensible
a los cambios de temperatura, lo cual sugiere que la por(:lén de la concentracion
en la fase gaseosa disminuye notablemente en invierno.

Estos son una familia de hidrocarburos aromaticos compuesta de estructuras
bencenocides poficiclicas, es decir, de compuestos que constan de dos o mas
anillos de benceno que estan unidos por un extremo comun (un enlace C-C).
Tales anillos, reciben el nombre de sistemas de anillos fusionados. Se dice que el
benceno y fos compuestos relacionados con &l son aromaticos o por lo menos,
contienen un caracter aromatico. En su forma mas simple, la destocalizacion de
los electrones en el benceno es una cualidad que a menudo se conoce como
aromaticidad.®

La aromaticidad no se limita al benceno, sino que generalmente se le asocia con
ciertas moléculas que presentan cuatro caracteristicas comunes:®

Son estructuras ciclicas que contienen cierto nimero de enlaces .
Son estructuras planas.

Cada atomo en e! anilio debe de tener hibridacion sp.

Puede ocurrir deslocalizacion de electrones n.

Y VYV

Tres aspectos sefialan que una molécula puede poseer caracter aromatico:®

» Estabilidad poco comin, segun lo muesira la falta de reactividad hacia
reactivos que normalmente reaccionan con sus analogos monociclicos.

» Medidas termoquimicas de energia de deslocalizacién mediante calores de
hidrogenacién o de combustién, los cuales indican una molécula de mayor
estabilidad de lo que se podria predecir con base en modelos monociclicos.

¥ El uso de medidas fisicas como la Resonancia Magnética Nuclear (RMN); es
particularmente til en el caso de iones organicos.




CARACTERISTICAS RUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA'S

Los calculos del orbital molecular teérico (presentados por Hiickel en 1931)
predijeron que las moléculas monociclicas que contienen nubes ciclicas de
electrones 17 deslocalizados muestran un caracter aromatico cuando hay (4n+2)
electrones en la molécula en la que n es cualquier entero. Los compuestos ciclicos
que tienen 2, 6, 10, 14, ...,(4n+2) electrones = deslocalizados son aromaticos. Los
que tienen 4, 8, 12, 16, ..., (4n} electrones z deslocalizados no son aromaticos y
reciben el nombre de antiaromaticos debido a su alto grado de inestabilidad.®

De acuerdo a o anterior los HPA's se clasifican como aromaticos porque se
comportan como tales. Es decir, son resistentes a la oxidacion, a la reduccidn y a
cualguier otro tipo de reaccion de adicién. En general, son mas estables de lo que
se podria predecir con base en modelos alifaticos {por ejemplo, el ciclohexano).
Sin embargo, son menos resistentes que el benceno a las reacciones enunciadas
antes. Por ejemplo, ta reaccion del antraceno o fenantreno con acido cromico da
lugar a la oxidacién y formacion de fas respectivas dicetonas (9,10-quinonas) gue
son ciclicas y conjugadas. Aqui, la reaccién no produce la destruccion completa de
la naturaleza aromética y de! material inicial. Por otra parte, el benceno no
reacciona en estas condiciones.’

La reaccién principal de los HPA's es la sustitucién electrofilica aromatica. Los
calores de hidrogenacion, los de combustién y la resonancia magnética nuclear
(RMN) indican que estos compuestos son realmente arométicos. Esto no es de
sorprender, ya que estos compuestos son ciclicos, contienen (4n+2) electrones,
son planos, cada carbono tiene hibridacion spa. También es posible la
deslocatizacion de los electrones a través de todo el sistema ciclico.®

Las principales fuentes de hidrocarburos aromaticos policiclicos son el alquitran de
hulla y los productos derivados del cracking catalitico de destilados del petroleo,
pueden obtenerse también por hidrogenacion de la hulla. Del alquitran de hulla se
han aislade otros muchos hidrocarburos, como el criseno, benzofa]antraceno y
pireno, pero su recuperacién comercial no resulta practica. Otras fuentes que
pueden producir HPA's son las siguientes:

Diesel y gasalina automotriz.

Estaciones de servicio, hornos de coke y plantas que producen alquitran.
Calentadores.

Desechos peligrosos municipales y de hospitales.

Humo de cigarro, estufa de madera, keroseno y calentadoresde aceite.

Craking del petréleo, fundidores de acero, aluminio y metales, la manufactura y
produccién de carbén negro.®

VYV VVY
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CARACTERISTICAS RUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA'S

Los métodos de laboratorio para producir HPA's son mas o menos especificos
para los diferentes compuestos. En general, partiendo de compuestos que
contienen un numero mas pequefio de anillos se producen estructuras
condensadas por ! cierre de cadenas laterales o la condensacion de dos o mas
estructuras. Con frecuencia el producto inicial es una quinona, que es reducida
después y convertida en el hidrocarburo correspondiente.’

Con la industrializacion de Europa en el siglo pasado, se descubri que los
trabajadores de! carbén y los deshollinadores de chimeneas desarrollaban cancer
en fa piel. Se estima que mas del 50% de los casos de cancer en humanos es
producido por sustancias carcinogénicas que se encuentran en el medio ambiente.
De hecho, se ha sugerido que el cancer es primordiaimente una enfermedad
ambiental. Asi como el drenaje de pantanos y la eliminacion de mosquitos pueden
utilizarse para controlar la malaria y la fiebre amarilla, la eliminacién de
caranbgenos del ambiente podria reducir drasticamente la incidencia de este
mal.

Normalmente los HPA's pueden presentar una ligera toxicidad en el humano
pero éste tiene efectos patogénicos. Gracias a la epidemiologia se ha podido notar
el incremento en los cambios de pulmén, higado, vesicula y carcinomas
gastrointestinales causados por HPA's. ®

Los HPA's provocan un gran efecto en la reproduccién celular causando una
aceleracién en este proceso, como es en las células de médula, piel y células de
pulmén. Otros efectos de la exposicion continua incluyen irritacion  y
fotosensibilidad de los ojos, tos, bronquitis y cancer de riién, ademas de que
astudios realizados han confirmado que los HPA's pueden atravesar la placenta y
traer problemas al feto. Ello puede decrecer la actividad del ovocito, ta cual puede
causar infertilidad, asi como también algunas veces se ha detectado en la leche
materna.®

Cuando una sustancia extrafia penetra en un organismo, éste trata de eliminaria.
Si el intruso es de baja solubilidad en agua, dicha eliminacion generalmente
adopta ia forma de una conversiéon mas hidrosoluble que se excreta sin dificuitad.
Parece haberse establecido que los hidrocarburos polinucleares son convertidos
en epoxidos en los que necesariamente ha sido destruida la aromaticidad de uno
de los anillos. (Por ejemplo: fig. 1.1). Este se adsorbe, y entra al sistema linfatico.
Los HPA's son metabolizados en el higado y rifion y es excretado por bilis u
orina. La biotransformacién puede ocurrir también en las glandulas adrenales,
testiculos, tiroides, pulmén, piel, glandulas sebaceas y en el intestino delgado.
Esto probablemente es porque los HPA's son biotransformados primero a
epbxidos, después, a derivados de dihidrodiol y fenoles.®




CARACTERISTICAS QUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA s

Los resultados en el trastorno en tumores de higado en peces por los HPA's es
debido a radicales hidroxilo, el cual altera la estructura del Acido
Desoxirribonucieico (ADN) en las células del higado. Esta alteracion resulta en la
activacion de genes causantes del cancer®

000 =17y oY

0
OH
BENZO{a]PIRENO 7.8-OXIDO DE BENZO[a]PIRENO  BENZO{a]PIRENO-7,8-DIOL

FIGURA 1.1. Conversitn de Benzofa]pireno a Benzofajpireno- 7,8-diol

No son del todo bien conocidas tas razones por las que algunos hidrocarburos
producen cancer y otros no. Se manejan hipdtesis relativas a la distribucion de los
electrones y otras relacionadas con el tamaio de las moléculas (para que se
intercalen apropiadamente en el ADN de los nicleos celulares).®

Se sabe que un epoxido sufre tiplcarnente la sustitucidn nucleofilica, una reaccion
gue abre el anillo del epoxido.’

En la hidrélisis, el agua se comporta como un nucledfilo, y el producte es un 1,2-
diol. En un organismo, la hidrélisis (catalizada enzimaticamente) es una de las
reacciones principales de los epoxidos. Los d:oles resultantes sufren ofras
reacciones y el material es finalmente excretado.’

Sin embargo, algunos de estos dioles sufren otra epoxidacién, de una manera

regio y estereoselectiva, para dar dlhldrOX|-ep6x1dos Benzo[a]pireno, por ejemplo,
se convierte en el diol-epéxido . {figura.1 2)°

go® (I
OH OH

o OH :

FIGURA 1.2. Conversién del benzolalpireno-7,8 diol al diol-epéxido.
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Se cree que diol-epdxidos puede ser el verdadero carcsnogeno que se forman
durante la biotransformacion de los hidrocarburos polinucleares.®

Los epdxidos causan cancer cuando se hace reaccionar el diol-epdxido 1 con el

acido nucléico ADN en pruebas in vitro y se degrada el producto, obteniéndose el
compuesto Il.(figura 1.3)°

OGN
(I
HO

OH

} il
FIGURA.1.3. Reaccion del diol-epdxido con el ADN

Aqui tiene lugar una reaccion perfectamente simple y conocida: atague nucledfilo
a un epéxido. El NHz del nucledsido ha atacado al C-10 del epdxido mediante su
base guanina, abnendo el anillo con inversidn estereoquimica, para dar el
producto Il trans.®

Este mismo compuesto Il es el producto principal de la accidn del hidrocarburo
original Benzo[alpireno sobre ADN y ARN en células humanas. El dafio que se
observa en el ADN por esta reaccion es facil de comprender, la unién de este
grupo hidrocarbonado tan grande a guanina, evidentemente impide que ésta se
ajuste en la doble hélice del ADN y que establezca puentes de hidrogeno con una
citosina en la cadena opuesta. Este dafio implica mutaciones, y con ellas una
probabilidad mayor de carcinogénesis.’

Se cree que muchas sustancias carcindgenas operan esencialmente de la misma
manera, son electréfilas y sufren un ataque nucleofilico por medio de una base
nucleosidica de ADN. Las nitrosaminas, que se generan por accién sobre las
proteinas de la carne, parece que ejercen los efectos carcinbgenos mediante su
poder alquilante. En general, son cancinbgenos los agentes metitantes. Por su
poder alquilante, incluso la unién de los “pegquefios” grupos metllo es suficiente
para interferir con el apareamiento de bases en la doble hélice
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TABLA 1.1. Estructura quimica de los 15 HPA's mas importantes para el andlisis ambiental > 1%'" 1213
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CARACTERISTICAS QUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA 'S

TABLA 1.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los 15 HPA's més comunes como contaminantes. 10.14.15.18.17.
) ] - = | Peso I Puntode| Puntode |
Compuesto i Sinénimos | Molecular | fusion | ebullicién |
X (g/mol) {°C) (°C) \
- — — = e —— = L N — 1
1,2-Dihidroacenafteno ¢ . ‘
Acen_aﬂF-:nor - | 1.8- Etilenngf!zie_no o ! ,155‘.'2_1_ 1 ?ﬁ ~ 279 |
' Acenaftileno "1,2-Deshidroacenaftaleno " 15220 | 265-275 | 265-275 |
. —— | Paranaftaleno; Antracin; Aceite Verde; Tetraoliva; | 47g0n | - s
Antraceno Antraxceno { __178.273” | 213.5 !7 73_4”(_)___
T |"] 2-Benzantraceno, 2,3-Benzofenantracenc; Tetrafeno; |  ,,  iean | |
B_enzo[a]antracenf | Benzantrenp__Naft antraceno. ] 72.2_8.2_51 :59.8 ! _4377.64_‘
| ™ 6,7-Benzopireno; Bla]P; Bp; 3,4-Benzopireno; g S r
Benzo[a]p reno | Benzo[d,e flcriseno; 3,4-Benzopireno. 25231 176.5 ‘ 495 ‘
| N ™ 3 4-Benzofluoranteno; Benzolelacefenantrileno; |  onaq | -1 ...
Benzo[b]fluoranteno | Benzo[e]fluoranteno; 3,4-Benzo[ejacefenantriteno. | 7725?‘3_'1_ |l _71377 L 35_7 ] ﬂ'
Benzo[g,h,ipirileno || _ 1,12-Benzoperileno | 27634 ] 2783 | 500
" Dibenzolb,] k]fluoreno; 8,9-Benzofluoranteno; 11,12- | . i
Be?nzo[k]ﬂuo_ra'jteno - Be "?Qlklﬂfu_'?[a‘_"f no; 23,1, 8- B!rthl eno. i 252.31 215.7 : 480 |




CARACTERISTICAS RUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS FPPA &

TABLA 1.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los 15 HPA's mas comunes como
contarninantes. (CONTINUACION)'® 14151817

' —7 | Peso “[Puntode| Puntode |
Compuesto | Sindnimos Molecular | fusién \ ebullicién |
, oL gma O (O
e " 1,2-Benzofenantreno; Benzo[a]fenantreno; 1,2,5.6- 1 |
Criene | errnaiatone, L2 Bonggtenantrsceno || 22020 | 299 | 4% |
'Fenantreno i Fenantraceno " 17823 | 995 | 340 [
T * - T A " [ e oo i o £ s g e e . -1, . .4 1 - 1T 1 = "_'[
" 1,2-Benzacenafteno; Fa, Idril; Benzolj,kifluoreno; 1,2- i
Fluoranteno ‘ (1,8-Naftalenedil)Benceno. | 202.26 1108 | 375
— =" 1" gH-Fluoreno; o-Bifenilenemetano; Difenilenemetano; | PPN e | s
i_Flu?rerlo_ I a2iﬂ9ﬂ?ﬂbi@i|0- - B —16?23 116 | 295 |
. ) . r o-Fenilenepireno; 2,3-o-Fenilenepireno; 1,10-(1,2- | | i
llndeno[1.2,3 c,d]pirenc | Fenilene)Pireno | 276.34 L 162.5 t 536 I
A TR e Y e - . F T l§ - T
[ Nafteno; Alquitran del Alcanfor; Alguitran Blanco; | 1 , {
Naftaten \ Mothbalis; Escamas de la Polilla, Naftalina 12847 | 806 218 |
— - - e e e e e namtreno: Beta- | . i
Pireno | Benzo[def]fenantreno,;nrga:g[deﬂfenantreno. Beta- 202.26 l[ 156 | 404




CARACTERISTICAS RUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA 'S

TABLA 1.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los 15 HPA's y usos'® 137817

i B ~ ] Presin] - ]
Compuesto Densidad Solubilidad de vapor | Usos ‘
- (g/ml) | (mmhg_) | ‘
T B |2 cooantes ]
Acenafteno | 1.189 meggr)o‘% r:’rssn " 4.47x10° le  En la manufactura de aigunos plasticos. [
: ‘ | benceno.toluency | * Insec:_tlgédas. |
| | Ac. Acetico | l' Fung|c1 as _ _ ]
Acenaftieno | 08988 | No reportados g 12x104]® Ei  acenaftieno es usado pnncupalmente en|
B W B _ |\ splicaciones deinvestigacion.___________{
i ' i r '« Estabilizador para impedir la formacién de goma en|
i | | L | la gasolina }
1 | | le Producccién de antraquinona y otros intermedios de ‘
| | colorantes. ‘
' « Diversas camposiciones de revestimiento contienen
Antraceno b 41908 bf::gﬁlc', T;La::;‘ | No. antraceno para prolongar |a duracién de la pelicula

| ) ! disulfuro cie carbons; reportado por absorcién de los rayos ultravioleta.
| ) o Se usa como componente de insecticidas y

| | fungicidas,
\ e En la composicién de férmulas de curtientes
sintéticos
. Tintas. _ . _
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Criseno
|

| investigacion.

TABLA 1.3. Caracteristicas fisicoquimicas de fos 15 HPA's y usos (CONTINUACION) 7074131617
T | Presionde | -]
Compuesto : D?gfrm;’ d ‘ Solubilidad vapor Usos |
. — i [ — (mmhg) l N —— e _J
iBenzo[a] L 1.351 Alcohol, éter y |rN° reportado |- Es usado principalmente en aplicaciones de |
antraceno — __benceno b " "} _investigacién, |
'Benzo[b] " No | Poco soluble en rN o reportado Te Es usado principalmente en aplicaciones de J
‘fluoranteno } reportado | benceno y acetona P ___investigacion. _ ;
- o ~1,4-dioxano, - T = - '
| Benzo[g,h,ilpiriieno | e :r?ad o| diclorometano, | 1.01x10™ |* E‘i:;?dﬁcﬁsr;nmpalmente en aphcac;ones de
. [ P benceno yacetona} I _ g. _ 7
i o No Acido acético, | 11 | Es usado pnnupalmente en aplicaciones de!
LBenzo[k]quoranteno ,rgportado benceno y etanol 9‘5_9’(10 ___investigacion. I
; - Ligeramente | ‘. |
1274 | Sgtlg.?lz.zﬂﬂffzg | 6.3 x107? '« Esusado principalmente en aplicaciones de |
. . | 6. |
i

carbono, acido

|_acético glacial. |
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TABLA 1.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los 15 HPA's y usos (CONTINUACION) 10714731677

ST

7 " Bresion |
Compuesto D?n?r::jl)ad ' Solubilidad. de vapor Usos.
77 —l,— gi u___‘ o {mmhg) 7 ]
( ' ' Acido acético glacial y ‘r . F’reparar colorantes, en espec;al flavindulina. !
I i enunnimerode | le Es un estabilizador para los explosivos a partir def
\ solventes organicos | nitroglicerina y nitrocelulosa y para las pélvoras. w
" incluyendo el etanol, | " "- Se usa en la sintesis de productos farmaceuticos,
Fenantreno | 1063 | benceno, disulfuro de | 9.6x10 medicamentos y compuestos intermedios organicos.
' ' carbono tetracloruro | '« El ciclopentanofenantreno es un derivado que puede|
] | de carbono, éter dietil  usarse como un material primario de la sintesis dej
: _ | _ yjcllueno_ L | _écidos biliares colesterol y otros est esteroides.
i ‘ | No |° Faormacion de poliradicales para las resinas.
IFluoreno . 1.203 | No reportado. reportado i Derivados de los colorantes. |
| |« Herbicidas y reguladores de crecimiento. ‘
" e - e -
- Alcohol, éter, benceno] 3le Es usado pnnc;palmente en apllcat:lones de
Fluoranteno. | 1'352 |y 4cido acético | 1. 91_’(_10 investigacion . _ _ 7
 Indeno | No " Soluble en solventes | 1%x1070 ¢ Es usado pnnmpalmente en aplucacrones “de|
L[1,2,3-c,d]piren0| reportado | 0rganicos. _ investigacién. - |
| | + Sintesis de antraqumona }
w . ‘ Benceno, tolueno, ¢ Produccion del acido salicilico de la naftalina.j
Naftaleno ' 0.997 éter y en otros 0.082 Medicacién (veterinario) externo, en ganado y avej
: | | solventes organicos. de corral para controlar piojo. ‘
_ I R e _Desodorisantes. 7 _ |
Pireno b 1271 'Benceno, disulfuro de | ¢ oo 407 e Es usado principalmente en aplicaciones del
- carbono y etanol. § | investigacion. _ |
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CARACTERISTICAS QUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA's

TABLA 1.4. Propiedades toxicolégicas de los 15 HPA's méas comunes.

~Gompuesi

Toxicidad B

\

=

Acenafteno

'Se absorbe por el tracto gastrointestinal y pulmones,
rprovocando frritacién en  la piel y en las membranas
‘,mucosas de los humanos 3/ animales. Su dosis letal
50 es de 10 g/kg en ratas.’

' Acenaftileno

No reportado.

Antraceno

TEn los estudios realizados se ha demostrado que este |

compuesto  es téxico para la piel, tracto
gastrointestinal, sistema hematopoyético y finfoide.
|Su exposicién en humanos puede causar una aguda
‘dermatitis, dolor de cabeza, nausea, pérdida del
\apetito, inflamacién del tracto gastrointestinal,
| movimientos lentos y debilidad.?

 Benzo[alantraceno

|rLos efectos de la toxicidad son principalmente
_ocasionados en tejidos que contienen ceélulas en
i reproduccion. Los estudios realizados en animales
indican que la exposicion de este compuesto puede
dafiar al sistema hematopoyético, provocando una
lanemia progresiva y agranulositosis, también puede
-afectar el sistema linfoide provocando linfopenia. Se
lhan observado efectos toxicos en las células de
rapida division del epitelio intestinal, espermatogonias
y espemmatocitos en reposo que se encuentran en el
testiculo.”

. Benzo[a]pireno

l'se absorbe rapidamente por via oral, inhalatoria y |

dérmica. Los esludios realizados en ratones
}mostraron los efectos toxicos ocasionados como son
ila produccion de papilomas, carcinomas, tumores
.mamarios y adenomas pulmonares. La exposicion por
‘inhalacién y administracion intratraqueal ocasiond
!tumores benignos y malignos en vias respiratorias y
‘tracto digestivo. Los numerosos estudios realizados
'en aplicaciones topicas han mostrado que el
 Benzo[a]pireno induce tumores en pie).

Benzolbjflucranteno

1Se absorbe en el tracto gastrointestinal, pulmones, y |

’piel. En estudios realizados en aplicaciones
|dermales se observd una alta incidencia de papilomas

 de piel y carcinomas en ratones.'®

13




CARACTERISTICAS QUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA'g

TABLA 1.4 Propiedades toxicolégicas de fos 15 HPA's més comunes

(CONTINUACION).

__Compuesto

" Toxicidad.

Benzofg,h,ilpirileno.

'Se sugiere que se pueden absorber por tracto
_gastrointestinal, pulmones y p|e|

Benzo[k}fluoranteno

Se absorbe por el tracto gastromtestlnal pulmones y
piel.

Se realizaron  aplicaciones dérmicas en ratones
provacando papilomas, pero en ensayos de promocion
de la iniciacién del carcinoma este fue activo como |
iiniciador de carcinogenesis en p:el

. Criseno

 Se dlstnbuye preferentemente en regaones altamente|
lipofilicas del cuerpo principalmente el tejido adiposo y
mamario, ocasionando inmunosupresion, tumoresg
 hepaticos en humanos y carcinomas en piel, se a
‘demostrado en pruebas realizadas in vivo el criseno
provoca mutagénicidad y anormalidades|
CrOMOosomicas. 10

| Fenantreno

Puede ser absorbido por via oral y exposnclén dérmlca
‘Existen datos de toxicidad del fenantreno por vial
intraperitoneal ocasionando hepatoxicidad en ratas.'®

Fluoranteno

Puede absorberse por la plel después de una

exposicibn a este agente. Este compuesto presenta

'absorcién desde el tracto gastrointestinal y pulmones.

Una exposicidon subcronica a fluoranteno a dosis

grandes o un equivalente a 250 mg/kg produce |
-nefropatia, incremento en el peso del hlgado y un
lincremento en los niveles de enzima hepétlca

Fluoreno

‘No reportado

Indeno{1,2,3-c,d]pireno

Se absorbe por el tracto gastrointestinal, pulmones y ]
piel. Los efectos toxicos ocasionados por aplicaciones
dérmlcas provocan carcinomas y papillomas en piel de
ratén

14




CARACTERISTICAS RUIMICAS, FISICAS Y TOXICOLOGICAS DE LOS HPA's

TABLA 1.4 Propiedades toxicolégicas de los 15 HPA's mas comunes

(CONTINUAGION).

C;qm_puesto

T

Toxicidad.

|

' Naftaleno

[ Puede absorberse por via oral, inhalatoria y por ruta

| nivel

dermal. Su exposicidn en cantidades pequeiias puede
atravesar la placenta, ocasionando efectos toxicos al
feto.

Los efectos toxicos mas comunes observados en
humane son anemia hemolitica con hemoglobina vy
valores de hematocrito decrecientes, asi como un
incremento en los reticulocitos y en los niveles de
bilirubina sérica. La anemia hemolilica se observa con
frecuencia en infantes cuya madre estuvo expuesta al
naftaleno durante el embarazo. Una exposicion aguda
por inhalacién y via oral trae como consecuencia
efectos neurotdxicos (confusion y vértigo), dolores
gastrointestinales, efectos hepéticos (con un elevado
de enzimas séricas), efectos renales vy
principalmente oculares coma cataratas y atrofia éptica.
La dosis letal 50 estimada es de 5 a 15 g/kg para
adultos y de 2 a 3 g/kg para nifios.'®

Pireno

—

 bilirrubina en ratas. "

En estudios realizados en animales de experimentacion |
se ha demostrado que a dosis orales subcronicas se
producen nefropatias, un decremento en el peso de
rifones, un incremento en el peso del higado, ligeros |
cambios hematol6gicos en ratéon y una produccién de
grasas en el higado de rata. En inyecciones
intraperitocneales el pireno ocasiond un hinchamiento y
congestion en el higado, ast como un incremento en el |
aspartato amino transferasa en suero y en los niveles de

15
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TECRIA DE LA CROMATOGRAFIA

2.1 GENERALIDADES

La solucién de numerosos problemas, que se presentan en los campos de la
quimica pura y aplicada, esta dedicada al aislamiento e identificacion de ciertos
compuestos organicos e inorganicos existentes en una mezcla. E! proceso normal
de analisis consiste en separar los productos deseados para proceder a
continuacién a su identificacion, por medio de reacciones quimicas o
determinando ciertas propiedades fisicas. Existen muchas técnicas de separacion
que varian considerablemente de un area de aplicacion a otra, dependiendo del
tipo de muestra, complejidad, matriz y concentraciéon. Una de las herramientas
mas utilizadas es la cromatografia.18

La cromatografia es una técnica analitica, que se utiliza para Ia separacion de 2 6
mas compuestos, por distribucion de los solutos entre dos fases, las cuales estan
en contacto. En cromatografia, la fase moévil es un liquido o un gas. La fase
estacionaria es comunmente un liquido que recubre la superficie de particulas
sélidas. A veces, las particulas solidas mismas pueden servir como fase
estacionaria."®

Los componentes que se disolvieron en la fase mébvil pasan por la fase
estacionaria; los componentes que tengan una mayor afinidad a la fase
estacionaria tardan mas tiempo en salir de la columna, mientras gue los que
presenten una menor afinidad a la fase estacionaria saldran de la columna
rapidamente ya que presenta una afinidad mayor por la fase movil logrando de
esta manera la separacion de los compuestos de la muestra.

Los componentes se separan en la columna y pueden ser cuantificados por un
detector y/o colectados para el analisis adicional. Existen varios instrumentos
analiticos que se puede combinar con un método de separacion para el analisis en
linea. | os ejemplos de tales técnicas incluyen la cromatografia liquida y la de gas
con espectrometria de masas (CG-MS y CL-MS), la espectroscopia infrarroja (CG-
FTIR), y la espectroscopia de absorcién de UV-VIS (CLAR-UV-VIS) 2




TEORIA DE LA CROMATOGRAFIA

2.2 METODOS CROMATOGRAFICOS ESPECIFICOS.

CROMATOGRAFIA DE GASES.

El fundamento de las separaciones mediante la cromatografia de gases se
encuentra en fas diferencias en volatilidad de la mezcla de los solutos analizados y
en su capacidad para ser absorbidos por el sélido activo. En la cromatografia de
gases, la mezcla de solutos a separar, una vez volatilizada, se hace pasar a través
de un largo tubo estrecho (columna) con la ayuda de un gas portador inerte,
basandose la separacién en las distintas velocidades de los solutos a su paso por
la columna, las cuales van llegando a continuacion al sistema de deteccién.
Aplicado a los compuestos organicos volatiles. La fase movil es un gas y la fase
estacionaria es generalmente un liquido o a veces un adsorbente sélido.

CROMATOGRAFIA LiQUIDA.

La cromatografia liquida (CL) es una técnica cromatografica analitica que es (til
para separar los iones o las moléculas que se disuelven en un solvente. Si la
solucion de la muestra esta en contacto con una segunda fase sdlida o Hquida, los
diversos solutos obraran reciprocamente con la otra fase, lo que generara
diferencias debido a las caracteristicas en la adsorcidén, cambio idnico, coeficiente
de reparto, o masa molecular. Estas diferencias permiten que los componentes de
la mezcla sean separados de uno a uno usando estas dlferenC|as para determinar
el tiempo de reparto de los solutos a través de una columna.®

La cromatografia liquida simple, consiste en una columna con un fondo sinterizado
que lleve a cabo una fase estacionaria en equilibric con un solvente. Las fases
estacionarias tipicas (y sus interacciones con los solutos) son: solidos {(adsorcién),
grupos idnicos en una resina (intercambio idnico), liquidos en un soporte sélido
inerte y particulas inertes porosas {masa molecular). La mezcla que se separaré
se carga sobre la tapa de la columna seguida por mas solvente. Los diversos
componentes en la mezcla de la muestra pasan a través de Ja columna en
diversas bandas debido a las diferencias en su comportamiento de particién entre
la fase liquida mé\nl y la fase estacionaria. Los compuestos son separados en
funcion de tiempo.?®

“C
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COLOCAR
LA MUESTRA SOLVENTE
COLURRA CON
FASE
ESTACIOHARIA
cmeccu’m DE
LOS COMPONENTES

FIGURA 2.1 Esquemna de una cromatografia liquida.

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.

A diferencia de lo que ocurre en otras formas de cromatografia, en el caso ideal de
cromatografia de exclusién molecular no existen interacciones por atraccién entre
la “fase estacionaria” y el soluto. Mas bien, la fase movil liquida o gaseosa pasa a
través de un gel poroso. Los poros son suficientemente pequerios para excluir las
moléculas grandes de soluto, pero no las pequefias. La corriente de moléculas
grandes pasa sin penetrar en el gel. Las moléculas pequefias requieren mas
tiempo para pasar a través de la columna porque entran en el gel y, por tanto,
deben Ruir a través de un volumen mas grande antes de dejar la columna. Esta
técnica también se conoce como cromatografia de filtracidn en gel o de
permeacion en gel; en ella se s faran moléculas por tamafo, y los solutos mas
grandes pasan mas rapidamente.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Es un tipo de cromatografia liquida en la que la fase estacionaria estad extendida
sobre la superficie de un plano y la fase mévil fluye a través de ella. La fase movil
siempre es un liquido, mientras que la fase estacionaria puede ser un fiquido
soportado en un sdlido o un solfido sorbente. Este método es simple y rapido,
sirve para wgllar el avance de una reaccion o controlar la pureza de compuestos
orgémcos

19
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2.3 ANTECEDENTES DE LA CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (CLAR).

Antes de los afos 70, pocos métodos cromatograficos confiables estaban
comercialmente disponibles para el cientifico del laberaterio. Durante los afios 70,
la mayoria de las separaciones quimicas eran realizadas usando una gran
variedad de técnicas, incluyendo la cromatografia en columna, la cromatografia de
papel, y la cromatografia de capa fina. Sin embargo, estas técnicas
cromatograficas eran inadecuadas para la cuantificacién de compuestos y de la
resolucién entre los compuestos similares.?

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) fue desarrollada a mediados
de los afios setenta y mejorada rapidamente con el desarrollo de los materiales de
empaque de la columna y de la adicion de detectores en linea al sistema. En los
afios 70, los nuevos métodos incluyendo la cromatografia liquida de fase reversa
permitieron la mejor separacion entre compuestos muy similares.”

Por los afos 80 la CLAR se utlizaba comanmente en la separacion de
compuestos quimicos. Las nuevas técnicas mejoraron la separacion, la
identificacion, la purificacién y la cuantificacién sobre las técnicas anteriores. Las
computadoras y la automatizacién agregada al sistema de CLAR mejoraron et tipo
de columnas y, por o tanto, la reproducibilidad, asi mientras que los términos tales
como microcolumna, columnas de afinidad, comenzaron a emerger.%°

Actualmente, se tiene la opcidn de considerar diferentes tipos de columnas parala
separacion de compuestos, asi como una variedad de detectores a utilizar con la
CLAR para conseguir el andlisis dptimo de los compuestos que se analicen. 0

Aungue la CLAR se considera extensamente una técnica principalmente para la
investigacién biotecnologia, biomédica, y bioguimica asi como para la industria
farmacéutica, estos campos utilizan solamente sobre el 50% del uso del CLAR.?

La CLAR es utilizado actualmente por una variedad de campos incluyendo los
cosméticos, la energia, el alimenticio y las industrias ambientales.?

2.4 PARTES DEL CLAR

Los instrumentos del CLAR consisten basicamente de reservorios de la fase mavil,
una bomba, un inyector, una columna de separacion, y uno o varios detectores.
Los diversos componentes en la mezcla pasan a través de la columna a diferentes
velocidades debido a las diferencias en su comportamiento con la fase liquida
mévil y la fase estacionaria.?®
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PUERTO

INYEGTOR DE LA
MUESTRA
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BOMBA DE con
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FIGURA 2.2 Diagrama esquemdtico de un instrumento def CLAR

Los solventes se deben desgasificar para eliminar la formacion de burbujas. Las
bombas proporcionan una alta presidn constante sin pulsar, y se pueden
programar para variar |a composicién del solvente durante el proceso de la
separacion (figura. 2.3).%°

- ———t
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S

FIGURA 2.3 Cuadro de un instrumento del CLAR ( de izquierda a derecha Inyector
del CLAR, Sistema de bombas y controlador del sistema de flujo def CLAR,
Detector de Folodiodos, Detector de Fiuorescencia)
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INYECTOR

Es un modulo del sistema cromatografico que tiene la funcidn de colocar la
muestra en solucién dentro del sistema, sin interrumpir ef flujo del solvente.?

La introduccion de la muestra se puede lograr de varias maneras. El metodo mas
simple es utilizar una valvula de inyeccién que es la que ha alcanzado mayor
popularidad debido a su versatilidad, facil operacién y durabilidad. Estas valvulas
se disefian para resistir presiones altas y se fabrican so6lo de material inerte, como
acero inoxidable y teflén. En sistemas mas sofisticados de CL, se incorporan los
dispositivos automaticos del muestreo por medio de automuestreadores y/o por
microprocesadores.?*

En cromatografia liquida, las muestras liquidas pueden ser inyectadas
directamente y las muestras sélidas necesitan ser disueltas en un solvente
apropiado. El solvente no necesita ser la fase movil, pero se elige con frecuencia
para evitar interferencias en el detector, interferencia en 1os componentes de la
columna y pérdida en la eficacia. La disponibilidad de detectores altamente
sensibles permite con frecuencia el uso de muestras pequefias que rinden el
funcionamiento mas alto de la columna.*

CARACTERISTICAS.

» Introducir cualguier muestra, tan pequefia como sea posible (ul), a la
columna.

» Reproducible.

Y

Capacidad de operar a alta presion.
No contribuir a ensanchamientos de bandas.

Inerte al ataque quimico.

v ¥V Vv

Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en e!
sistema.

» No debe provocar diluciones importantes en la sotucion inyectada.
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FIGURA 2.4.5e muestra el diagrama de un inyector donde la
muestra es cargada, con ayuda de una microjeringa,

BOMBAS.

Basicamente existen, dos tipos de bombas: las de pistén (bombas reciprocantes) y
las de desplazamiento continuo {bombas jeringa). Las primeras son las de uso
mas difundido; son muy versatiles y faciles de adaptar a la rutina del laboratorio.
Las segundas no emiten puisos en la entrega del solvente.®

BOMBAS DE DOBLE PISTON.

Las bombas de CLAR impulsan la fase moévil proveniente del reservorio de
solvente hacia el inyector, y desde alli hacia la columna. Existen bombas capaces
de entregar caudales muy pequenos, del orden de los microlitros/minuto para la
cromatografia microbore, pasando a caudales de unos pocos mililitros/minuto para
la cromatografia analitica convencional hasta valores mucho mayores para las
separaciones semipreparativas y preparativas, 2

BOMBAS RECIPROCANTES.

La bomba reciprocante de doble cabeza, proporciona un flujo constante y casi libre
de pulsaciones. Las dos camaras de la bomba son manejadas por e mismo motor
a través de una leva excéntrica com(n; este manejo comin permite al piston
bombear mientras e! otro esta recambiande. Como resultado, los dos perfiles de
flujo coinciden parcialmente reducuendo el flujo bajo, de la pulsacion
significativamente de la bomba. 2

)
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Las ventajas de esta bomba son el deposito de solvente ilimitade que permite a
largo plazo el uso desatendido y el cambio rapido de solvente, el cual tiene 1a
capacidad de limpiar la tuberia de la bomba. Sin embargo, a menos que el cuidado
especial sea ejercido por el fabricante, esta bomba puede tener varias
desventajas. Hay una tendencia para las pulsaciones incompleta compensada por
el detector de indice de refraccién de alta sensibilidades, sobre todo a las
proporciones de flujo bajas donde se extienden ciclos del piston ampliamente.
Ademas, puesto que cada cabeza tiene dos valvulas del chequeo, la fiabilidad de
la bomba depende de la limpieza de la fase movil y la capacidad continua del
sellado de las cuatro valvulas de che%ueo en cada ciclo, con cictos normalmente
ocurriendo varios tiempos por minuto.

La valvula de la bomba proporciona el gradiente de elucidn, que mezcla hasta
cuatro solventes o buffers en cualquier combmacnén El caudal del flujo comienza
desde los reservorios y pasa por la columna.”

TIPOS DE COLUMNAS

Las columnas para el equipo de CLAR son tubos del acero inoxidable, tipicamente
de 10-30 centimetro en longitud y el diametro interno de 3-5 milimetro. Las pre-
columnas, que se colocan antes de que una columna analitica sirve para atrapar
posibles interferencias del analito y para ampllar la vida media de la columna
analitica, estas son de 3-10 centimetro largo.®*

FIGURA 2.5, Columnas y pre-columnas para el CLAR.

FASES ESTACIONARIAS.

Los tipos de fase estacionaria dentro de las columnas para CLAR pueden ser de
dos tipos: de ceramicas inorganicas 6 un sustrato polimérico organico.2*

Los empaques inorganicos mas usados son: la silica y la alimina; los empaques
poliméricos usados son por lo general productos del estireno-divinil-benceno o
metacrilatos.*
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La silica es el material mas usado en el empague de columnas para CLAR, esto
se debe a sus caracteristicas de unirse fuertemente con otro ligando y particion
con respecto a otros empaque inorganicos, ademas de presentar una gran
estabilizacion al momento de unirle ligandos en su superficie, volviéndola de esta
manera muy versatil, ya que se puede usar en técnicas como son la de fase
reversa, cambio idnico, interaccion hidrofilica, interaccion hidrofébica y
cromatografia de exclusion molecular. Qtra ventaja de la silica es que esta es
compatible con una gran variedad de solventes desde los polares hasta los no
polares y soporta un rango de pH de 2-8, el cual es el recomendado para uso en
las rutinas con empaque con silica.

La alimina también presenta propiedades fisicas muy favorables como la silica
con la diferencia de que esta presenta resistencia a mayor rango de pH, asi como
la silicona, es muy rigido y no se hincha ni se contrae en cualquier sclvente. A
diferencia de la silica, las fases ligadas en la alimina no son estables en fase
movil acuosa, sin embargo, las producidas con alumina revestida muestran una
excelente estabilidad al pH en sistema acuoso.”

Los empaques poliméricos son redes de estireno divinilbenceno y de metacrilato
los cuales estan acondicionados para resistir las presiones tipicas en un equipo de
CLAR, sin embargo estas presiones seran aun mas bajas que las usadas con
empaques de material inorgénico. La matriz del estireno divinilbenceno es muy
hidrofébica, pero es compatible con todas las fases moviles incluyendo todo el
rango de pH acuoso. Es compatible con eluentes acidos ¢ bases fuertes y permite
la limpieza completa del empaque con NaOH o con un &cido fuerte. La matriz del
metacrilato es intrinsecamente mas hidrofilica, pero a diferencia del estireno
divinilbenceno es estable en un rango de pH muy pequeio. Todos los emPaques
poliméricos organicos se hinchan y contraen con un cambio de fase movil. 2

La cromatografia de fase reversa utiliza una fase estacionaria relativamente no
polar y una fase movil polar, tal como metanol, acetonitrilo, agua, o mezclas de
estos solventes. Las fases estacionarias mas comunes son la octadecilsilona (C1g)
y la octilsilona (encadenamientos de Cg), y grupos fenilos, la selectividad de la
fase estacionaria se debe a la actividad que presente €1 grupo silano. Una de las
vias para modificar los grupos silanol es por ligandos endcapping, también
depende del tipo de pretratamiento que se le dé a los grupos silanol y la pureza de
la silica (figura 2.6). La cromatografia de la fase reversa es la forma mas comun
de cromatografia liquida, sobre lodo debido a la amplia gama de analitos que se
pueden disolver en la fase movit. 24
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FIGURA 2.6. Fase estacionaria de octadecil silona (Cg).

La cromatografia de fase normal utiliza una fase estacionaria polar y un solvente
organico no polar, tal como hexano, cloruro de metileno, o cloroformo, como la
fase movil. La fase estacionaria es un siloxano unido a un grupo funcional polar
(figura 2.7). En la tabla 2.1 se muestran los grupos funcionales mas comunes de
las fases estacionarias.?*

TABLA 2.1. L os grupos funcionales mas comunes de la fase estacionaria.

CIANO: CaHJCN
oIoL: C3HgOCH;CHOHCH,OH
AMINO: CaHgNH;

DIMETILAMING:  C3HgN(CHa)2

14
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FIGURA 2.7 Grupos funcionales de las fases estacionanias usadas en las

Para poder seleccionar de una manera adecuada la columna que se necesita para
la separacion es necesario conocer la hidrofobicidad de la columna con respecto a

la fase mévil que se va a utilizar.2*
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DETECTOR.

E) detector cromatografico es un sensor que mide una propiedad fisica o quimica
de los componentes de fa muestra, que tiene la funcién de generar una respuesta
en presencia del compuesto eluido.?

Caracteristicas:

No contribuir al ensanchamiento de los picos de elucién
No destruir ia muestra

Poseer una buena refacién sefal/ruido.

Generar informacién cualitativa

Tener respuesta rapida.

Alta sensibilidad y especificidad para la deteccidn de solutos a bajas
concentraciones.

Amplio intervalo de linealidad

No ser afectado por cambios de temperatura o flujo
Alta reproducibilidad.

El detector a utilizar para cromatografia de liguidos de alta resolucién {(CLAR)
depende2 ;:le la muestra, la sensibilidad, selectividad y versatilidad requerida para el
analisis.

DETECTOR CON ARREGLO DE DIODOS (DAD).

El detector con arreglo de diodos (DAD) es el mas utilizado en CLAR, debido a
que muchos solutos absorben radiacién ultravioleta. En el sistema mas simple se
emplea la emnision intensa a 254 nm de una lampara de mercurio y deteccion a
una sola longitud de onda. En instrumentos mas versatiles se utilizan una lampara
de deuterio y un monocromador para mediciones a longitud de onda variable. Esto
pemmite al detector responder a compuestos que no absorben fuertemente a
254nm pero que lo hacen en alguna otra regién.

Los detectores de ultravioleta son satisfactorios para la elucién en gradiente con
solventes que no absorben. Este sistema |ncluso puede buscar el maximo de
absorbancia de cada soluto conforme se eluye %

En la figura 2.8 se muestra un diagrama simplificado de la 6ptica para un arreglo
de diodos, donde la luz policromatica de una lampara de deuterio y es enfocada a
través de un sistema de lentes acromaticos hasta llegar a la celda de flujo. La luz
existente en la celda de flujo es dispersada por una rejilla de difraccién hacia &l
arreglo de diodos. Al empezar cada rastreo el capacitor es asociado con el diodo,
el cual descarga una fotocorriente y el diodo es iluminado. La intensidad de luz
captada por el diodo es proporcional a la cantidad de corriente necesarla para
recargar el capacitor y la lectura del diodo sea leida por la computadora, 22

o%




TEORIA DE LA CROMATOGRAFIA

SISTEMA DR OBTURADOR

LENTIS

ARRICLD DI

DEUTIRIO

REJILLA
HOLOGRARICA

Figura 2.8. Esquema de un DAD UV/Visible.

DETECTOR DE FLUORESCENCIA.

El detector de fluorescencia es muy sensible y selectivo para los solutos que
despiden luz fluorescente debido a su capacidad de medir la energia emitida de
ciertos solutos excitados por la radiacién de UV. Una condicion necesaria para que
se dé la fluorescencia es, sin duda, que la molécula tenga fuerte absorcién. Las
estructuras aromaticas, heterociclicas y altamente conjugadas, las cuales originan
intensa absorcion, son, por consiguiente, apropiadas para conferir propiedades
fluorescentes a una molécula. Las areas de aplicacion principales para la
deteccién consisten en el andlisis de muestras bioldgicas, de productos
farmacéuticos, de alimentos, de combustibles fésiles y en el analisis ambienta!.??

Cuando ciertas moléculas o atomos se exponen a una fuente de energia tal como
luz de aita intensidad, las moléculas o los atomos absorben la energia y entran en
un estado excitado. Mientras que una molécula 0 un atomo se mueve desde este
estado excitado de nuevo a su estado normal, parte de la energla absorbida se
libera en forma de un foton. Este proceso se llama fluorescencia. Los atomos y las
moléculas en diversos elementos y compuestos emiten diversos niveles de la
fluorescencia cuando estan expuestos a los mismos niveles de energia. El
detector de la fluorescencia ilumina una muestra con una banda estrecha de la luz
de alta intensidad de una fuente de luz cuidadosamente controlada. E) detector
entonces mide los niveles bajos de la fluorescencia emitidos de la muestra. La luz
emitida se filtra, se amplifica, y se convierte a las seflales eléctricas gue pueden
ser registradas y analizadas.?

[N ]
D
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Un diagrama esquematico de un detector de fluorescencia se muestra en la figura
2.9, donde una lampara proporciona la radiacion suficiente para la excitacion,
para alcanzar determinado valor de excitacion, y para reducir la luz extrana, se
selecciona una banda de radiacidbn mas o menos estrecha a partir de la radiaciéon
emitida por la fuente de luz. Se efectia esta seleccion mediante el filtro de
excitacion, se aisla la banda espectral de interés, y se enfoca sobre una celda de
flujo. Posteriormente otra lente recoge la energia flucrescente de esta celda,
obviamente la muestra emite luz fluorescente en todas direcciones, por lo que
mediante un filtro de fluocrescencia se separa nuevamente la luz indeseable,
posteriormente la luz fluoréscente alcanza un tubo fotomultiplicador, produciendo
una sefial eléctrica que se amplifica y mide con un medidor para indicar ia
intensidad de fluorescencia. En muchos casos el detector de fluorescencia es de
cien veces mas sensible que un detector de absorcion UV, por lo tanto, el detector
de fluorescencia es uno de los mas utilizados para la cromatografia de liquidos
debido a su alta sensibilidad. %
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FIGURA 2.9. Esquema de un detector de fluorescencia.
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2.5 PARAMETROS CROMATOGRAFIC0OS.?

a) Tiempo de retencion (fr): es el tiempo transcurrido desde la inyeccidn de fa
muestra hasta que se obtiene el punto maximo del pico. Este tiempo es
caracteristico del soluto, de |a fase liquida y de la temperatura de la columna.

b) El area del pico: permite determinar la concentracion de cada componente

separado en la columna.

El tiempo muerto {ty 0 ;) es el tiempo de transito de un soluto no retenido en

la fase estacionaria. Tiempo que cualquier soluto permanece en la fase mévil.'°

d) El tiempo de retencion corregido (t'r): Mide el tiempo que ei componente
permanece en !a fase estacionaria:

c)

th=tg - to.

e) Anchura de la base (Wa y We): es 1a porcidn de la linea base interceptada por
las tangentes trazadas hacia et pico. Es 4 o de un pico gaussiano.

f) Volumen de retencion (Vg): es el volumen de fase movil necesario para
transportar la banda de soluto desde el punto de inyeccion, a través de la
columna, hasta el detector. Se puede obtener directamente del cromatograma
multiplicando el tiempo de retencion correspondiente, (g ), por el gasto o flujo
volumétrico (Fc).

Vg = tgFc.
COEFICIENTE DE REPARTO (k).

Cuando un soluto entra al sistema cromatografico inmediatamente se reparte o se
distribuye entre la fase movil y la estacionaria. Si la fase mévil se para en
cualguier momento, el soluto establece un equilibrio de distribucién entre las dos
fases. La concentracién en cada fase esta dada por el coeficiente de reparto:

CS

Cy

Donde: Cs = concentracién de soluto en la fase estacionaria.
Cwm = concentracion de soluto en la fase movil.

Cuando k=1, el soluto se encuentra igualmente distribuido entre las dos
fases.

k=

FACTOR DE CAPACIDAD (K’).*!

Una vez que se elija el detector apropiado y el sistema estd funcionando
correctamente, el paso siguiente para tener un cromatograma adecuado, es saber
cual es la retencidn de los componentes en la mezcla. La medida de retencién de
un compuesto en una columna se refiere como el factor de capacidad y es un

51
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parametro importante que se utiliza para describir las velocidades de migracion de
los analitos, y se expresa como:

Donde: t'r = tiempo de retencién corregido.
tu = tiempo muerto.
V'r = volumen de retencién corregido.,
Vi = volumen muerto.

Cuando el factor de capacidad es menor que 1, la elucion de los componentes es
tan rdpida que es dificil determinar con exactitud los tiempos de retencion. Cuando
el factor de capacidad es del orden de 20 o 30, los tiempos de retencién son
demasiado largos. Idealmente, ias separaciones se realizan en unas condiciones
en las que los factores de capacidad para los componentes de una mezcla
oscilan entre: 2 < K' < 6 para sistemas simples, con 2-3 picos, 2< k' <10 para
muestras con mayor humero de picos, y 0.5< k' < 20 para muestras complejas.

Es conveniente recordar las siguientes reglas, para cromatografia en fase
reversa:

» A mayor proporcion de agua, mayor K', o sea mayor retencion.
» A mayor proporcion de medificador (MeOH, CH3CN, THF), menor K, es decir
menor retencion.

FACTOR DE SELECTIVIDAD (a ).2*

La retencion relativa, o , de dos solutos, donde el soluto 1 eluye antes del soluto2,
es:
a= krl = kl - t‘RI - V'R‘.'
K'l Kl ’.R‘ V.Rl
La selectividad de un sistema depende de la naturaleza de cada uno de sus
componentes, la fase mévil, la columna y la muestra, de su afinidad mutua y del
modo en que interaccionan entre si.

No existe separacién cuando el valor de a es igual a la unidad, es decir, micntras
mayor sea « a la unidad, sera mayor la selectividad, y por lo tanto, habrd mayor
separacion de los componentes. Habitualmente las modificaciones de o se
consiguen cambiando la peolaridad de los solventes de eleccidn para la fase mowvil.

i
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FACTOR DE COLEO (ASIMETRIA),

Uno de los problemas frecuentemente encontrados en cromatografia es el coleo o
asimetria de los picos, que puede ser antenor © posterior al maximo del tiempo de
retencién (As<1 o As >1, respectivamente). %

La asimetria de los picos es muy comdn en cromatografia, un comportamiento
gaussiano es reaimente infrecuente pero la ma%nitud de la desviacion de ese ideal
es la que determina que pueda o no tolerarse,

E! efecto derivado por el factor de coleo se reduce a;

» Separaciones pobres.
> Baja precision.
» Baja reproduciblilidad.

El ensanchamiento de la base de los picos es consecuencia de separaciones
deficientes y esto dificulta la integracién de los picos por indefinicién de los limites
del mismo provocado una baja precision en la cuantificacién. En general, no debe
aceptarse un método que presente picos con asimetria superior a 1.5 tomado al
10% de altura 6 2.0 tomado al 5% de altura.®

La solucién del coleo de Ios picos depende de la(s) causa(s) que lo origina(n),
entre éstas se encuentran:’

> Sobresaturacion de la columna por inyectar una masa considerable de
muestra.

> Solvente inapropiado. Falta de capacidad reguladora o fuerza idnica de la fase

mévil, solvente de disclucidén de la muestra inadecuado.

Columna deficiente. Disolucion parciaimente de la columna o precolumna,

formacion de canales intracolumnares, taponamiento parcial de filtros.

Columna dafiada o contaminada.

Contaminacién por metales pesados.

Desempefio de la columna, monitor de la forma de los picos, areas y tiempos

de retencién en andlisis rutinarios.

En control de calidad, disminuye los errores relacionados con el procedimiento.

Corrige variaciones instrumentales.

A A Y

b

Desventajas.

> Separacidn mas compieja a medida que aumente el nimero de picos en el
cromatograma.
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EFICIENCIA DE LA COLUMNA .

De acuerdo con la definicion de coeficiente de reparto (K), una substancia que
entre en la columna junto con la fase movil hasta que se establezca un equilibrio
de acuerdo con los valores de la concentracién en la fase estacionaria y en la
fase moévil. Durante el paso de la substancia a lo largo de la columna, este
equilibrio se rompe por efecto de transporte y debe restablecerse
consecutivamente. Desde e) punto de vista tedrico es conveniente considerar este
proceso en varios pasos discontinuos de equilibrio, es como si dividiéramos la
columna en un nimero de secciones iguales entre si, en donde cada una de
estas secciones se lleve un acabo el equilibrio. Se ha denominado a cada una de
estas secciones: Platos Tedricos.

El poder de separacién de una columna dependera entre otros factores del
intercambio entre la muestra y la fase liquida; en otras palabras, mientras mas
etapas de equilibrio existan, mayor sera la eficiencia de separacion. Es decir, que
una columna eficiente sera aquella que posea un gran nimero de platos tebricos.

RESOLUCION (Rs).%

El objetivo de la cromatografia es la separacion de los componentes de una
mezcla y el grado de separacién se mide por un parametro, la resoluciéon (Rs).
Para mejorar la Rs, los picos deberan alejarse tanto como sea posible y sus
anchos de base deberan ser pequefios. Un valor de Rs = 1.5 nos indica que hay
separacién hasta la linea base de los dos picos, mientras que una Rs=1.0
significa que la separacién es aproximadamente del 90% , y una Rs menor a 1
indica una pobre separacion.

Los parametros relacionados con la Rs son: el factor de selectividad (c), el factor
de eficiencia y el factor de capacidad (K'). Por consiguiente al modificar cada uno
de estos factores se modificara también la Rs. La ecuacién que la define es la

siguiente:
Rs =025 [“" L YR
a 1+ &
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VALIDACION

3.1 ESPECIFICACIONES PARA VALIDAR UN METODO ANALITICO.

La validacion del método se determina para asegurarse gue la metodologia
analitica es exacta, especifica y reproducible. La validacion del método nos
proporciona un aseguramiento de la confiabilidad durante uso normal, y se refiere
alguna vez como " el proceso de proporcionar una evidencia documentada de que
el método hace lo que se piensa que va a hacer . Los laboratorios regulados
deben realizar la validacion del método para estar en conformidad con
regulaciones internacionales.?

Para la validacion del método, pueden ser referidos los " ocho pasos de
progresion de la validacion del métode”, segiin lo mostrado en la figura 3.1. Estos
términos se refieren como “"parametros para la optimizacién del tratamiento
analitico *24

————w[  LINEALIDAD )

————( _ PRECISION )

————=( REPRODUCIBILIDAD }

VALIDACION
DEL > »[  EXACTITUD J
METODO —— [ LIMITE DE DETECCION )

[ LIMITE DE CUANTIFICACION }

+————w-[  ESPECIFICIDAD )

— w»[  ROBUSTEZ )

FIGURA 3.1: Los ocho pasos de progresién para la validacion del método
3.2 LINEALIDAD?

La linealidad de un sistema es su habilidad para asegurar que los resultados
analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medic de una
transformacion matematica bien definida, son proporcionales a la concentracién de
la sustancia dentro de un intervalo determinado.

ta linealidad esta sefialada generalmente como la variacion de la cuesta de la
linea de regresion (figura 3.2). El rango es el intervalo entre los niveles superiores
y mas bajos del analito que se han demostrado para ser determinados con la
precision, la exactitud y linealidad es usando el método seguin lo escrito.
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El rango se expresa en un minimo de cinco niveles de concentracion, junto con
fangos especificados como minimo. Para el anatisis, el rango especificado minimo
es a partir del 80-120% de la concentracion del blanco. Para una prueba de la
impureza, el rango minimo es del nivel que sefala de cada impureza, a 120% de
ia especificacion. (para las impurezas téxicas o mas potentes, el rango debe ser
conmensurado con el nivel controlado).

Processing Method : ANALGESIC_PM_15CH

Systern: MD2_LC PDA Chemel: 278 Date: 01-APR-94
Type: LC Mame: ACE Retestion Time:  8.402

Ordex ;1 A: -2310.580021 B: 3156.343178

F: 0.000000 R:0.999979 R*2 : 0.999958

Standand Eror : 8519.681479

-l o
]
'
1
1
L]
[l
]
*
1
)
'
'
'
1
1
r
1
]
1
1
1
i

RESPUESTA
;
&
- - -
~
3

1
1
1
[
]
]
-
!
'
U
i
r
]
'
]
[
]
1
‘.

FIGURA 3.2. Curva de calibracion de la respuesta en funcién de la cantidad

3.3 PRECISION.

La precisién de un método analitico es la medida del grado de capacidad de
repeticion de un método analitico bajo operacién normal y se expresa
normalmente como la desviacion estandar relativa porcentual para un numero
estadistico significativo de muestras. La precisién se debe realizar en tres diversos
niveles: capacidad de repeticion, precisién intermedia, y reproducibilidad. La
capacidad de repeticion son los resultados del método en funcién de un intervalo
corto del tiempo bajo las mismas condiciones (precision del inter-andlisis ver figura
3.3). Debe ser determinado de un minimo de nueve determinaciones que cubren
el rango especificado del procedimiento (por ejemplo, tres niveles, tres
repeticiones cada uno) o de un minimo de seis determinaciones en el 100% de la
concentracién de la prueba o de! blanco. La precision intermedia son, los
resultados dentro de las variaciones del laboratorio debido a los acontecimientos
al azar tales como diversos dias, analistas, equipo, ete, 2*
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3.4 REPRODUCIBILIDAD.?

La reproducibilidad es 1a precision de un método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones
diferentes Esto se refiere a los resultados de estudios entre diferentes analistas,
en diferentes dias en el mismo laboratorio o en diferentes laboratorios. La
documentacion en la ayuda de los estudios de la precisibn debe incluir la
desviacion estandar, el coeficiente de vartacién, y el intervalo de confianza.
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FIGURA 3.3: Documentando la precisién
3.5 EXACTITUD®

La exactitud de un método analitico, es el grado de concordancia entre un valor
obtenido experimentalmente y el vator de referencia. Se determina como el por
ciento de analitos recuperados en analisis, este se realiza por medio de un estudio
a doble ciego. Para el analisis de la sustancia, las medidas de la exactitud son
obtenidas por la comparacién de los resultados con el analisis de un estandar.
Para la cuantificacién de impurezas, la exactitud es determinada analizando las
muestras con cantidades sabidas de impurezas. (si las impurezas no estan
disponibles, vea la especificidad).

Para documentar exactitud de la metedologia se iecomienda el realizar la cantidad
de un minimo de nueve determinaciones con un minimo de tres niveles de
concentracién que cubran el rango especificado (por eiemplo, tres
concentraciones, con tres réplicas cada uno).
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Los datos se deben sefalar como la recuperacién en por ciento de la cantidad
sabida, agregada, o como !a diferencia entre el valor malo y verdadero con
intervalos de la confianza. La exactitud se puede documentar con el uso de las
cartas del control, un ejemplo de las cuales se muestra en la figura 3.4.
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FIGURA 3.4. Carta de conlrol para determinar la exactitud.

3.6 LIMITE DE DETECCION (LD)*®

El limite de la deteccion (LD) se define como la concentracion mas baja de un
analito en una muestra que pueda ser detectada, pero no se cuantifica. Es una
prueba de limite que especifica sobre si 6 no un analito esta por debajo de cierto
valor. Se expresa como la concentracidn en una refacidn de transformacion sefial
de ruido.

3.7 LIMITE DE CUANTIFICACION (LC)®

Se define como la concentracién mas baja de un analito en una muestra que se
pueda determinar con la precision y la exactitud aceptables bajo condiciones
operacionales indicadas en el método.
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FIGURA 3.5: Efecto de la dimensién de una variable maxima en LD/LC

Picos mas sostenidos dan lugar a una relacién de transformacion sefial-ruido mas
alta, dando por resultado un LC y un LD més bajos. Por lo tanto, la determinacion
cromatografica de LC/LD debe considerar el tipo y la edad de la columna, que se
determina generalmente concluido el curso del tiempo mientras que la experiencia
con el método crece (figura 3.5).

3.8 ESPECIFICIDAD.?

La especificidad es una medida del grado de interferencia tales como otros
ingredientes activos, excipientes, impurezas, y productos de la degradacion,
asegurandose de que una respuesta maxima es debida a un solo componente
solamente, es decir que no existan coeluciones. La especificidad es medida y
documentada en una separacién por la resolucion, los platos tedricos (eficiencia),
y el factor de coleo. La especificidad se puede también evaluar con los detectores
meodernos del arsenal de fotodiodo que comparan los espectros recogidos a través
de un pico matematico como indicador de la homogeneidad maxima

3.9 ROBUSTEZ.*

La robustez es la capacidad de un método de no ser afectado por pequeiias
variaciones en los parametros analiticos. La robustez de un método es evaluada
variando parametros del método tales como por ciento organicos, pH, fuerza
jonica, temperatura, etc., y determinacion del efectoc (cualquiera) sobre los
resuttados del método, la robustez se debe considerar temprano en el desarrolio
de un método. Ademas, si los resultados de un método o de ctras medidas son
susceptibles a las variaciones en parametros del método, estos pardmetros deben
ser adecuadamente controlados y una declaracién preventiva incluida en la
documentacion del método.
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3.10. ANALISIS CUANTITATIVO.?®

Existen 4 métodos basicos de cuantificacion, los cuales son, en orden creciente de
complejidad (y de exactitud) los cuales se mencionan a continuacion:

a) Normalizacion de area.

b) Normalizacidén con factores de respuesta.
¢) Estandar externo.

d) Estandar interno.

NORMALIZACION DE AREA.*
Nos indica la cantidad de un componente relativo a los otros componentes en la

muestra. Tados los componentes de la muestra deben responder de igual manera
frente al detector. Todos los componentes deben estar bien separados.

4j
% Area= | x 100

>4

donde: A; = area de un pico
Z 4 = suma de todas las areas.

Es el método mas simple de todos es el de normalizacién de areas. No requiere
calibracion y, por lo tanto, es usado con frecuencia para una determinacién rapida
de la composicién aproximada.

Las etapas en el calculo para la muestra son:

1.--Sumar todas las areas

2.- Se expresa cada area de pico como un porcentaje del total.

3.- Establecer que el % de area es e! mismo que el % de composicion.

En este método se asume gue:

» El detector responde cuantitativamente en la misma forma a todos los
componentes de la muestra; es decir, que todos los factores de respuesta son
iguales.

» Todos los componentes eluyen de la columna.

v

Se detectan todos los componentes y por lo tanto aparecen como picos.

-
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Las ventajas son:

¥ No requiere calibracion.

% Elcélculo es rapido y simple.

¥ La cantidad de muestra inyectada no es critica.

Las desventajas son:

» Los deteclores rara vez funcionan uniformemente, es decir responden
vigorosamente a algunos componentes y pobremente a otros. Por lo tanto, no

es el método mas exacto.
» Deben medirse todos los componentes.

NORMALIZACON CON FACTORES DE RESPUESTA.%®

Calcula el por ciento de composicion de cada uno de los componentes.
Se calculan los factores de respuesta con respecto a un compuesto de
referencia para cada componente (Acr).

Se prepara la mezcla de cantidades conocidas de los componentes, se corre
un Cromatograma, se asigna un pico de referencia.

Donde:

[ = coen, _A:r_r f; = factor de respuesta para el pico i
) A, conc,, cong; = concentracion del pico i
A; = drea integrada del pico 1.
A o = area integrada del pico elegido como
referencia.
€ONC (o = concentracién del pico de referencia

Los factores de respuesta se utilizan para calcular el por ciento de area
nommalizada para cada uno de los picos.

Cada pico se calcula por separado con su respectivo factor de respuesta.

Al x !
Y% A= x  100%

F
Z(A x f )n
Las etapas del calculo son:
1.- Para cada pico, se divide el area medida por su factor de respuesta

relativo para obtener las areas corregidas. Esto corrige la respuesta no
uniforme de! detector.

42



VALIDACION

2.-Se suman todas las areas corregidas.
3.-Se expresa cada una de las areas como un % del area total corregida.
Estos son los % en peso.

Este método asume que todos los componentes salen y se detectan, pero no
confia en la uniformidad de los factores de respuesia,

Sus ventajas son:

¥ Caélculo rapido y simple
» Insensible a la cantidad exacta de muestra inyectada.

Las desventajas son:

¥ Todos los picos deben ser calibrados. Esto no es una dificultad si son
unos pocos, pero si el cromatograma es complejo la identidad de muchos
picos puede ser desconocida. E! trabajo de identificarios, obtener
muestras de los componentes puros, y realizar las calibraciones pueds
hacer impractico este método.

Todos los componentes deben eluir y todos los picos deben ser medidos.
Los componentes no detectados pueden introducir errores grandes y
desconocidos.

A

ESTANDAR EXTERNO.?

Esta técnica consiste en la preparacién de un estandar de concentracién
semejante al analito en la muestra, realizado bajo las mismas condiciones de
operacion del ensayo cromatografico, posteriormente la altura o e! area se
traza contra la concentracién para cada uno de los compuestos de interés.

Se calcula de la siguiente manera:

Donde.
AmCs
% A= [ ] {D] [I OO] %A .= Porcentaje del analito en la muestra,
As Am = Area de la muestra.

As = Area del estandar.
Cs = Concentracion del estandar.
D = Factor de dilucion.

Desventajas.

» La precision y exactitud de los datos dependera tanto de la calidad del
estandar, de la preparacién de la muestra asi como de la inyeccion.
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ESTANDAR INTERNO®

Es una técnica extensamente usada para la cuantificacién, la cual implica la
adicidn de un estandar interno para compensar varios errores analiticos. Consiste
en agregar cantidades exactamente medidas de una sustancia denominada
estandar interno tanto a la muestra como al estandar de referencia, preparado a
la misma concentracién que !a muestra para obtener un pico separado en el
cromatograma. Esta sustancia se utiliza como etiqueta interna para compensar el
efecto de pequerias variaciones en los parametros de la separacion sobre el
tamano del pico, incluyendo las fluctuaciones en las inyecciones. Se calcula de la
siguiente manera:

% A =[ R’;CS] (] [100] Donde:
s
%A = Porcentaje del analito en la
muestra.

Rm =Relacion del drea del analito a
estandar interno en la muestra.

Rs = Relacién de area del estandar a
estandar interno en 1a muestra de
referencia.

Cs = Concentracion det estandar.

D = Factor de dilucidn.

El estandar interno debe cumplir con ciertos requisitos:

> Debe ser estable (a las condiciones de anélisis) de alta pureza, inerte y
disponible faciimente.

Debe tener propiedades fisicoquimicas similares al analito.

No debe reaccionar con los componentes de [a muestra.

Debe dar una respuesta en el detector similar a los analitos,

Debe eluir cerca de los analitos.

Debe resolverse completamente de los componentes de la muestra.

No lo debe de contener la muestra

VVYYVYY

Ventajas

» Permite correqir las variaciones por volumen de inyeccion,

» Corrige la recuperacidn en extracciones liquido- liquido, perdidas por derrames
incompletas recuperaciones de la fase organica en extracciones, corrige por
solubilidad parcial de la fase organica en fa fase acuosa, evaporaciones del
disolvente.

» Correccibn recuperaciones en extracciones por soxhelt, perdida por derrames,
evaporacion de disolventes volatiles.
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EQUIPOS Y REACTIVOS.

EQUIPO:

Controlador para el sistema de bombas Waters 600.

Sistema de Liberacion para Multisolventes Waters 600E.

Detector de Fotodiodos Waters PDA (Photodiode Array Detector) 996

Detector de Fluorescencia Waters Scanning Fluorescence Detector 474
Desgasificante Dagassit 5324

Software Millenuim Version 2.15.01

Columna: C+z Spherisorb S5 (Waters) long. 250 mm. D.I 4.6 mm. Tamano de
particuta 5 pm, poro de 80 °A, No. Serie 0101171501115

¥ Columna: Cs Pinnacle PAH (Restek Corporation) long. 250 mm D.I: 4.6 mm,
tamaiio de particula 5 pym, poro 120 °A No. Serie 00020053P

YWV YW YYYY

REACTIVOS:

Cloruro de metileno {Grado reactivo Repro Qui Fin.)
Acetonitrilo (grado HPLLC FProlabo.)

Hexano (grado reactivo Merck.)

Eter etilico(grado reactivo Backer Analyzed.)
Sulfato de sodio anhidro (Merck)

Cobre (Merck.)

Alumina malla 80-200 (Sigma)

Silicagel malla 60-200 (J. T Baker)

Fibra de Vidno

Agua bidestilada.

Muestras de suelo colectadas en el Instituto Mexicano del Petrdleo y de
Villahermosa Tabasco.

VY VYV VVVVVYVYY
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ESTANDARES:

Los estandares son de la marca Chem Service.

- C;r;w;n-:e‘:stoii 7 _ F;ureza % | Lote__ _W;
lAcen;f;eno_ _ - 99.757 i -219:68;5\- -
Acenafiieno 900 | 212117 |
Antraceno 995 | 193102
Be;zo[;l-];r;traceno _ 99.0 ] 27171756}\ |
I'a'ieinzor[;]pl_renoi B 7 99.57 : g1;3:678 |
—Be;zic;[b]ﬂ;orantenoi 995 7 191-8_8; |
Be;z:[g ﬁ]]plr]leno 98.é 208-18A _;
:_EB_e;lio[I;}f;uora;lieno 7 _ 59.0 i __21.5_ 1;2A |
‘FC;r.éno - ) 79870 20:1'-QA_ —
oo | wo fé?s_.{{so *
Flu;ra:lten; - ) 98.1_ b 214.73B ﬁl
-Fl_uoré;n; o 7 990 193-88A :
lndeno{1 2,3-c d]p1ren7c:,l N 992 7 ' 7 7255471#\ _

N;ﬂ;1eno ) -99-.2. ! 17973710718 '
Preno 990 | 200-140A
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DESARROLLO DEL METODO (DIAGRAMA 1)

Informacién sobre la muestra

Selecciton del método analitico.

A

Definicién del sistema preliminar

L

Procedimiento para la extraccion
de la muestra

Seleccion de las
condiciones de la
columna por medio de la
preparacion  de  los
estandares

A

Procedimiento para la purtficacién
del extracto obtenido

A

Procedimiento para el analisis de
la muestra purificada

b

Validacion de) método
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DESARROLLO DEL METODO

La realizacion de este trabajo consta de diferentes etapas las cuales son
(Diagrama 1):

I.-informacion sobre la muestra

Recabar toda la informacién dispoenibles de los compuestos de la tabla anterior,
{propiedades fisicas, quimicas, fisicoquimicas, toxicolégicas y métodos
analiticos existentes) que nos permitan su identificacion y cuantificacion.

H.-Seleccion del método analitico.

Después de analizar los diferentes métodos analiticos se selecciono el método
USEPA 8310 de acuerdo con el material con el que se contaba en el
laboratoric.

111.-Definicién del sistema preliminar.
En la seleccién de las condiciones de trabajo se emplearon dos columnas:

1.- Columna: C4g Spherisorb S5 {Waters) long. 250 mm. D.1 4.6 mm. Tamarno
de particula 5 pm, poro de 80 °A, No. Serie 0101171501115

2.- Columna; Cis Pinnacle PAH (Restek Corporation) long. 2560 mm D.l: 4.6
mm, tamano de particula 5 pm, poro 120 °A No. Serie 00020053P.

La utilizacién de las dos columnas se debe a que en primera instancia, solamente
se contaba con la primera columna en el instituto, por lo que fue necesario trabajar
en la optimizacién del método con esta columna, por medio de una mezcla en
solucion de los diferentes HPA's cuya concentracion de cada uno aparece en la
tabla 5.2 y 5.3 como el punto mas concentrado.

Las caracteristicas fisicas de nuestra columna 1 en comparacion con la
recomendado por el método USEPA 8310' , presentan una gran similitud entre
ellas, pero la diferencia es el didametro interno, siendo de menor diametro la
recomendada por el método (2.6 mm). Basandonos en el método anterior las
condiciones para el CLAR es una elusidn isocratica por 5 minutos de
acetonitrilo/agua (4:6)(v/v), para luego usar 100% de acetonitrilo por una elusién
lineal de 25 min con una velocidad de flujo de 0.5 mi/min.

De lo anteriormente dicho para la columna 1 se inicio con una velocidad de flujo de
1.8 mL/min porque al tener un diametro interno mayor es necesario una velocidad
de flujo mayor para aumentar la presion del equipo evitando que este se apague
por presiones muy bajas, asi como el evitar el ensanchamiento y coelusién de los
picos cromatograficos. En estas condiciones se obtuvo como resultado gue al
tener el 100% de acetonitrilo los picos de (criseno, benzofajantraceno,
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benzo[blflucranteno, benzolkifluoranteno, benzo[a)pireno, benzofg,h,ilpirileno e
indenof1,2,3-c,d]pireno) no se resolvieron adecuadamente (fig. 4.1) , esto puede
atribuirse a la velocidad de flujo tan elevada que se esta manejando lo que
provoca que los analitos se retengan en un menor tiempo dentro de la columna

Se procediod a corregir esto, disminuyendo la velocidad de flujo a 1.5mL/min, como
se observa en la figura 4.2 los compuestos siguen presentan una mala resolucién.
Se procedié a modificar ef gradiente de concentracion aumentando la velocidad de
cambio de los solventes, con el propdsito de disminuir el tiempo de exposicion del
acetonitrilo al 100% con los analitos. Se obtuvo como resultado que los picos
siguen sin resolverse en el tiempo en que el acetonitrilo se encuentra al 100%,
como se muestra en la fig. 4.3, provocando que los compuestos tengan un menor
tiempo de retencidn por la velocidad del cambio de gradiente, por lo que fue
necesario regresarnos a la condiciones de gradiente iniciales.

Como se ve en las figuras 4.4 a la 4.7 se continuo disminuyendo la velocidad de
flujo y se realizaron variaciones en los gradientes de concentracién, para obtener
un mayor tiempo de retencion de los analitos. Estas condiciones mejoran la
resolucién conforme se realizaban los cambios.
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Figura 4.1 Cromalogréama de separacion de 15 estdndares de HPA's a una
velocidad de flujo de 1.8 mli/min
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Figura 4.2 Cromatogréma de separacion de 15 estandares de HPA's a una
velocidad de flujo de 1.5 mL/min
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Figura 4.4 Cromatograma de separacién de 15 estandares de HPA's a una
velocidad de flujo de 1.3 mL/min.

Figura 4.5 Cromatograma de separacion de 15 estandares de HPA's a una
velocidad de flujo de 1.3 mi/min presentando un cambio en los tiempos del
gradiente de concentracion.
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Figura 4.6 Cromatograma de separacion de 15 estandares de HPA's a una
velocidad de flujo de 1.1 mi/min.
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Obteniéndose como las meiores condiciones para la columna 1 fas descritas en la
tabla 4.1;

Tabla 4.1 Condiciones de trabajo de la columna 1

" Tiempo || Velocidad de flup}] A | B
N _(_m_in.) - (mli/imin) _ ] (%) i} _(%_)
0 | 1 40 | 60
[ i = i -
23 ‘ 1 100 0
25 1 100 0
35 ' 1 40 60

" donde A = Acetonitrilo y B = Agua

Para las condiciones de la columna 2 se usaron las especificadas por el
proveedor.

Tabla 4.2 Condiciones de trabajo de la columna 2

~ Tiempo | Velocidad de o] A | B |}
- (min) | (mimin) | (%) | (%)
0 | 1 . 50 50
25 1 100 { O
50 1 100 [ 0o
55 | 1 . 50 | 50

~ donde A = Acetonitrilo y B = Agua

Con las condiciones obtenidas se determinaron los tiempos de retencion para
cada unc de los componentes de interés en las dos columnas diferentes que se
presentan en la tabla 4.3.
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Tabla 4.3 Tiempos de retencidn obtenidos de los compuestos de interés en las
dos columnas estudiadas.

| - ~ TEMPODERETENCION(min)
. COMPUESTO | COLUMNAI 5 COLUMNA 2_
' ARREGLO - ARREGLO .
. | dEDionos| ' FLUORESCENCIA DED!ODOJ FLUORE_SCENCIA
 ACENAFTENO T e | NA 15322 | NA
ACENAFTILENO | 15920 |  NA 13222 | NA
ANTRACENO 18.987 19.083 19472 | 19.317
iﬁ?éﬁ?&m 22770 | 22 800 - 26.205 26.417
'BENZO[a] [ o rans | I PV
| 25937 | 26.033 | 34895 | 34.517

PIRENO A S A S —
BENZODI b oaeer | 25233 30.272 30.833
poneola.n.l 28187 | 2773 39.005 | 39.550
2 R PN SRR Y S
FLUORANTENO | 2027 | I | W} RO
CRISENO 22770 | 223800 | 27.422 27.667
FENANTRENO 18470 | 18567 | 17.455 17.600
FLUORANTENO | 20320 | 20417 20688 20.850
FLUORENO 17437 | NA - 15872 | NA
Efg%’_“codlleENo 28720 | NA | 40688 NA

A S SRS S —
NAFTALENO - 14703 | NA 11822 NA
[PIRENO 20937 21.033 - 22138 22300

" NA=NOAPLICABLE
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Como se puede cbservar la columna 1 nos presentd el mismo tiempo de
retencion, para el caso del benzofalantraceno y para el criseno, indicandonos que
existe una coelucién de ambos compuestos, mientras que al emplear la columna 2
este problema se pudo resolver, esto se aprecia mejor mediante las figuras 4.8 y
49 donde el pico cromatografico de benzofalantraceno y del criseno se
sobreponen por tener el mismo tiempo de retencion.

Esto se corrobora al comparar los espectros de absorcion en la figura 4.10, esta
nos presenta un estudio espectral de los picos cromatograficos, indicandonos que
el primer espectro (de arriba a abajo) se encuentra la elucién del
benzo[alantracenc y del criseno, tomando en consideracion los espectros
encontrados en referencia'®®®? los cuales se encuentran bajo las mismas
condiciones de trabajo (ver anexo A); se observé que la sefial de fa figura 4.10 no
corresponde a ninguno de los dos compuestos en cuestién y parece ser la
combinacion de los dos diferentes compuestos.

Por otra parte en la columna 2 se puede apreciar que todos los componentes son
resueltos adecuadamente, esto se afirma con las figuras 4.11 y 4.16 los cuales
presentan una correcta separacion de nuestros compuestos de interés, asi mismo
al compararse los espectros de absorcién obtenidos de estandares (figuras 4.12-
4.15) con los espectros del anexo A, se pudo apreciar claramente que el perfil de
cada uno de ellos es el mismo que e! obtenido experimentaimente. Por otre lado,
al hacer la comparacion de fas figuras 4.10 y 4.14 se puede observar que para la
columna 2 no se presenta la superposicion de los espectros de absorcion, lo que
nos lleva a, proponer que ésta es la mejor columna para realizar este tipo de
separaciones.

Con base a lo anterior, podemos establecer que con la columna 2 se tiene una
mejor resolucién de los picos cromatograficos para los HPA's analizados; por lo
que planteamos como ta columna de trabajo para el resto del andlisis por sus
caracteristicas de resolucion.
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Figura 4.8 Cromatogréma de separacion de 15 esténdares de HPA's enla
columna 1 por medio de un detector de armreglo de diodos
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Figura 4,16 Cromatograma de separacion de estandares de HPA's en la columna
2 por medio de un detector de fluorescencia.

V. Procedimiento de la extraccién (diagrama 2), basandonos en el mismo
método se realizé por medio de soxhlet por 18 hr de 5-6 reflujos por hora,
para posteriormente concentrar el extracto en un kuderna-Danish hasta un
volumen de un mL realizadndole posteriormente un cambio de solvente a
hexano para la purificacion de este extracto.(extracto 1)

V. El método de purificacion (diagrama 3} consiste de varios pasos en 3 dias
los cuales son:

Dia 1 Activacion de la fase estacionaria.

Dia 2 Deactivacion de la silicagel y alimina al 3% y 10% respectivamente con
agua.

Dia 3 Preparacion de la cromatografia en columna (diagrama 3): En una columna
de vidrio de 1cm de didmetro interno y 30 cm de longitud se coloco en el fondo
una pequefia cantidad de fibra de vidrio, posteriormente se adicioné la fase mévil
(hexano); al mismo tiempo se pesé la cantidad de silicagel indicada en el
diagrama y se formé el atole de silicagel con hexano, afadiendo toda la silicagel a
la columna; después se agregé toda la alimina (en seco), enseguida se completo
con 5 ¢m de sulfato de sodio anhidro (en seco), por tltimo se colocd 1 cm de
cabre activado. (fodo es en Ia misma columna). Se adiciond el extracto 1 a la
columna.(extracto2)

[
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PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION.{DIAGRAMA 2)% %30

Se colectd la muestra en

frascos color ambar El extracto 1 se concentrd
perfectamente  cerrados  y __p{ usando el aparate Kudema |<4—
conservados bajo refrigeracion Danish (KD)  hasta un
ad’c. volumen aproximado de 1 mL.

b A

Posteriormente se decantd y
limpid la muestra de piedras,
ramas, hojas, etc.

Posteriormente se adiciond &
mL de hexano al concentrado
(extracto 1) y se repitid la
operacion anterior.

Y
Para determinar el porcentaje

de humedad. Se pesd 10g de
la muestra dejandola en una
estufa a 105°C por toda la

Se paso6

al meétodo

para la purificacién

del extracto 1.

noche.
v

Después de calcular el % de
humedad se pesd
aproximadamente exactos el
equivalente a 10g de muestra
seca y 10g de Na;SQ,
anhidro.

Se mezcld la muestra con
suffato de sodic en un dedal
de celulosa y se colocod en el

soxhlet.
v

Con aproximadamente 180 mL
de diclorometano se realizé la
extraccién por 18 hr, En ciclos
de 5-6 reflujosihr.

Se colectd el extracto 1.
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PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA .(DIAGRAMA 3)% %63

Preparacién de la fase
estacionana:

v

v

Silicage!. Alumina SuMato de Cobre
sodio anhidro.

Dia 1 Dia 1: Dia 1: Dia 1:
Silicagel de La aldmina se Sesecoa 1.Tratamiento
malla  60-200 activd por 16 400 °C por con HCL.
se activd por hra 400 °C 4 tr, 2. Lavado con
16 hra130°C agua

bidestitada
3. Lavado con
¢ ¢ metanol.
- 4. Lavado con

Dla2: Dia 2: diclorometano
Se dejo enfriar La alimina se 5. Lavado con
la Sliica gel y dejo enfriar y hexano y se
se  deactivd se deactivé al almacena en
con 3% 10% (ph) de hexano el
(piv) de agua agua por toda cobre activado
por toda Ia la noche
noche

l

v

¥

!

A

La fase estacionaria se
colocd en una columna
de 30 cm de largo y 1
cm de didmetro interno
en una fase movil de
hexano.

Se agregt la fase estacionaria
a la columna en el orden y
cantidades que se mencicnan

a continuacién:
1. 3 g de silica gel.
2. 10g de alimina.

3. 5 cm de sulfato de sodio

anhidro.
4.1 ¢m de cobre activado.

través de la columna con

hexano {extracto 2).

El extracto 1 se hizo pasara

aproximadamente 50 mi de

Proceda al
analisis de
la muestra
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V1. Procedimiento para el analisis del extracto 2 (diagrama 4). El extracto
recuperado de la etapa de purificacién se leva a concentrar en un Kuderna-
Danish {figura 4.17) a un volumen de 1 mL; consecutivamente se le realiza
un cambio de solvente agregando 5 mL de acetonitrilo y nuevamente se
concentro hasta un volumen minimo (extracto 3). Se inyecta un volumen de
5 pl del extracto 3 en e! CLAR.

o
COLUMNAKD ———» )%

MATRAZK.D ———»

TUBO CONCENTRADOR K.D ’

Figura 4.17 Equipo concentrador Kuderna-Danish (K.D)

(253
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PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISI?BDE LA MUESTRA. (DIAGRAMA 4)-%¢"

El extracto 2 se concentrd en ei aparato
K.O hasta un volumen aprox. de 1 mL.

Y

Se anadid aproximadamente 5 mL de
acetonitrilo y se volvié a concentrar hasta
un volumen aprox. de 1 mL.

v

Se procedid a inyectar 5 pulL de la muestra
bajo las siguiente condiciones:

r

E! sistema de fase
mévil que se USo es:

Sistema de Gradiante
de concentracion

A = acetonitrilo B =
agua;

Al tiempo de 0-25 min.
A = 50-100% en un

aumento  lineal de
concentracion y de
25-50 min. sera de
A = 100% a una

velocidad de flujo de 1
mL/min

El detector de arreglo
de diodos se manejo
con las siguientes
condiciones:

Un intervalo de A=200
a 350 nm. Con una
longitud de onda de
estudio de 254 nm.

v

El detector de
fluorescencia se usé
en una Aec =200 y una
Aem= 380
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VALIDACION DEL SISTEMA Y METODO.

Con la finalidad de contar con un método que permita la adecuada identificacion y
cuantificacion de HPA’s se precedié a la validacién del sistema y del método
evaluando ios siguientes parametros.

VALIDACION DEL

SISTEMA.
» Linealidad
» Precision

~_

VALIDACION DEL METODO.

» Especificidad.

» Linealidad del método.
» Precision

¥ Exactitud

» Repetibilidad

Por 1al fin se consideraron !os criterios estadisticos de aceptacion que se muestran
en la Tabla 5.1.

er
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Tabla 5.1 Criterios de evaluacién y aceptacion para la validacion del sistema y del

metodo.

| CARACTERISTICAA |

CRITERIO DE

l EVALUAR ‘ CRITERIO DE EVALUACION ACEPTACION_
] 'C.V.(coeficiente de variacion). |  C:V < 1.5%.
iLinealidad del sistema | (coeficiente de determinacion).| > 0.999.
' r_{coeficiente de correlacion) r > 0.999.
Precxsmn del S|stema T Coefi menie_de_ Variacion. - C V < 15%
" Jc.V. (coeficiente de variacién). CV < 1.5%.
'Linealidad del método | (coeficiente de determinacion). ( 0.999.

1 _(coeficiente de correlacion) r > 0.999.
"Precision del método C Vi (cBéf Clente de variacion) C V. < 1 5%
|Exact|tud 'Prueba de ‘t de student” tcal < toc(r):él)ca (o=
Repettbllldad ~ {Modelo factorlal jerérqmco_ ) critica (o

F cal < Feritica (a— 0. 05)

VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

1.LINEALIDAD DEL SISTEMA.

La linealidad del sistema se determind por medio de una curva de calibracion
(respuesta analitica en funcién de la concentracién) utilizando cinco diferentes
niveles de concentracion de los compuestos de interés, empleando dos detectores
diferentes (Arreglo de diodos y fluorescencia) preparadas a partir de la misma
solucién stock. La curva de calibracién se prepar6 en cuatro dias y por dos
analistas diferentes, en la figura 5.1 podemos observar los cromatogramas

obtenidos.

&g
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Figura 5.1.Curva de calibracion de 15 HPA's en el detector de arreglo de diodos

En la tabla 5.2 y 5.3 se muestran las concentraciones utifizadas con sus
respectivas respuestas, las cuales se utilizaron para evaluar el sistema. Los
parametros estimados para el analisis de la linealidad del sistema en el detector
de arreglo de diodos y el detector de fluorescencia fueron el coeficiente de
correlacién, el coeficiente de determinacion, intercepto, prueba del intercepto,
pendiente prueba de la pendiente, analisis de variancia y coeficiente de variacién,
estos resultados se representan en las tablas 5.4, 5.5 y 5.6 las cuales nos ilustran
una relacion lineal significativamente alta, como nos lo dice el coeficiente de
correlacion y e} coeficiente de determinacion, los cuales son lo suficientemente
grandes para pasar los criterios de aceptacién, excepto en los casos de
benzofa]pireno, benzo[bJflucranteno, benzofg.h,ilpirileno y fenantreno que
presentaron un coeficiente de correlacién y de determinacion bajos para el
detector de arreglo de diodos, asi como unos coeficientes de variacion altos para
los criterios de aceptacién marcados al principio, en el analisis de los resultados
en este mismo detector hallamos otros compuestos como el benzo[a]antraceno,
fenantreno, fluoreno, e indeno(1,2,3-c,d]pireno que presentaron un coeficiente de
variacion alto, pero un coeficiente de correlacién y de determinacion buenos lo que
nos indica que presentan una buena linealidad pero una pobre precision.

&9
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Lo anterior se puede apreciar por medio de los graficos de residuales (ver anexo
B) el cual nos representa las desviaciones que presentan los datos
experimentales con respecto a los valores estimados en la regresion lineal, todo
esto nos indica que los datos son bajos en precision y poco confiables para el
analisis cuantitative, esto se lo atribuimos a que estos compuestos son poco
sensibles en el detector de arreglo de diodos a las concentraciones manejadas
para estos compuestos mencionados, mientras que por el otro lado con el detector
de fluorescencia el ¢tnico componente que se encuentra por encima de los criterios
de aceptacién es el benzo[blfluoranteno, mientras que los de mas presenta una
buena precisién asi como un buen coeficiente de linealidad.

Por ofra parte, se puede ver en los resultados (tabla 5.4 ,5.5 y 5.6) que ninguna
curva de calibracion parte de un intercepto igual a cero sino que presentan
diferentes valores de intercepto y pendientes por lo que se evalGo si efan
significativamente diferentes al valor de cero con un nivel de significancia
{a)=0.05. Por lo que se establecieron las siguientes hipotesis:

Hipétesis.
» Ho: La ordenada al origen es igual a cero

» Hi: La ordenada al origen es diferente a cero

Criterio de aceptacion:
¥ Sitea < Critica NO Se rechaza Ho
» Sital > Cutica 5€ rechaza Ho

Analizando esta hipotesis y los intervalos de confianza se puede mencionar que la
mayor parte de los componentes presentan un valor que es similar a cero para él
intercepto, a excepcion de benzo[a]antraceno para el detector de fluorescencia Y.
acenafteno, fenantreno y fluoreno para ef detector de arreglo de diodos.

Esto se adjudica a las posibles interferencia que existieron en el material de vidrio,
debido a que la limpieza con mezcla crémica que se le realizaba al material no era
suficiente, porque este siempre quedaban con cierto aroma a gasolina, estas
pequedias impurezas dentro del material de vidrio nos pudo provocar dichas
desviaciones del origen, de todas formas el analisis estadistico realizado con un
intervalo de confianza det 95% acepta a estos valores como un valor semejante a
cero, asi mismo estos resultados nos dan una idea de que el tipo de errores
presentes en el método son de tipo indeterminado presentes dentro del desarrollo
los cuales pueden ser por ejemplo: la temperatura, la humedad, variaciones de
voltaje, vibraciones, etc,, originando las desviaciones de! intercepto y las
desviaciones en la precisién de ciertos compuestos que se trataron ai principio, ya
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RESULTADOS Y DISCUSION

que al manejarse concentraciones tan pequefias, los minimos efores
posiblemente generarian una baja precision en el sistema.

También, se puede mencionar que lo anterior se explica a partir de la variacién
que existe en los graficos de residuales (anexo B) los cuales nos esquematizan
que las variaciones en el sistema son al azar y no sistematicos, porque de lo
contrario los graficos de residuales presentarian un mismo perfil en las variaciones
de cada una de las concentraciones con respecto a su respuesta para cada uno
de los compuestos.

Por otra parte se realizé un estudio de variancia (tabla 5.6) para poder determinar
si existe una relacion lineal entre la respuesta y la concentracidn dentro de las
curvas de calibracion por lo cual se tuvo que plantear la siguiente hipétesis:

Hipotesis

*

> Ho: No existe una relacién lineal entre la concentracion y la respuesta analitica
» Hi: Existe una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica

Criterio de aceptacién:
» SiFca < Crtica NO s€ rechaza
¥ Si Fea > Chiica 5€ rechaza

Comparando con los resultados podemos ver que todos los compuestos
presentaron una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica

De esta forma con los resultados de la Tabla 5.2 y 5.3 podemos hacer una
comparacion de respuestas obtenidas, entre detectores pues se consigue apreciar
que las respuestas del detector de fluorescencia son mayores a las de detector de
arreglo de diodos, ésta puede ser otra razén por la cual el sistema al ser mas
sensible para este detector los errores indeterminados se disminuyen en
comparacion con el otro detector confirmandonos lo anterior dicho.

Las tablas 57 y 5.8 exponen los resultados obtenidos para el estudic de
repetibilidad, el cual se realizé por sextuplicade a una misma concentracion en dos
diferentes dias por un mismo analista. De los resultados obtenidos en Ia tabla 5.7
y 5.8 se les realizé un estudio de coeficiente de variacién los cuales se presentan
en la tabla 5.8 estos datos nos exponen que el sistema es preciso y que presenta
repetibilidad entre dias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.2.Respuestas vbtenidas para cada una de la concentraciones de los
drferentes compuestos en un detector de arreglo de diodos

'UNIDADES DE AREA BAJO LA |
COMPUESTO CONC(E”TRAC'ON L CURVA
! pg/Lt) _ i A2 - _
1 | 2 T 3 4

- 99 T 10460 | 10856 | 10601 | 10676 |
169 18076 | 18040 | 18080 | 18065 }

ACENAFTENG 441 | 46880 | 46984 | 46992 | 46970 |
653 | 69561 | 69534 | 69541 | 69552 |

792 | 84310 [84—362" ' 84232 | 84378 |

N 159 | 852 | 877 886 | 882 |

206 1179} 1183 ] 1135 | 1187 |

ACENAFTILENO 259 | 1438 | 1470 | 1462 | 1438 |
, 804 | 4406 | 4466 | 4498 | 4458 |
1066 5919 | 5943 | 5921 | 5900 |
.50 ] 8134 | 8110 | 8194 | s176 |
300 | 48103 | 48239 43182' 48343

ANTRACENO 500 [ 81603 | 81651 | 81936 | 81943
700 ] 113355 | 113417113453 ] 113398 |
900 ] 146382 ] 146344 146234] 146191 |

- 60 '[ 3951 | 3933 | 3999 | 3942 |
| 180 | 11035 | 11302 | 11053 | 11192 |
SN o [T 300 T ivsae | iose {toser s
420 27019 (27091 27278 | 27241 |
540 | 35128 ] 35058 || 35071 | 35150 |
- - 64 | 464 T 417 | 429 | 448 |

192 1251 | 1252 | 1238 | 1222 |
'BENZO[a]PIRENO 32 | 2261 | 2243 | 2025 | 2241 |
448 | 2887 [ 2863 | 2825 | 2874 |
576 | 4233 | 4273 | 4259 | 4279 ]

A=254 nm La columna 1y 2 representa valores obtenidos en dos dias diferentes por un mismo
analista la columna 3 y 4 representa los valores en los siguientes dos dias por un analista

diferente.




RESULTADOCS Y BISCUSION

Tabla 5.2 (CONTINUACION). Respuestas obtenidas para cada una de la

conceniraciones de los diferentes compuestos en un detector de arreglo de diodos

e

— —_——

I CONCENTRACION

"UNIDADES DE AREA BAJO LA |

A=254 nm La columna 1y 2 representa valores obtenidos en dos dias diferentes por un misme
analista {a columna 3 y 4 representa los valores en los siguientes dos dias por un analista

diferente.

| COMPUESTO | CURVA ;
u WY AT 1 3 1]
- T 424 " o0 | o ! o | o ]
i | 1272 ] 1540 ] 1513 | 1595 ] 1500 |
it e T RN )
' 206.8 " 3547 | 3595 | 3543 | 3505
3816 | 4758 | 4701 ]| 4725 | 4775
7 " 14 | o | o] o 0
312 120 | 100 | 119 | 99
BENZO[gh,JPIRILENO | 520 | 300 | 320 | 350 | 321 |
" 728 | 502 | 504 | 509 | 507 |
[ 936 [ 799 | 785 | 784 | 781
- R 56 3427 | 3480 | 3445 | 3445 |
— —— e
ooy e e
FLUORANTENO <0 1 10//71 | To6°5 | Toss4 | 10455
| | 392 |_23766 ] 23900 | 23953 | 23786 |
504 [ 30662 | 30545 | 30531 | 30453 |
- | aa | 4469 | 4474 | 4443 | 4446 |
| 13 | 1aoeq | raazs | 072 | 1asez |
'CRISENO I 220 L 22213 | 22207 | 22230 | 22185 |
[ 308 | 31195 ] 31145 ] 31182 | 31130 |
396 | 40369 | 40410 | 40251 | 40317 |
T e 3493 | 3540 | 3579 | 3566 |
1 [ 180 10602 | 10698 | 10627 | 10623 |
‘FENANTRENO . 300 | 17484 ] 17662 ] 17831 ] 17336 |
[ 420 24371 | 24591 ] 24583 | 24049 |
| [ 540 | 29763 | 29747 | 29744 | 29765 |
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Tabla 5.2 (CONTINUACION). Respuestas obtenidas para cada una de la
concentraciones de los diferentes compuestos en un detector de arreglo de diodos

. CONCENTRACION |

" UNIDADES DE AREA BAJO LA

A=254 nm La columna 1y 2 representa valores obtenidos en dos dias

[
COMPUESTO 1 CURVA

‘x S S S N N
T o 50 | 8134 | 8110 | 8194 | 8176 |
} 300 J|_48103 | 48239 | 48182 | 48343 |
FLUORANTENO 500 "~ 81603 | 81651 | 81936 | 81943
| 700 ] 113355 | 113417] 113453} 113398
1 900 | 146382 | 146344] 146234] 146191
- |___8 ] 1573 ] 1598 | 1551 | 1552 |
T 126 ' 3521 | 3501 | 3567 | 3554
[FLUORENO 205 . 5913 | 5979 | 5851 | 5990 |
| 300 | 8485 | 8408 | 8427 | 8419
| 504 | 14154 | 14106 | 14101 ] 14092
812 | 1133 | 1153 [ 1129 | 1198

, 153.6 3375 | 3310 | 3367 | 3344 |
‘{T,gi'—qcc,)d]PlRENO 256 | 5650 | 5641 [ 5563 | 5650 |
1 [ 3584 | 8043 (7851 | 7868 | 7873

© 4608 9964 || 10090 | 10120 | 10188
| | s " 7740 | 7799 | 7715 | 7770 |

[~ 310 46930 | 46950 || 46766 | 46876
NAFTALENO © 728 110389 ] 110360] 110209 | 110322 |
| T 1095 | 165807 | 165817] 165824 | 165854
\ I 1404 ] 212708 ] 212640] 212629] 212642 |
" 308 ] 22@_’5”“{ 22598 | 22582 | 22013 |
| 882 65281 | 65336 | 65329 | 65202
PIRENO [ 1540 ] 112260 ] 112142H1229’7” | 112156
| 2156 _ 156632 | 156316 156646 | 156482 |
- _ 2772 | 206433 | 206740] 206011] 206124 |

diferentes por un mismo

analista la columna 3 y 4 representa los valores en los siguientes dos dias por un analista diferente
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RESULTADROS Y BISCUSION

Tabla 5.3. Respuestas obtenidas para cada una de la concentraciones de los
diferentes compuestos en un detector fluorescencia

o —ee— | CONCENTRACION]| UNIDADES DE AREA BAJO LA CURVA
COMPUESTO (nglLt) — 1 s T 4
N 100 | ssg0 | 8705 | 87as | 8750
300 | 26225 | 26415 | 26580 | 26641
ANTRACENO 500  J 43037 [ 43117 | 43381 | 43657
~ 700 | 59096 | 60502 60503 | 60517
B 900 78009 78095 | 78328 | 78709 |
‘ 60 | 1983136 | 1984427 | 1987432 | 1987581
180 | 5805927 | 5808112 | 5825161 | 5846528
ANTRAGENO 300 9661174 | 0686955 | 9600684 | 9693873 |
420 ' 13556859 | 13565250 | 13569650 13574093
540 174127911 17432846 | 17473968] 17481280 ]
- 64 | 96162 | 96281 | 96386 | 96386
19.2 278623 | 281181 | 283658 | 284653 |
BENZO[a]PIRENO 32 | 481426 | 481666 | 481764 | 485235 |
" 44 | 661014 | 661744 | 664578 | 665081
576 | 841149 | 841655 | 842947 | 843042 |
- 424  F 41117 | 41869 | 41908 | 41967 |
127.2 130025 | 130231 | 130588 | 130658
PLUGRANTENO | 212 | 212145 | aiterr | 214718 | 21a7e0
296 294688 | 296935 | 297316 | 299179
381 | 380723 | 386129 | 386384 | 389831 |
) N 104 | 190888 | 191198 | 191308 | 193589 |
312 | 577041 | 577620 | 577620 | 577883 |
IBENZO 520 | 957594 | 953542 | 054175 | 958888 |
[9,h,i]PIRILENC 20 | S9/0%8 L F99987 | O | 958558 |
| . 728 1350097 | 1352252 | 1352600 | 1352109
‘ i 936 | 1735849 | 1738380 | 1738413 | 1739049 |

hen=200 R ¥ Aeme=380 nm La columna 1y 2 representa valores obtenidos en dos dlas diferentes
por un mismo analista fa columna 3 y 4 representa los valores en los siguientes dos dias por un

analista diferente.
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RESULTADOS Y DISCKSION

Tabia 5.3 (CONTINUACION). Respuestas obtenidas para cada una de la

concentraciones de los diferentes compuestos en un detector fluorescencia

| COMPUESTO

" CONCENTRACION

_UNIDADES DE AREA BAJO LA CURVA |

\ | {ng/Lt) R 2 | 3 1T 4 ]
- T 56 | 84038 | 84154 | 84158 | 84406
. 257128 | 257765 | 258924 | 250542
BENZO[K] - ;ggf 230986 || 436000 | 443320 ai’gggs
FLUORANTENO [ 3 M S s L L AT
392 598300 | 600173 | 600963 | 604559 |
504 | 772928 | 779455 | 782583 | 783945 |
44 170039 | 170379 | 170621 | 173350
132 | 509345 || 511310 | 511340 | 514413 |
CRISENO 220 | 844503 | 853373 | 855481 | 855983
I 308 | 1201224 | 1202235 || 1208191 || 1211604
396 | 1537986 | 1540540 | 1540709 | 1540746
b 80 | 7114 | 71346 | 71561 | 71734
180 214002 | 214155 | 214387 | 214416
FENANTRENO | 300 ] 356197 | 356607 | 356822 | 356951 |
" 420 ]| 499394 ]| 500814 | 505284 | 506907
540 _ 629951 | 630189 | 630634 | 631479 |
i T 144 12393 || 12426 | 12433 | 12558
: 432 ] 37556 | 37565 | 37783 | 37889 |
'FLUORANTENO | 720 | 62357 | 62380 | 62551 | 62595
1008 89719 | 90153 | 90249 | 90281
( 1296 J' 111797 | 115089 | 115348 | 115442
o 308 | 1891664 | 1695762 | 1608131 | 1698515
| 924 - 5060054 | 5092745 | 5062966 | 5088308 |
'PIRENO 1540 ' 8520449 | 8534983 | 8498140 | 8506880
2156 11517626 | 12050682 | 12085785 12086237 |
2772 | 15166300] 15400656 15404673 ] 15471926 |

Aen=200 NM ¥ Aemy=380 nm La columna 1y 2 representa valores obtenidos en dos dias diferentes
por un mismo analista la columna 3 y 4 representa los valores en los siguientes dos dias por un

anatista diferente.
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Tabla 5.4.FParémetros estadisticos de cada una de las regresiones obtenidas en el detector de arreglo de diodos.

R -~ - : , — .
COMPUESTO | b LICDEb | LSICDEL | m li.nc DEm | LSICDEm| CC. (1) iC.D &)

A ‘ — SN S R —_— !
ACENAFTENO | 65.684657) 19.50140061 | 111867914 | 1064017 | 106.310683)| 106.492776 | 0.99992 0.99985
ACENAFTILENO | 12.402705) -7.704151583 | 32.6895626 | 5538306 [5.50569334 5.57091971| 0.96999| 0.99999
— , | ; e e
ANTRACENO | 171.41400( 457.074775 | 263184503 | 162.5843 | 161.956043 163.212713| 0.90806| 0.98803]
BENZOfa) | 1859375 431 if412z_3.-_r__53 2001275 | 65.25228 | 64.5484019 | 65.9550014| 0.99976] 0.99952]
ANTRACENO | 188.9375/ 431.174 91275 | 85. j : 099976}

BENZO[aJPIRENO | -106.925 | -266.318408 | 52. 4684076 | 72.37890 | 68.0434639 176.7143486 | 0.99276] 0.98557|
BENZOP) | -395_;;—'153:5 445708 | 257454204 | 1354952 12,0620724 | 14 116086;2--:);9645‘(55;3;972 |
[FLUORANTENO | - o e e T T
BENZOlghi 47625 | -189.121949 | -106.126051 0.947355| 08778972 |101681434 0.98921 | 0.67854 |
'BENZOK] ] e | o —‘ . ﬁ[ A e | |
B oo NG ' 63.2625 | 213.560053 | &7 0350529 | 60.69754 ] 60.2303403| 61164749 | 0.90987 090975

LIIC= LIMITE INFERIOR DEL INTERVALO DE CONFIANZA; LSIC= INTERVALO SUPERIOR DEL INTEVALOrDE CONFIANZA;,

C.C.=COEFICIENTE DE CORRELACION; C.D. = COEFICIENTE DE DETERMINACION:b= INTERCEPTO; m= PENDIENTE.
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Tabla 5.4.(CONTINUACION) Parémetros estadisticos de cada una de las regresiones obtenidas en el defector da

arreglo de diodos.

COMPUESTO b LICDEb | LSICDED m | LICDEm |LSICDEm| cc.(n | c.D@®
— - —. — - e F .' e ——
CRISENO 584625 | 17275557 | 55.83057 | 101.7116 101.259480/ 102.163827 | 099995 099991}

o L o - i .

FENANTRENO | 637.325 | 143.115406 {1131.53459 55.15125i53.7174025|56.5850975 0.99862| 0.99725|

— - r — s -

FLUORANTENO 400.9436 | -717.024560 | -84.8627831 | 43.80632 | 43.4213732| 44.191275 | 0.99984] 0.99968

|

= - e i = — o = f - § = - F ———

FLUORENO 726014250 2.46402161 | 142738820 | 27.91808 | 27.6716050] 28.1645166| 0.89984| 0.99968

INDENO [ o ca0e V'-4er37‘1'f:ss~18?r 77.2331814 | 21 51235 21 702575{7* 22122116 | 0.90981] 0.00962
(1,2,3-cdJPIRENO } BRSNS - - o

NAFTALENO [-2 439862‘-60.374?139 55.4949892 | 151.4629 151.396453‘151.529383 0.99999(0.99999,

¥
r ) r | NS .r | —
PIRENO 634, 8049 | -1136.91956 | 132600296 | 74.48518] 74. 2007032 74.768661 | 0.99997] 0.09994|

LIC= LIMITE INFERIOR DEL INTERVALO DE CONFIANZA; LSIC= INTERVALO SUPERIOR DEL INTEVALC DE CONFIANZA,
C C.=COEFICIENTE DE CORRELACION; C.D. = COEFICIENTE DE DETERMINACION; b= INTERCEPTO; m= PENDIENTE.
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Tabla 5.5. Parémetros estadisticos de cada una de las regresiones obtenidas en el defector de fluorescencia

COMPUESTO b LIC DE b LSICDE b m LICDEm | LSICDE m l cc.(n| co

== — = — — m — l —— — L = — — = — s
ACENAFTENO NA NA NA ( NA NA NA [ NA NA
{ACENAFTILENO CONA NA I NA NA NA NA | NA j NA

L f A i | |

S — . T ] r — r T 1 !
ANTRACENO 182.1125 | -280.296769 | 644.521769 | B86.40637 | 85.601423 | 87.2113262 | 0.99982 | 0.99964 |
BENZO[a) | angaaar e | S yer ans | anan | o ac '
 ANTRAGENO \32839.975\ 110838458 | 54506.1042 | 32228.48 32165.367 i32291.eoss 0.99999 | 0.99998 |
|ANT A28 SRR S ——— : o RN S S
BENZOIAJPIRENOQ | 4687.6620| -3294.89466 | 12670.2188 | 14716.38| 14498.115 | 14934,6606 | 0.99955 | 0.99910
BENZOB] | aon -, vaa I 1004 10 e N 1 i naa ae T wooes |
FLUORANTENO .‘270'7270" -2535.64188 | 1994.19988 1\1010.362;1001.0493 | 1019.67635 | 0.99982 | 0.99965
.Eﬁfgg%*” -3639.975 | -7397.38202 | 117.43292 | 1858.931 1852.6427 | 1865.22121 0.99997 | 0.99995
; : — [ U N W — — [— & —
BENZOIK] " i ' [ ‘
FLUORANTEND -557;.525”_-5_7_31.00997 2585.05997 | 1547.979| 1535.0522 | 1560.90579 | 0.99985 | 0.99971

LIIC= LIMITE INFERIOR DEL INTERVALC DE CONFIANZA; LSIC= INTERVALO SUPERIOR DEL INTEVALO DE CONFIANZA,
C.C.=COEFICIENTE DE CORRELACION; C.D. = COEFICIENTE DE DETERMINACION; NA= NO APLICABLE; b= INTERCEPTO;

m= PENDIENTE
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RESALTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.5(CONTINUA CION). Parametros estadisticos de cada una de las regrasiones obfenidas en el detector de

s

fluorescencia

R— 7 — - — — — -

COMPUESTO i b LIC DEDb ! LSICDE b r m LICDEm | LSICDEm | CC.(r) | C.D (rz)
CRISENO i -1833.275 ] -6604.56589 | 2938.01589 3900 0081 3881.1318 [ 3918.88523 | 0.99985 | £.99990
= —— — [ ——— = — T = e = EEEIEESS 1S —— ;
FENANTRENO l3414 7625 -1218.27584 | 8047.80084 | 1172.603| 1159.1613 | 1186. 04493 | 0.99973 | 0.99946

. |
1

— e i s — . —
FLUORANTENO -655.6125 | -1616.12619 r304.901194 ;89.00529‘87.844156 '[_90.1664338 0.99865 | 0.99930 |

FLUORENO | NA NA | NA | NA NA | NA NA NA
|NDENO 1 I o - _—: i R o
H23cdpiREND | NA | NA NA | NA NA | NA NA NA
S SR TR SRS T S —_ —
 NAFTALENO NA | NA NA | NA NA NA [ NA | NA
..... e —— —— e ——————
PIRENO :30569.83 | -152049.085 | 90809.4105 5550122 5481.4641 | 5618.7812  0.99968 |

0.99937

LIC= LIMITE INFERIOR DEL INTERVALO DE CONFIANZA; LSIC= INTERVALO SUPERIOR DEL INTEVALO DE CONFIANZA;
C C.=COEFICIENTE DE CORRELACION; C.D. = COEFICIENTE DE DETERMINACION; NA= NO APLICABLE b= INTERCEPTO;
m= PENDIENTE.
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Tabla 5.6. Anélisis de Ia varianza y coeficiente de vanacidn de las curvas de calibracion para los 15 HFA's que se

estudiaron.
| % C.V (COEFICIENTE DE F calculada i T calculada
. VARIACION) L ;
COMPUESTO "RRREGLO [ -\ ] ARREGLO T rome | ARREGLO oo
DE DIODOS | FLUORESCENCIA l DE DIODOS l FLUORESCENCIA DE DIODOS | FLUORESCENCIA
— — L I -
 ACENAFTENO 084236186 NA 6028288.22 NA 2.98806236 NA
ACENAFTILENO 1.69489083 NA 127288.204 NA | 1.29952004 | NA
ANTRACENO 0.65852097 | 1.00177223 | 295526.082 | 50859.6066 |-0.56555837' 0.82741521
‘BENZO[a] i | ' In I AP | —
ANTRASING | 226762018 | 1.00893322 30040.4956 | 115067742 | 163865015 | 347125717
'BENZO[a]PIRENO | 5.90959523 | 145769018 | 1230.20576 | 20064.2841 3[-1.40935103 123374258
"BENZO[b] I — 1 .. 7 T D N W -
e o 67.5431352| 152478652 | 25245467 | 519455647 | -6.02055157 | -0.25111878
NTENO __ L AN W _ A g = -
[BENZO[g.h,IPIRILENO | 83.7759545 | 0.49132126 | 821.098094 | 385612.821 | -7.47401503 | -2.03526202 |
BENZOK] ) I8 N - — 1
sy e 128500187 | 136827992 | 744987469 | 63205.1461 | -0.88431036 | -0.79446121
Fominmdal == —= —

T0.025,1572.0930
NA. No aplicable




RESULTABDS Y DISCUSION

Tabla 5.6 (CONTINUACION) Anélisis de la varianza y coeficiente de variacién de las curvas de calibracién para los
15 HPA’s que se estudiaron

—_— — - i — _ —
‘\ i % CV&%%F:&?&%’;TE DE F calculada T calculada
(COMPUESTO  ARREGLO [_ . " ARREGLO |, - ARREGLO [/

DE DIODOS FLUORESCENCIA DE DIODOS ;LFLUORESCENCIA . DE DIODOS FLUORESCENCIA|
— e : — = I—
:CRISENO { 0.72374876 | 0.62374189 [ 223327.098 188407.923 !-1.07465177 -0.80723874
FENANTRENO | 2.75483238 0.93781423 l 6530.18318 ‘ 33589.7903 | 2.70931846 | 1.54847744
'FLUORANTENO [ 1.24681269 1.43103995 | 57158.8482 25934 .8678 |-2.66498886| -1.4340158
s - = - = am fa— = " — ————
IFLUORENO [1.52535929 NA 56638.8602 ,r NA ;2.17473195 NA
'INDENO ' T i mema | r Cin T . ‘ o
[1,2,3-c.dJPIRENO 1.78136559 NA 48166.2604 NA 0.52900865 | NA |
L I LA A — S S O e _,
NAFTALENO 0.27891332 | NA [22921562.4 l NA ' -0.0884780 | NA

\ N L H .

# - r 1 e o - e
‘PIRENO I 0.70851605 ( 1.06314034 [302593.946 | 28842.7654 |-2.65611996{ -0.52859026 |
Fossez=4.41 T T ' T
To.025,19=2.0930
NA. No aplicable
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Tabla 5.7 Resultados obtenidos para la presién en el detector de arreglo de diodos

] concenTRACION - RESPUESTA |
| COMPUESTO CONCENTRACION L _ 7 ES - —
| - gt 1 ] 2 | 3 | 4« | 5 [ & |
—— T S e " — T =
ACENAFTENO 440 47483 | 49473 | 47876 | 51924 | 49200 | 46867 |
: A T Y h - T " - r ——— = _‘r N T T T Y}
ACENAFTILENO | 260 1760 | 2540 " 1ees | 3136 1946 | 1433
e
ANTRACENG | 530 ' 87741 | 85314 | 85543 | 86718 | 86120 | 85578

I " L I L
Siihitbedch o NS TS U St ERanliil Sl SRR
BENZO) o | 260 | 16209 | 18160 | 18201 | 17232 | 17302 | 17126
\ L L i | L
ANTRACENO | S L L L ]
BENZO[aJPIRENO | NA NA | NA | NA | NA NA | NA |
N |
M TAMR] ) T ﬁ_"{ R i 1 - —
BENZOle) rENG | NA CONA | NA | NA | ONA f oNA | NA
L i T U N | 1
PIRILEND | NA Na | Na | Na | Na | N | oNa |
! — - " - T - - T 1 - r N Y - N N - i o - ‘!
Yy 300 | 19689 | 18373 | 18103 | 19038 | 16993 | 16985 |
- e T—— — - - — = t — L = ! = — ! — et

NA= NO APLICABLE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.7 (CONTINUACION) Resultados obtenidos para la presién en el dstector de arreglo de diodos

[ concenTRacION ~ RESPUESTA '
' COMPUESTO Ico”ﬁi:ft?c'o”[; T _2___Ir__3'?s liES4 —T [
i'#_éﬁ;{ﬁf‘éé&)c; ] a0 | 203 ![ 19;7_6"{- 19469 }L_{géo_o_ 10368 | 18229 |
|rFLUORANTE_N_ —'T‘_“agar; | 41074 | 38466 ,l 37628 39870 (‘38?64 38555 |
:rF[u_dR_Er:lé_“ ; 200 jfe47o 5827 | 5;;57 4629 | 434_7_—'{_10‘53*ﬁ+
TQ‘*EENC%PIRE;O 6 | 13897 1,_1_31_1;_( 15483 ' 1439?[#7597977795}367 |
NAFTALENO | 730 LnBaesT11se4aﬁir1g1§1o;'{_11_9554—51_14394 [11232—2—5
PRENO | 1720 | 127805 7(:!278:‘28727[71;%2655 I 120600 | 127569 | 127168 |

"~ NA= NO APLICABLE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.8 Resultados obtenidos para la presién en el detsctor de fluorescencia

| compussTo | CON:EE{E&JN ‘,ri _ - __ RESP_UES,T,A, ]

| 1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 |
acenarTENo | NA | oNa | oma | A ] NA | o | N |
.ACENA%_TELENO Cow [ o | om EREE N |
ANTRACENwO_ NSRS eorss | srato | eoars | esrze |
25?22&@7 | om0 Vitoss07s] 10004348 | FI;O:')QQ_BS“}BB&E;T_B; ‘r 11091365 | 11081360 |
BENZOPIRENO| 32 | 4sads2 | 489776 | 499413 r;9_4681 510925 | .51_551_7,, |
S | | [ | s | s |z | s
Eﬁz'\l‘fg&%h T | s | oseriz | sesrso | evesas | seerst | 900748 | 992238 |
EVEESC_Z)SELTENO 280  4719-7_5§ _jr_-423175 ;r_4_3772§ T-_;4_0416ﬁ' 454405 | 463784 |

N.A=NO APLICABLE S - T o T T
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RESALTADCS Y D' SCLS'ON

Tabla 5.8 (CONTINUAC.'ON) Resultados obtenidos para la presién en ef detector de fluorescencia

——— |
! | : RESPUESTA |
| compugsTo | CONSETRACCN 4 o -

 (ugiLt) ‘ - T r |
f | S | 3 b 4 5 6 |

" L { |
—— e _
'CRISENO : 250 070159 | 963722 | 968063 | 952303 | 975517 | 974913 |
: I L H i
= i = - o r ik =1 ]
'FENANTRENO | 330 396238 | 382210 | 389410 380820 307563 | 394412 |
. | \ ;
- - - - —_—== - = 1'_ - [_‘777_‘_"_ — 7
FLUORANTENO | 800 . 72431 | 69650 | 69525 | 70602 75874 81891 |
e i e 1
'FLUORENO | NA | NA | NA | NA | NA | NA NA |
INDENC | NN T T . b ou. T |
1.2.3.0dIPIRENO | NA NA | NA NA | NA | NA NA |
H23cdPRENOY L L ]
'NAFTALENO | NA - NA | NA | Na | Na | NA NA
— — — SR VS SN——
PIRENO i 1600 8820174 | 8885080 | 9108640 | 8798669 | 8938216 | 8509658

NA=NOAPLICABLE — e
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RESULTADDOS Y BISCUSION

Tabla 5.9 Resultados estadisticos de repetibilidad en los dos diferentes

detectores.
|  %CV(COEFICIENTEDE |
COMPUESTO | ‘égR!AC'ONl —
’ , DIODOS |l FLUORESCENCIA
L DiODOS g
.ACENAFTENO | 0.60751594 | NA |
——y ,.,,ﬁ%
|ACENAFTILENO - 1.19120476 | NA
|ANTRACENO 063360543 | 097986593 |
'BENZO[A] Hi o o]
ARTRAGEND | 14491406 | 073275883 |
\__'_”_7777‘ﬁ7i777ririrﬁi_——"— T T T T T T
BENZO[alPIRENO | NA 145668861 |
——— : S | — |
'BENZOJ[b] ’
FLUORANTENO | NA 17506707709 4
'BENZO[g h] ' o erenotar |
 PIRILENO . NA - oseso21s |
PT=INT T == — )
'BENZOLK] . f
FLUGRANTENO | 132049661 | 110752413 |
NTENO L k]
CRISENO i 135086196 | 08913501 |
|
= —— S T e
FENANTRENO 141735904 | 144305617 |
FLUORANTENO | 061635802 |  1.06675997
——— e ]
|FLUORENO 157073109 | NA |
|
rlilf)éﬁd I S ]
[1.23cdPIRENO | 072501894 ) NA |
r___——ri_iii‘__'l' R
NAFTALENO | 0.24308371 | NA
e b b _
iPIRENO ; 070006881 | 089874004 |

'N.A.=NO APLICABLE
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RESULTADGS Y DISCUSION

EXACTITUD Y LINEALIDAD DEL METODO.

|a exactitud y linealidad del método se determinaron construyendo una curva de
calibracidn a partir de placebos cargados de muestras de suelo de las areas
verdes del IMP (Instituto Mexicano del Petroleo) con diferentes concentraciones
de las sustancias de interés a tres niveles diferentes y por duplicado cada una. Se
determind la respuesta analitica para cada concentracién analizada, asi como la
correspondiente concentracion recuperada. En la tabla 5.12 y 5.14 se presentan
los resultados de las concentraciones adicionadas con sus correspondientes
concentraciones recuperadas para el detector de arreglo de diodos, asi como para
el de fluorescencia.

Para |la determinacion de la knealidad del método, como se mencioné se uso como
placebo muestras de suelo del IMP a los cuales se les trato como muestra blanco
arrojando los resultados de la tabla 5.10, estos datos se tomaron en consideracion
para el analisis de los compuestos en las muestras cargadas, por otro lado cabe
hacer mencién que por medio de los resultados de la linealidad del sistema al no
presentar una buena relacion lineal los compuestos benzo[a]pireno,
benzo[b)fluoranteno y el benzo[g,h,ilpirileno en el detector de arreglo de diodos
estos compuestos no fueron determinados en la linealidad de! método en dicho
detector.

Tabla 5.10 Compuestos de la muestm blanco del IMP

" ] AREABAJOLA CURVA ___CONC.( Qo) |
| COMPUESTO|” ARREGLO | ... .. I ARREGLO |
' DE Diopos | PPORESCENCR | pe piopos FL_“?“E?C,E”C",‘ |
’NAFTALEN_O_Q 11297 | — ] 7ae020 |} @ —
"PIRENO 23325 || 1776272 | 3216721 |  314.5339
'BENZO(a) " 4 |

ANTRACENO | 10418 | 5124940 1825527 | 158

AN R T | A C—
'BENZO@gh) | | —

‘PlR,LENO T 77‘7777729?532 i 110.7582

Los resultados obtenides en la tabla 5.12 y 5.14 se les realizé un analisis de
regresién (coeficiente de correlacion y de determinacién) en el cual se puede
observar { tablas 5.13 y 5.15) que existe una relacion lineal entre la concentracién
adicionada y la concentracion recuperada de los hidrocarburos poliaromaticos
estudiados (anexo C). También se establecié una hipétesis para evaluar la
relacién existente entre las variables en estudio (concentracion adicionada vy
concentracion recuperada) .

Kt



RESULTADOS Y DISCUSION

Hipotesis.

» Ho: No existe una relacion lineal entre la
concentracion adicionada y la concentracion
recuperada de los analitos de interés

» Hi: Existe wuna relacidn lineal entre la
concentracion adicionada y la concentracidn
recuperada de los analitos de interés.

Criterio de aceptacion:
» SiFcal < Femica NO se rechaza Ho.
» SiFcal > Fenea S€ rechaza Ho.

Los resultados del analisis de varianza que se muestran en la tabla 5.16 nos
indican que Ho se rechaza. Esto establece con un nivel de significancia (a) de
0.05 que la variacion de la concentracion adicionada esta refacionada linealmente
con ia variacion de la concentracion recuperada. Por otro lado, se puede observar
en latabla 5.13 y 5.15 que los valores de la ordenada a! origen de los compuestos
estudiados son distintos a cero, por lo que se realizé un analisis estadistico (*f de
studenf’) para determinar si es significativamente diferente de cero con un a= 0.05
para esto se establecié la siguiente hipbtesis

Hipdtesis.

» Ho: La ordenada al origen es igual a cero

» Hi: La ordenada al origen es diferente a cero.

Criterios de aceptacian.

» Si tea <t oitica NO s€ rechaza Ho.

¥ Si tear >t criica S€ rechaza Ho.
De acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 516 y a la hipotesis
establecida, se logro determinar que para fodos los compuestos estudiados 1a te
es menor que la tics por lo que no se rechaza Ho, por lo tanto podemos sugerir
que las ordenadas atl origen son similares a cero, por otro lado con relacién a la
pendiente el estudio de “t de student” nos indica que por medio de este método es
muy dificil obtener el 100% de recuperacién de nuestros compuestos esto lo

podemos ver por los intervalos de confianza ya que ninguno tiene una pendiente
igual a 1 o superior,
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el anexo C se muestran los graficos de residuales obtenidos a partir de los
residuos contra la concentracién adicionada, el cual nos permite observar cuanto
se estan desviando las concentraciones pronosticadas por la ecuacion de
regresion con respecto a las concentraciones determinadas experimentalmente

La precision y exactitud del método se determiné analizando seis muestras para
tres niveles de concentracién , realizadas por un analista, en un mismo dia y bajo
las mismas condiciones . Se registro y se calculd la respuesta obtenida en
porcentaje de recobro (tablas 512 y 5.14 ). Los datos obtenidos para dicho
analisis se evaluaron a partir del coeficiente de variacion (tabla 5.18), donde se
puede observar, que en el detector de fluorescencia todos los compuestos
analizados presentan un coeficiente de variacion (C.V) menor al estimado para el
método cromatografico (1.5%), mientras que en et detector de arreglo de diododos
el inico compuesto que presenta un coeficiente de variacidn mayor al estimado es
el fluoranteno ( C:V =1.5914); sin embargo es posible afirmar que la dispersion de
los datos es, minima para los demas compuestos, por lo que se puede decir que el
método es preciso. Se puede demostrar que existe una diferencia significativa
entre los coeficientes de variacion obtenidos en el detector de arreglo de diodos y
en el de fluorescencia, es decir los coeficientes de variacion son mayores para el
detector de arreglo de dicdos, esto podria deberse a que el detector de
fluorescencia es mas selectivo y sensitivo para la determinacién y cuantificacion
de los hidrocarburos poliaromaticos. Lo antes mencionado se puede deducir al
comparar los porcentajes de recuperacion obtenidos, donde se observa que son
mayores para el detector de fluorescencia, en comparacion con el detector de
arreglo de diodos.

Mediante la prueba de ‘t de studenf’ se determiné la exactitud del método a tres
niveles de concentracidén y se demostré con un 95% de confianza que el método
es exacto.
Hipdtesis.
» Ho: El método es exacto.
» Hi: El método no es exacto-
Criterios de aceptacion.

¥ Sitcal <t giica NO s rechaza Ho

¥ Sitcal> tumca S€ rechaza Ho.

X
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RESULTADOS Y DISCUSIGN

Los parcentajes de recuperacion obtenidos para el detector de fluorescencia y de
arreglo de diodos (tablas 5.12 y 5.14) no son mayores al 86 %, esto podria
deberse al manejo de la muestra como tal en todo el tratamiento; es decir, el
procedimiento que se lleva acabo es muy largo y es necesario realizar varios
cambios de material, asi mismo las interferencias que existen en la matriz del
suelo como se puede observar en la figura 5.2, 5.3 y 5.4 para el detector de
arreglo de diodos, se aprecia que existen interferencias en la muestra del suelo
tomada del IMP, pero en comparacién con el detector de fluorescencia existe una
mayor interferencia en el detector de fluorescencia como nos lo demuestra las
figuras 5.5, 5.6 y 5.7, estos nos ensefia que existe una mayor cantidad de
interferencias en la muestra de Villahermosa Tabasco que en la muestra del IMP,
todo esto nos refleja la gran diversidad de interferencias que existen para cada
suelo, provocando que los componentes debido a sus concentraciones tan
pequefias no permitan ver la sefal de estos en el detector.

La perdida significativa de los HPA’s en las muestras de suelo también se pueden
deber a una influencia que existen con ciertas grasas en la matriz, estas al parecer
se unen con los HPA's generando un efecto de enmascaramiento de los analitos,
por lo que se aconseja que se realice un tratamiento de saponificacion de las
muestras durante la extraccién en soxlhet, para determinar si verdaderamente por
medio de este tratamiento se obtiene un porcentaje de recuperacién mayor.*

Los compuestos que presentaron un mayor porcentaje de recuperacidon son el
fenantreno y benzo[a]pireno para el detector de fluorescencia mientras que en el
detector de arreglo de diodos son el acenafteno, fenantreno y fluoranteno, al
comparar los porcentajes de recuperacién obtenidos para los dos diferentes
detectores utilizados se puede ver que existe una diferencia significativa por lo
antes ya mencionado.

Bajo condiciones de trabajo utilizadas se determinéd que el método analitico resulto
ser selectivo pero no especifico para determinar HPA's por medio de los dos
detectores el de arreglo de dicdos y el de fluorescencia mediante CLAR esto se
demostrd al comparar los resultados de dos tipos de matrices de diferente lugar.
El suelol como ya se menciono se obtuvo del Instituto Mexicano del Petrdleo
figura 5.2, 54, 55, 57 y tabla 5.10, el suelo 2 el cual es procedente de
Villahermeosa Tabasco figura 5.3 y 5.6 se analizé sin contaminaria obteniendo los
siguiente resultados:
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RESULTADOS Y BISCUSION

_Jabla _5.11 Compuestos de la muestra de suelo de Villahermosa Tabasco

; | ___AREABAJOLACURVA | CONCENTRACION (ugfl) |
 COMPUESTO | "ARREGLO ———— T ARREGLO | .
S __L DE DIODOS__ &Fil.iJORESCENCIA '_DE DIODQ§_ LEEU?_R_ESCENCL
NAFTALENO 20659 | o | 1964125 ——
(PIRENO_ 120025 _ 2193688 | 398.1973 400.7588

Como se puede ver ambas muestras presentan algunos de los compuestos de
interés, pero la segunda muestra nos refleja una gran cantidad de interferencias
que se observan mas en el detector de fluorescencia (Figura 5.6) y que de alguna
manera nos puede complicar el andlisis de las muestras a concentraciones
menores, como puede ser el caso que aqui presentamos lo cual nos confirma lo
anterior.

Como se ha revisado en este trabajo la necesidad de encontrar un método eficaz y
confiable es deblemente importante para la industria mexicana, primero porque
tiene que encargarse de proteger y preservar el medio ambiente y en segundo
lugar tal vez el mas importante para la industria, el econdmico, es por esta razén
que grandes empresas se empiezan a preocupar en controlar la preduccion de
estos compuestos, es aqui donde se encuentra la importancia de este trabajo, ya
que al validar este método puede ser usado en el Instituto Mexicano del Petroleo
(IMP) y ayudar de esta manera a PEMEX con el control de estos compuestos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.12. Resultados obtenidos para determinar la exaclitud def método
(Detector de arreglo de diodos}.

P ' CANTIDAD |  CANTIDAD [ inemaniag
COMPUESTO | ADICIONADA | RECUPERADA [RECUPERACION|
(ng/Lt). (ug/Lt). ; (%) .
T 132 I 1124877 | 85218 |
‘ 132 | 1121103 | 849321 |
| " 220 | 188635 | 857432
ACENAFTENO. 550 | 1865729 | 84.8050
, . 308 | 2563625 | 832346 |
! 308 | 2589648 [ 840795
e - 1 72 832779 | 73.9971
5 . 72 | 543848 | 755347
i S e s RN NP LA
ACENAFTILENO.  |——120 1 906012 ] 75501
| 120 904737 | 75.3948
| 168 | 1257123 " 74.8288
‘ ' 188 | 1264572 | 752722 |
o ] 15¢ | 1043923 |  69.5049
[ 150 | 1018474 | 678983 |
- 250 173.3642 I 69.3457 |
A SN N ST Y
l 350 | 2443556 || _ 69.8159 |
[ { 350 2390104 |  68.2887
T 90 713872 F 793192
; 90 | 713304 ] 79256 |
BENZO[a] T 150 | 1349215 | 798477 |
ILANTRACENO- 150V 1180275 | 78685 |
210} 1827367 |  77.4937
" 210 | 1627571 ] 775034




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.12 (CONTINUACION). Resultados obtenidos para determinar la exactitud
del método (Detector de arreglo de diodos).

- " CANTIDAD |  CANTIDAD | e and
| COMPUESTO | ADICIONADA ,[ RECUPERADA [RECUPaMC'ON:
— | (polLt) (ot | !
T sa | 512179 | 609738 |
I 84 | 500832 | 59598 |
BENZO[K] ‘ 140 - 83.2125 " 59.4375
FLUORANTENO. 140 | 821703 | 58.6931
! 196 _ 116.0533 | 59.2109
! 196 1185178 | 604683 |
o 66 ) 401931 |  60.8987
”””” 66 | 405457 ] 614329
. 110 1 685852 | 623502
!CR'SENO' 110 | 683168 | 621062 |
. 154 ] 928137 | 602687 |
| i 154 961010 | 624033 |
I 0 90  75.4773 838636
| i 90 | 742568 | 825076 |
S SR SN Y Y YT
; 150 __1235245 | 823497 |
! l 210 i 171.5145 . 816736 |
| 210 | 1747868 | 832318 |
o 1 218 | " 146.8374 67.9802 |
| F 216 1524913 || 705978 |
FLUORANTENO. | 380___| 2ava57 | 603010 ]
: 360 | 254.8649 T 707958 |
‘. 504 | 2462358 | 686975 |
[ 9 504 | 347543 | 68957 |
| 84 | 724332 86.2301 |
: 8 | 710255 | 845542 |
FLUORENO. 140} 1213826 | 867019 |
. 140 1 120398 85.9986
196 165.3261 | 84.3501 |
196 1672814 | 853477
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Tabla 5.12 (CONTINUACION). Resuitados obtenidos para determinar la exactitud
del método (Detector de arreglo de diodos).

. T CANTIDAD | CANTIDAD [._. ___ ]
COMPUESTO ADICIONADA | RECUPERADA ;RECUP(';SAC'ON!
(ug/Lt) { (ugiLy). !
T L 768 ] 593196 |  77.2391 |
788 | 584782 | 761436 |
INDENO " 128 | 992419 | 775328
(123-cd)PIRENO. |~ 128 | 99.7615 |  77.9387
F 1792 1382076 |  77.1248 |
- i 1792 | 136646 |  76.2534
| o - 234 | 1712084 | 721660
. 234 | 167.5330 71.5953 |
NAFTALENO. 3% J 2743716 | 703517
! | 390 | 278.6031 © 71.4367
1 546 | 3872041 | 70933 |
- | "s4s T 3060187 | 725300 |
! R T - 2026192 | 633375 |}
462 | 2906497 | 629112 |
PIRENG 7o | astesti | _esssir
: 770 ) 4851161 | 630021 |
1078 " 667.5299 | 61.923
k1078 ] 684.0653 | 634569 |
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Figura 5.2 Cromatogréma obtenido de una corrida en una muestra de suelo del
IMP en el detector de arreglo de diodos

g i
i
i
2% l .
i | l l
&
& 2
P 2., g
3 ; 2R S —
i I = = g e s ==
1 T Ty —
8 == I I~
= s e ] 4
]

Figura 5.3 Cromatograma oblenido de una corrida en una muestra de suelo de
Villahermosa Tabasco en el detector de arreglo de diodos
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Figura 5.4 Cromatogréma obtenido de una corrida en una muestra de suelo del
IMP contaminada con estandar en el detector de arreglo de dicdos
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Tabla. 5.13 Parémetros estadisticos de las regresiones obtenidas para cada compuesto en el defector de arreglo

de diodos
o — S ————— _ —
. COMPUESTO | b | LItC DE b} LSICDEL | m ‘ LIlC DEm [ LSICDEm c C.{(n| co@
\ L |
i r v"’vi"rg-‘ faanenalbeak TEEEES A T ainbalnlE Y- - - - = = r 1
wACENAFTENO 141497208 --2.86218999‘ 11.1616317 L0.825935 079563842 | 0 85623291 | 0.99965 0.99930 |
- - - ik [ - - - - N T = - Lr—
‘ACENAFTILENO 0165487 | -2.2832537 | 1952278703 | 0.752639 | 0.73586306 {076941506 0.89987 | 0.99974 |
-0 T B -0 T - T -0 R T f i
‘ANTRACENO 0810370 | -8.8653669 | 7244625325 10692815 086218767 | 0.72344362 | 0.99949/ 0.99898)
| i — e '__—r'— [
BENZO[a] ' 5.956275 23, 5368559' 35.4534059 | 0.761 57 ' 0.5746497 | 0.9484853 | 0.98472] 58|
ANTRACENO : - | |o 5 5746497 | 0.9484853 | 0.98472| 0.96968|
Ll = = r - - - r_ i - = T T - - - = “—P__—_ I’_ -
BENZOAPIRENG| NA | NA | NA ; NA | NA NA | NA | NA
. 1 A | I
ErE R Y Y Y T N N T e
FLUORANTENO | NAfoNA | NA | oNa | oNa | Na | NA NA |
‘BENZO[g,hi1 | wua | T na 1 owa T ona I["__m_ A na |
PRLEND | NA ] oNa N | N |oNa e NA | NA |
'BENZO[K] .0 2320166 | 4.38623356| 4.85206689 ‘ro 59504476 56368106 | ro 62640822 . ;9_958 ' 0.90856|
FLUORANTENO ; 640822 | |

LIC= LIMITE INFERIOR "DEL INTERVALO DE CONFIANZA, LSIC= INTERVALO SUPERIOR DEL INTEVALO DE CONFIANZA
C.C.=COEFICIENTE DE CORRELACION; C.D. = COEFICIENTE DE DETERMINACION; NA= NO APLICABLE; b= INTERCEPTO;

m= PENDIENTE
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Tabla. 5.13 (CONTINUACION). Parametros estadisticos de las regresiones obtenidas para cada compuesto en el

detector de arregio de dicdos

e —

g COMPUESTO :F b 'L LICDEb | LSICDEb | m  LIC DEm !rL_SIC DE m | Cé.“(r) - CD( |
CRISENO  [0.1493125-4.65865335| 4.95727835 | 0614635 0.57308682 ro'sss1s‘i’7"7‘§'"6fé§sé1 ' 0.99763)
FENANTRENO ﬁ:};s;ﬁ; ﬂ;??s;a[’g 03078575 | 001903 | 070891116 fo_s;_gmagz 0.39964] o_ggg{gi
FLUORANTENO 3 0452541 -10.083838 7!'_";_];4;;&55 | 6554_369_[0 65019441 | 0.71942398 | 0.99933| 0.90867|
FLUORENO | 1.4231 333} 276212008] 58084074 Toseea 14| 080920679 | b 87962178 | 0.99954 | 0.96000
;I1I\,|2E,)3E-§‘OdEPIREN(_‘J— \6;4_9_2;8_3 | 3.24629843| 4. 14481585; Vo.766874 lro-.;:-s-sgzgw B._?;as_a;a_gra.gggse [59—953— '
TN;#{KLiEr;'(si n ﬁi1.3143583 J-1¢:.53w4,t322':"lr 17.1635393 50.712454 067382336 |6_75;1_0;3;9;{ 0.99923 (0.99847 [
PIRENO  |5.0720458)-20.0521402 [38'"1335375 0.623641 d—s;é_.z_é;s_a;m_ég;;;mg—'r 0.90935| 0.99671]

T LIC= LIMITE INFERIOR DEL INTERVALO DE CONFIANZA LSIC= INTERVALO SUPERIOR DEL INTEVALO DE CONFiANZA
C.C.=COEFICIENTE DE CORRELACION; C.D. = COEFICIENTE DE DETERMINACION; NA= NO APLICABLE; b= INTERCEPTO,

m= PENDIENTE
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Tabla 5.14. Resuitados obtenidos para determinar la exactitud del método
{detector de fluorescencia).

===

" CANTIDAD | CANTIDAD ,
COMPUESTO | ADICIONADA | RECUPERADA RECUP(‘;SAC'ONg
__ (ughty oy |
o 150 1118895 | 745930 |
; 150 | 1105861 | 737241
| 250 1839155 | 735662
ANTRACENO 250 | 1832185 | 732874
, 350 | 2629588 | 751311
; 350 || 2556193 |  73.0341
T 90 _72.0497 | 80.0553
; 90 | 730213 | 811348
BENZOJ[2] 150 || 1217248 ] 81.1498
IANTRACENO 150 [ 122.4108 | 816072 |
| 210 [ 1721999 |  81.9999 |
f 1 210 169.0971 80.5224 |
- 216 1 157846 | 729842 |
| 216 | 1579163 | _ 731004 |
‘ 360 2632905 | 731362 |
FLUORANTENO 360 2667928 | 741091 |
! 504 3712299 | 736567 |
{ g 504 | 3704496 | 735019 |
T [eis | rems ] mieme |
| 975 - 8.036 8242084 |
| 16 13.118 81.9876
BENZOIIPIRENO. - 132478 ~ | 8275 |
| | 224 | 182519 | 814819 |
3 224 | 187139 | 835445 |
o 833 | 449945 | 70746
| 63.3 | 442392 | 695585
BENZO [b) 106 742889 | 70.0838 |
FLUORANTENO . 106 742741 | 70.0699
1484 | 103.3385 |  69.6351
148 4 1042921 | 702776
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.14 (CONTINUACION). Resultados obtenidos para determinar Ja exactitud
del método (detector de fluorescencia).

- | CcANTIDAD ANTIDAD [ ]
COMPUESTO | A%ICIOND:DA RSQUPERADA RECUPE/RAC'ONl
gy gLy AR
i - 7 280 169.1744 [ 65.067 |
: 260 ] 1696798 | 652614 |
BENZO[g,h,i] 364 | 2374901 | 652445 |
PERILENO 364 | 232908  §3.9858
468 | 2056971 |}  63.1831
468 | 3034534 | 64.84047 |
1 84 } s71198 } 679998 |
[ 84 | 578775 |  68.9019 |
BENZOIK] " 140 | 953160 ' 68.0829 |
FLUORANTENO " 140 ] 943527 | 67.3048 |
. ‘ 196 . 134.0361 | 683858 |
: 196 | 1319352 | 673139 |
T 66 . 49.9740 757183 |
| ] 66 . 50.8196 © 76.9995 |
CRISENG i 110 , ] 84.8556 | 77’.‘11117;::3
\ 110 1 85.1502 774175 |
154 |7 1186480 |  77.0442 |
] 154 L 119.7134 777360 |
T T 90 | 787397 | 87.4886
3 90 | 782202 | 869113 |
FENANTRENO 20} 1332203 | 8881353 |
j . 150 | 133.2106 88.8071 |
[ 210 . 186.89966 | 889998 |
240 | 186.7846 | 88945 |
T  F___462 | 3493748 | 756222 |
462 | 3412586 | 758829
PIRENO 170 5717686 | 742556 |
770 572.5438 | 74.3563
1078 810644 | 750258
- 1'0'7{3 o 8289255 | 76.8947
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RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla. 5.15. Parametros estadisticos de las regresiones oblenidas para cada compuesto en el detector de

fluorescencia.
S — e ——
COMPUESTO . b LICDEb | LSICDEb | m | LICDEm ' C.D (P
e — —d J—
ACENAFTENO . NA NA NA | NA NA . NA
W S— S _ — S —
|ACENAFTILENO . NA NA NA | NA | NA L NA
‘ - !
e S — RN (S N— ~—
ANTRACENO -0.366112 | -10. 6705875 9.93836253 | 0.740256 || 0.70107508 | 0.77943742 | 099854
'BENZO[a] | i(; 89065 | -5.20564661] 3 514346619] 0.817608 | 0.78969280 | 0.84552386 | 0.99939
.A_NIFyic_Eyo ] ptasedl Iheaatteadl & S Shatiinel e |
'BENZO[a]PIRENO --0.055471 ‘-o 68590458 | 0.57496138 {0.827551] 0.79016044 | 0.86494298 | 0.99894
'BENZO[b] '_( o RPN SR, ”“‘_"" o
FLUORANTENO _ ,075?073?07 :o_gfiss_o?af Jz 1_3?‘512_4429 \o 695632 | (3(?8}580(_5?__ 0.70_968509 0.7953977? |
Lgﬁq"l‘fgg% h.il '6.9745375| -9.06785915 |23 01693415]0.625712 | | 0.58279216 | 0.66863235 | 0.99756 |
BENZOK] ‘0—7_47'_4g6_6- 2.50766202 | 4.00250625 r0 673991 raés_iéa_gae_ r0 65609303 7079;9;;“
| FLUORANTENO ‘ \ L

" LIC= LIMITE INFERIOR DEL INTERVALO DE CONFIANZA, LSIC' INTERVALO SUPERIOR DEL INTEVALO DE CONFIANZA;

C.C.=COEFICIENTE DE CORRELACION; C.D. = COEFICIENTE DE DETERMINACION; NA= NO APLICABLE; b= INTERCEPTQ;

m= PENDIENTE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla. 5.15 (CONTINUACION). Pardmetros estadisticos de las regresiones obtenidas para cada compuesto en el
detector de fluorescencia

| COMPUE_S;(S_ t b | LICDEb TEszc DEb| m | LUCDEm | LSICDEm | cc. () (C.Dv(?)
'C_R_IS_Ei\JO o 1{1] 17872(;8#-2 97%56;-3;';’_0_ Tag464 | 0781635 "(-)76558713 ‘rro 76768333 | 6.;9;.1;9—{ 0.99978
lFENANT]RE«;” 2.606881] -3.96246156 | 125130174 0.903018;6789;45752 \(0.91160880 l 0.99997 ir_o._égg_egi
rFLUORANTENO r-;;e;aaa_e | 6.66280680 | 3.12476347 | I(; 77?;;7785[o726:3;15_5—‘r(;.'/_s_z'fdgas_fo_.;gﬁgézﬁ:r 0.99984|
uoreno | wa | ma e | ona foNa | ona ] ona | na |
;{Tg'g'j‘cod]PIREN; v | ona | ona e | om | on e o
INAFTALENO | NA ir"_N;_ o ] _ir NA NA | NA { NA [
PRENO | -1380017 [-47;7_’681:/-; 19.8784593 {0_7;0:2;0r07;?g;1746 081206323 | 0.99923| 099847}

© LIC= LIMITE INFERIOR DEL INTERVALO DE CONFIANZA; LSIC= INTERVALO SUPERIOR DEL INTEVALO DE CONFIANZA;
C.C.=COEFICIENTE DE CORRELACION; C.D. = COEFICIENTE DE DETERMINACION; NA= NO APLICABLE; b= INTERCEPTO;

m= PENDIENTE
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Tabia 5.16. Andlisis de varianza y coeficiente de variacion para la deferminacion de la linelidad del método para los

15 HPA's.
R .| %CV(COEFICIENTEDE |  “t DESTUDENT* |
 COMPUESTO F CALCULADA 1 VARIACION) | CALCULADA" |
' "~ ARREGLO | encnea | ARREGLO [ | ARREGLO |, ieial
DE DIODOS | FLUORESCENCIA | DIODOS | | FLUORESCENCIA | DE DIODOS ‘LFLUORESCENCIA |
E— UoCICL- % IR N1 1010051 WS— e N S|
ACENAFTENO 5728 773891 | NA | 1.0495 NA ' 1.643132128 | NA |
— 4 L — ______,_,,,,,,,Jﬁ ,,,,,,,,,,
ACENAFTILENO | 15515.893 NA ' 0.7891 NA |0 216058751 | NA
| " |
- - - - T T s T arT - T - - - T - T T - T ‘A““__'—'r‘____‘__‘_l
 ANTRACENO ' 3044.40642 2751625 | 1.1265 1.0932 | 0.27932413  -0.008645818 !
BENZOE | oo conan | P 1 . T | orn
ANTRACENO 127.9662596 | 6612.68951 12878 1.0137 0.560867411| -0.561372952
_____ L e S S S SN S
‘BENZO[a]PIRENO | NA | 3775981062 | NA ' 0.8779 NA | -0.244299026 |
——— - [ ' aar—a— P ——— _L e — lf,.; — _.____l
‘BENZb[b] T wa | nae | B [ |
FLUORANTENO | _rerAi 18890.8296 | NA e _0.53223 | QI:JA - 1011119568 |
'BENZO{g.h.i] ] ' Y B . "
PIRILENO. {7 Jf‘ B _LI N 36_3?‘?5473 1 NA 1 gg_ni : 7NﬁAﬁ - :“1_.207080278 ]
'BENZO[K] || - ,r i f
FLUORANTENO. | 27747752 7166439149 | 14086 | ,, izﬁ'«m | _Otgoj{ { _0_637-54??%77
" Fousna =771 “lewesosrs.s=2.5706 NA. NO APLICABLE - -
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RESULTAD

OS5 Y DISCUSION

Tabla 5.16 (CONTINUACION). Anélisis de varianza y coeficiente de variacién para la determinacién de la linelidad del

método para los HPA's.
[P T Ml il M
| ;6“;3%%‘-88 | FLUORESCENCIA EDERSI%%?S ngLUORESCENCIA i ;‘SSEJ%L(% (FLUORESCENCIA i
éE:ElISENO “ 1686.97272:57 :ri 71785876j973577 TT.«:E;E b -7..77)?8;;57“&_  0.085223328 T—1_.67_18_14204 I
FENANTRENO | 57003788 f‘ééq}é.gm | ossie | o1 | oeszsesen | _-é ;,égéééaéé |
rFLUOR_A_N?EI'_\IO"( 135;5_658 ‘L 25276;5777;71 771;;174 : 0.7929 WW-E76.5;5;34467 . -1.003656957 —j
Fluoreno | aasazs71 | Na | tisss | na Joreotemss]  ona |
‘E:‘gg’f‘c?mleENo _ 6016.7326 NA | 08214 |  NA | o3a7s2s2e |  na |
 NAFTALENO _ F2é2_1_9-61053 ; NA ‘ 7 11117 , NA |‘ 0.;;02486 f - "N;\_ _ “’
PRENO. | 3tie2se | ostasesses | roamt | 13318 | oseosass2s | 1 1;}5&,;;?
" Fossaa =771 “lewea'osrs.s=25706 NA NOAPLICABLE - o ' -
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CONCLUSIONES

« Mediante la modificaciones de algunas variables en las condiciones de trabajo
para el CLAR (flujo y gradiente de concentracion) en dos columnas de Cg fue
posible encontrar las condiciones optimas de trabajo para cada una de ellas
cbteniendo, como resultado que en la columna de la marca Spherisorb S5
(Waters) no fue posible separar el criseno y el benzo(a)antraceno, mientras
que en la columna Pinnacle PAH (Restek Corporation ) se obtuvo una buena
separacion para todos los compuestos analizados.

@ Para la linealidad del sistema se determiné que la mayoria de los compuestos
{HPA’s) existe una relacion lineal significativamente alta entre la concentracion
y su respectiva respuesta, excepto en los casos de Benzo[alpireno,
Benzolg,h,i]pirileno, Fenantreno y Benzo[blfluoranteno presentando también un
coeficiente de variacion alto con respecto al estimado para los métodos
cromatograficos {C.V = 1.5) en el detector de arreglo de diodos, en el caso del
altimo este presentd un C.V un poco alto en el detector de fluorescencia. Otros
compuestos que presentan un coeficiente de variacidn alto en el detector de
arreglo de diodos son Benzo[alantraceno, Fenantreno, Fluoreno, e
Indeno[1,2,3-¢,d]pireno.

@ Por medio de los coeficientes de variacion obtenidos para cada compuesto se
determino que la linealidad del sistema es preciso y presenta repetibilidad entre
dias.

@ |os resultados obtenidos para determinar la linealidad del método nos indican
que existe una relacion lineal entre la concentracion adicionada y la
concentracion recuperada de los hidrocarburos poliaromaticos estudiados,
excepto para el fluoranteno en el detector de fotodiodos. De acuerdo al
coeficiente de variacion y a la prueba de “t de studenf’ se determiné que el
método es preciso y exacto, aunque cabe resaltar que el método no presenta
un buen porcentaje de recuperacion.

« Al confrontar fos resultados obtenidos con muestras reales de Villahermosa
Tabasco nos percatamos que el procedimiento de purificacibn  no elimina
totalmente las interferencias que acompafian a los analitos de interés
provocando que el analisis sea mas complicado y tardado, por lo cual
proponemos el realizar ensayos con cartuchos de Cy,.

< Mediante las condiciones de trabajo establecidas para la extraccion y
cuantificacién de los HPA’s en muestras de suelo y en base a los porcentajes
de recuperacion obtenides se sugiere que para tratar de incrementar la
especificidad, asi como los porcentajes de recuperacidon se realice una
saponificacion al extraer las muestras *
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ANEXO A (ESPECTROS DE ABRSORCIGN BE LOS HPA “5)
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ANEXO A (ESPECTROS DE ABRSORCION DE LOS HPAs)
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ANEXD A (ESPECTROS DE ABSORCION DE LDS HPA s)
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ANEXO A (ESPECTROS DE ABSORCION DE LOS HPA <)
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ANEXO A (ESPECTROS DE ABSORCION DE LOS HPA 's)
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ANEXC A (ESPECTROS DE ABSORCION DE LOS HPA 'S)
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ANEXO B (GRAFICOS DE CURVAS DE CALIBRACION Y RESIDUALES DE CADA
UNO DE LOS HPA ‘s ANALIZADOS)

GRAFICOS DE CURVAS

DE CALBRACION Y
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UNO DE LDS HPA's ANALIZADOS

S Sty = &

=
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AMEXD B {GRAFICOS DE CURVAS DE CALIBRACION ¥ RESIDUALES DE CADA

UNO DE LOS HPA 'S ANALIZADDS)

GRAFICOS DE CURVA DE CALIBRACION Y RESIDUALES PARA EL ARREGLO
DE DIODOS

CURVA DE CALIBRACION DE
ACENAFTENO.
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~{ o
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R
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ANEXO B (GRAFICOS DE CURVAS DE CALIBRACION Y RESIDUALES DE CADA
UNO DE LOS HPA s ANALIZADOS)

CURVA DE CALIBRACION DE
BENZO[a]ANTRACENO

40000
30000
20000
10000

0

AREA

o 200 400 600

CONCENTRACION (mcg/Lt)

CURVA DE CALIBRACION DE
BENZO[a]PIRENO

0 4000
X 2000
0 .

0 20 40 60 80 |

CONCENTRACION (mcg/Lt)

CURVA DE CALIBRACION DE
BENZO(b)FLUORANTEND

10000 -
5000 - n

AREA

0 200 400 600
CONCENTRACION meg/it

GRAFICO DE RESIDUALES

GLOBAL

500
0
-500

RESIDUOS

@o 40%

600

-1000

CONCENTRACION (mcgiLt)

GRAFICO DE RESIDUALES

GLOBAL

500
*

RESIDUOS
o

i

¢ ¢

20 ac®

+

60

-500

CONCENTRACION (meg/Lt)

GRAFICO DE RESIDUALES

500 -

500 0

RESIDUOS

GLOBAL

L
Q*. ...,

200 400

'
4 1
'
1

600

CONCENTRACION (mcgiLt)
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ANEXO B (GRAFICOS DE CURVAS DE CALIBRACION Y RESIDUALES DE CADA
UNO DE LOS HPA s ANALIZADOS)
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ANEXO B (GRAFICOS DE CURVAS BE CALIBRACION Y RESIDUALES DE CADA

UNC DE LOS HPA s ANALIZADOS)
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ANEXO B (GRAFICOS PE CURVAS DE CALIBRACION Y RESIDUALES DE CADA

UND DE LOS HPA s ANALIZADOS)
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AMEXO B (GRAFICOS DE CURVAS DE CALIBRACION Y RESIDUALES DE CADA
UNO DE LOS HPA ‘s ANALIZADOS)

GRAFICOS DE CURVA DE CALIBRACION Y RESIDUALES PARA EL DETECTOR
DE FLUORESCENCIA
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CONCENTRACION (mcg/Lt) : OONCENTRACION (oL t)
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ANEXO B (GRAFICOS DE CURVAS DE CALIBRACION Y RESDUALES DE CADA
UNO BE LOS HPA s ANALIZADOS)
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ANEXO B (GRAFICOS DE CURVAS DE CALIBRACION Y RESIDUALES DE CADA
UNO DE LOS HPA s ANALIZADOS)
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ANEXO B (GRAFICOS DE CURVAS DE CALIBRACION Y RESIDUALES DE CADA
UNDO DE LOS HPA s ANALIZADOS)
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AMNEXD C (GRAFICOS PARA LA EXACTITUD DEL METODO)

GRAFICOS DE PARA LA LINEALIDAD DEL METODO Y RESIDUALES PARA
DETERMINAR EXACTITUD EN EL DETERCTOR DE FLUORESCENCIA.
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GRAFICOS DE PARA LA LINEALIDAD DEL METODO Y RESIDUALES PARA
DETERMINAR EXACTITUD EN EL DETERCTOR DE ARREGLO DE DIODOS.
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ANEXO D (FORMULARID EMPLEADD PARA LA VALIDACION)

FORMULAS UTILIZADAS PARA LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO
LINEALIDAD

Para calcular los valores de linealidad se tabularon los resultados bajo el siguiente
formato:

Concentracion Adicionada (x) Concentracién Recuperadal(y)
X1 y11, y12,
X2 y21, y22,
X3 y31, y32,
x4 Y41, Y42
X5 Y51, Y52
X6 Y61, Y62

Para el calculo de la pendiente:
R EDRIN
nYy xy-— (Z )2

Para el calculo del valor del intercepto:

b = Zy—-mZx

Para el calculo del coeficiente de correlacidén y determinacion

o [n(sxy) - (sx)Xsy)f
el oo 5]

r= .

Para 1a construccion de la tabla de (ANADEVA):

Se calcula la suma de cuadrados de la regresion (SCr) y la suma de cuadrados del
error de regresion (Scer) con la siguientes ecuaciones

SCr = m * Sxy + b(Sy) {(Syy* /n]

Scer = Sy’ —m (Sxy) - b(Sy)




ANEXO D (FORMULARIC EMPLEADD PARA LA VALIDACION)

Después se caicula la suma de cuadrados del error puro (Scep) y la suma de
cuadrados de la falta de ajuste (Scfa) con las siguientes ecuaciones:

Scep = Sy*-[(Syi.A /1]
Donde r= nimero de réplicas

Scfa = Scer — Scep

TABLA DE ANADEVA
FUENTEDE | GRADOSDE | SUMADE | MEDIA DE -
VARIACION | LIBERTAD | CUADRADOS | CUADRADOS 0.
REGRESION 1 scr SCr MCrMCer
O h-2 SCer Scer/Gler  Mcfa/Mcep
FLATA DE
ey (-t scfa Scfa/Glfa

ERROR PURO T (r-1) SCep Scep/Glep

Para la prueba de t de student y los intervalos de confianza se usaron las
siguientes formulas:

Para el intercepto:

Pruebade t

intervalo de confianza:

1 2
b=Bz ten,.q Sx*y) +Z}zz )z
n+[2x2— X ]
n




ANEXDO D {FORMULARIC EMPLEADD PARA LA VALIDACION)

Sy*x= -1 (Sy-b5x)
n=2

Para la pendiente:

La pruebade t
m-M
|

o2

Sy*x

Intervalo de confianza
Sy*x

z 2 _(an)z

m=M %t ,

Para encontrar los valores de repetibilidad y precisién se manejaron las siguientes
formulas:

Precision y repetibilidad
Media aritmética
PR

n

X =

Desviacion estandar

. Zhw
{o-1)

Coeficiente de variacion

cy.="*100
5
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AMNEXO D (FORMULARIO EMPLEADO PARA LA VALIDACION)

Para el analisis de exactitud se tabularon los porcentajes de recuperacion y se
usaron las siguientes formulas.

Exactitud .
Para la prueba de t

_x-100

Intervalo de confianza

N2 (505 5-2)
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