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RESUMEN

De acuerdo a los reportes de los Gltimos afios los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP's), son un grupo de compuestos altamente carcinogénicos y
mutagénicos, debido a su gran facilidad de formacion de aductos con las moléculas de
ADN celular.

Es conocido que la solubilidad de estos compuestos en agua es sumamente baja, del
orden de microgramos por litro. A pesar de ello su presencia en los medios acuosos debe
ser monitoreada con regularidad debido a que ain a bajas concentraciones pueden dafiar
tanto la vida acuitica como al hombre.

El problema de la determinacién de estos microcontaminantes organicos no Solo
madica en la gran sensibilidad que se requiere del método analitico, sino también las
precauciones minuciosas que deben tenerse durante el procedimiento de preparacién de
mugstra  (basicamente preconcentracién). En  efecto los hidrocarburos aromiticos
polinucleares son fuertemente hidrofobicos y tienden a adsorberse sobre las paredes de
cualquier material que esté en contacto con sus disoluciones acuosas. Esta caracteristica es
responsable de que en la mayoria de los métodos tradicionales u oficiales utilizados para su
analisis en muestras acuosas se presenten fuertes riesgos de obtener resultados poco exactos
y/o precisos.

Actualmente los esfuerzos de los investigadores en quimica analitica van
encaminados al desarrolle de métodos mas simples, rdpidos y de preferencia,
automatizables. En este sentido, el reemplazo de la extraccién liquido-liquido por la
extraccion en fase sdlida como método de preparacién de muestra para la determinacién de
compuestos orginicos en agua ha alcanzado muy buenos resultados.

En este trabajo se propone un método en linea en el cual el proceso de preparacion
de muestra, basado en la extraccién en fase solida, estd acoplado en linea con el proceso de
andlisis por cromatografia de liquidos con deteccién dual, absorcién de la huz UV y
fluorescencia.

Esta nueva metodologia permite determinar los hidrocarburos aromdticos
polinucleares al nivel de trazas (ppb y ppt) en muestras de agua.



ABSTRACT

It is now generally agreed that the polynuclear aromatic hidrocarbons constitute a
group of highly carcinogenic and mutagenic compounds due to their great facility to form
aducts with the cellular DNA molecutes. '

Although the solubility of these compounds in water is extremely small, of the order
~of micrograms per liter or less, their presence in the aquatic media must be regularly
monitored because even at these low concentrations they can be harmful for the aquatic life
and men.

The problem for the determination of these organic micropollutants in water is not
only due to the necessity of a high sensibility analytical method but to the scrupulously and
minutely cautions that must be taken during the sample preparation procedure (basically
precencentration). Indeed, polynuclear aromatic hydrocarbons are highly hydrophobic and,
thus, are easily adsorbed on any material that comes in contact with their aqueous solutions.
It is because of this characteristic that the traditional or offcial methods used for their
analysis in agueous samples are prone to high risks of inaccurate or low precision results.

Actually, the analytical chemists efforts are directed toward the development of
more simple, rapid and if possible automatizable methods. In this sense, the replacement of
liquid -liquid extraction for solid-phase extraction as the sample preparation method for the
determination of organic compounds in water has reached a strong success.

In this work, an on-line method is proposed. The sample preparation process, based
on solid-phase extraction, is on-line coupled to the analytical process, carried out by liquid
chromatography with dual detection, UV and fluorescence.

This new methodology allows the trace level (ppb or ppt) determination of
polynuclear aromatic hydrocarbons in water samples.



INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos polinucleares (HAP’s) son compuestos pirogénicos
que se originan en muchos procesos de combustion incompletos, particularmente en
aquellos donde las temperaturas sobrepasan los 700 °C. Las fuentes de contaminacion
tipicas son las centrales térmicas, las estufas, los humos de combustion de los automoviles,
las factotias de presefvativos de madera y la producceion de alquitianies,

Debido a los reconocidos efectos carcinogénicos yfo mutagénicos de estos
compuestos, su monitoreo en los diferentes compartimentos ambientales (agua, aire y
suelo) es una prioridad para los organismos responsables de Ja salud hurmana y del cuidado
del medio ambiente en la mayoria de los paises. Aunque la solubilidad de los HAP's en
agua es sumamente baja, del orden de las partes por billon (ug/l); se ha encontrado que
algunos de ellos son toxicos & estos niveles de concentraciéon. Por ello, se han establecido
limites muy estrictos respecto 2 su concentracion total en las aguas naturales (superficiales
y subterraneas) y tratadas,

Los 16 HAP's que se estudian en este trabajo forman parte de la lista de
contaminantes prioritarios establecida por la agencia de proteccion ambiental de los E.U.
(EPA). Los métodos tradicionales para su aslamiento y preconcentracién a partir de
matrices acuosas, previo a su analisis por cromatografia de liquidos o cromatografia de
gases, estan basados en el procedimiento de extraccion liquido-liquido para contaminantes
organicos acidos/basicos/neutros implementado por la propia EPA, Cabe notar que este tipo
de métodos son sumamente largos, tediosos y eminentemente manuales por lo que han sido
poco a poco desplazados por métodos mas modernos basados principalmente en la
extraccion en fase solida (EFS).

Probablemente el problema mas dificil a resolver o controlar cuando se determinan
compuestos altamente hidrofdbicos como los HAP's ¢n matrices acuosas, €s la pérdida de
analitos debido a procesos de adsorcién durante la preparacion de la muestra. En efecto, la
extraccién y preconcentracidn de compuestos hidrofobicos en los adsorbentes apolares
comunmente utilizados para la EFS, como los copolimeros de estireno-divinilbenceno y las
fases quimicamente unidas octilo u octadecilo, es un proceso altamente favorable cuando
dichos compuestos se encuentran en un medio acuoso. Sin embargo, por su propia
hidrofobicidad estos compuestos presentan una fuerte tendencia a adsorberse sobre las
paredes de los reciptentes o cualquier material que se encuentre en contacto con sus
disoluciones acuosas. Por tanto, es muy factible que la muestra percolada a través del
cartucho, disco o precolumna de EFS, conténga una cantidad menor de analitos que la
muestra oniginal ya que una parte importante de éstos ha quedado previamente adsorbida en
diferentes materiales (frascos de muestreo, vasos de precipitados, filtros etc.).



Debido al problema anterior, atgunos investigadores han considerado que la EFS no
es un métedo adecuado para recuperar solutos muy hidrofébicos de muestras de agua. Otros
han propuesto diversas estrategias para reducir la pérdida de analitos, como silanizacion de
todo ¢l material de vidrio con dimetilclorosilano o bien adicion de un pequefto volumen de

disolvente organico en el frasco de muestreo antes de comenzar el tratamiento de la
muestra.

Con respecto a los HAP's en el laboratorio de cromatografia de liquidos de la
DEPg, Facultad de Quimica, UNAM, se desarrollé hace algunos afios un método que
permite determinar 10 de estos compuestos a niveles de trazas en agua. Este método,
basado en el acoplamiento en linea de la EFS con la cromatografia fue unicamente aplicado
en muestras sintéticas de agua grado reactivo dopadas con los HAP's,

En el presente trabajo se decidid retomar la metodologia antes desarrollada,
optimizdndola, adaptindola ¢ implementdndola para la determinacidn del grupo completo
de los 16 HAP's considerados en la lista de contaminantes prioritarios. Asimismo, se
procedié a certificar la calidad del nuevo método con muestras de agua dopadas a
concentraciones comprendidas entre las partes por trilon (ng/l) y las partes por billén
{ugM). Finalmente, el método modificado se aplicd en muestras "reales”, una de agua

potable y ofra de agua de rio proveniente de una zona suceptible a la contaminacién por
HAP's,



[. GENERALIDADES Y ANTECEDENTES

I.1 Contaminacitn de] Agua y Presencia de los HAP's
Efecto Contaminante de los HAP's

Los hidrocarburos aromaticos polinucleares (HAP's) son considerados como
verdaderos contaminantes aunque se encuentran naturalmente presentes en el petrdleo y
también son sintetizados por algunas bacterias. Sin embargo, sus concentraciones naturales
son muy bajas y su presencia en el ambiente es fundarnentalmente de origen antropogénico.

El transporte y dispersién de los HAP s se verifica principalmente por la via Edlica
{transporte atmosférico), de manera que estos compuestos pueden hallarse incluso en los
casquetes polares’. En los medios acuiticos, debido a su alta hidrofobicidad, se encuentran
asociados preferentemente a sustancias lipofilicas como las que existen en el plancton o en
otros organismos marinos’.

Es importante especificar que cuando se habla de contaminacion por petroleo, ésta
no puede ser simplemente evaluada en funcién de la cantidad de hidrocarburos ya que no
todos los constituyentes del petrdleo poseen caracteristicas primordiales de un
contaminante. En la revista Analytical Chemistry News and Features publicada en marzo
de 1998 se consideran como factores condicionantes del efecto contaminante la
Abundancia, la Biosdisponibilidad, la Persistencia en tejidos y la Toxicidad. En la tabla I.1
se reporta la evaluacion de estas caracterisiticas para los diferentes constituyentes del
petr6leo. Como puede observarse, los hidrocarburos arométicos policiclicos caen dentro de
la clasificacion de "alta” en abundancia y biodisponibilidad y "variable™ en persistencia en
tejidos y toxicidad?

En 1999, la revista Environment Impact Assess Review publicé el enfoque
impulsado por el gobierno de E.U. para la regulacién de los desechos peligrosos en funcidn
de su contenido de contaminante. Entre los criterios retenidos para la clasificacion de los
desechos se incluyen la toxicidad aguda, la persistencia y la carcinogenicidad. De acuedo
con esto, los HAP's quedaron incluidos dentro del grupo de sustancias para las cuales se
establecen limites rt:gula\lm‘iosJ . En efecto, un andlisis de los desechos considerados como
peligrosos de los afios 1989  a 1991 y 1994 permitio obtener datos sobre la persistencia de
los HAP's, la cual combinada con su bioacumulacién y toxicidad aguda los ubica como
constituyentes peligrosos para el humano y los seres vivos®.



Tabla L1.1 Constituyentes del petréleo en el aceite crudo

Toxicidad

Clase Abundancia | Biodisponibilidad* | Persistencia en tejidos
Hidrocarburos alifaticos Alta Alta Baja Baja
Hidrocarburos Alta Alta Baja Baja
Aliciclicos. Cicloalcanos

Cicloalguenos

Compuestos pofares

(Ej. Acidos, Fenoles,

Tioles y Tiofenoles)

Elementos (Azufre, Baja Baja Baja Baja
Vanadio, Niquel ¥

Fierro)

Compuestos  insolubles Baja Baja Baja Baja
(Ej. Asfaltenos, Resinas y

Alquitran)

*Biodisponibilidad es aquetla porcién de la concentracién total de un quimico que esti
potencialmente disponible para absorcién por organismos acuiticos.

Contaminacién de Mantos Acuiferos en Méxica

De acuerdo con informacién publicada por la Comision Nacional del Agua (CNA),
para conocer la calidad del agua en aproximadamente dos millones de kilometros cuadrados
del pais se requiere monitorear 300 cuerpos de agua: lagos, litorales o lagunas costeras y
acuiferos. La tarea de evaluacién de estos recursos hidricos est a cargo de la Gerencia de
Saneamiento y Calidad del Agua del CNA y es realizada mediante la Red Nacional de
Monitoreo. Todo esto esta regido por diversas normas y leyes’.




En 1973, en el marco de la Ley Federal de Proteccion al Ambiente, se establecié
como prioridad fundamental por parte del gobierno federal el conocer la calidad del agua.
Asi la Secretaria de Recursos Hidrailicos creé los sistemas de informacion con base en la
medicién de algunas variables ambientales; ademds entr¢ en vigoer el reglamento para
prevenir y controlar la contaminacién de agua. Para 1974 la Red de Monitoreo evaluaba
145 cuerpos de agua (rios, lagos, lagimas y manantiales) por medio de 239 estaciones a
nivel nacional, lo que se estima corresponde a un 48% del volumen de agua del pais.
Para1982, se monitoreaban 209 cuerpos de agua (65% del volumen de agua del pais).

En 1992 entré en vigor la ley de Aguas Nacionales y en 1994 el reglamento
correspondiente, en el que se hace explicito el mandato de la CNA de llevar a cabo el
estudio y monitoreo de las aguas continentales y marinas en los términos presentados por la
ley.

Del total de sitios de monitoreo actual, 226 comresponden a los acuiferos principales
o sobreexplotados, que se ven influenciados por cambios de calidad. Respecto al uso que s¢
le da al agua, se ha determinado que 80% es para riego y 20% para uso doméstico e
industrial, pesca, vida acuatica y recreacién. Por otra parte, estudios recientes muestran que
las grandes urbes aportan 80% del total de contaminacion.

Con el fin de establecer un marco de prioridades para atender los problemas
ocasionados por la contaminacién de agua generada por la industria, el Instituto Nacional
de Ecologia (INE) realizé en 1995 un estudio apoyado por un crédito del Banco Mundial.
Combinando datos de su Sistema de Proyeccién de Contaminantes en la Industria con datos
obtenidos durante €l estudio y con las estadisticas provenientes del Instituto Nacional de
Estadistica, Geografla ¢ Informatica (INEGI) se estimaron los gifos qie mds cofitfibuiyen 4
la contaminacidn del agua, asi como la generacién de residuos peligrosos, en diferentes
ciudades del pais,

En lo que respecta a la contaminacién del agua, los giros industrizles que mas
contribuyen comprenden:

+» Fabricacion y/o ensamble de equipo electrénico
* Industria automotriz

** Elaboracién de productos de pléstico

< Hilado, tejido y acabado dé fibras blandas
¢ Industria de Ia bebida

% [mprenta y editoriales

«* Otros productos metalicos

++ Manufactura de celulosa y papel

++ Fabricacién de sustancias quimicas basicas
% Industria Azucarera

< Refindcion del petrdleo

< Petroquimica bésica

%+ Industria del cuero, pieles y sus productos



Existe otra clasificacion referida a los giros que generan mds residuos peligrosos en
la cval se iercioRah a la mayofia deca la-mayofia-de los aiites citados destacdido los
re]auonados con la industria del petrdleo y en no menor proporcién casi toda Ia industria
quimica’,

Cuencas Hidrolégicas mas Contaminadas

En lo que respecta a la contaminacidén del agua se han identificado veinte cucncas
hidrolégieas entre las mas contamtnadas; las euatro primeras reciben el 79% de la earga
organica: [.erma-Santiago, Panuco, San Juan, Blance, Culiacan, Colorado, Fuerte, Nazas,
Jamapa, La Antigua, Coatzacoalcos, Sonora, Guayalejo, Yaqui, Salado, Conchos, Armeria,
Conhuayana, Tijuahi y Bravo.

Para eviluar los posibles éféctos sobre 1z salud, dérivados dé la ¢ontaminacion del
agua en tres de las cuencas anteriormente identificadas como las més contaminadas y
establecer prioridades de accion, el INE promovié en 1994 un estudio empleando
informacién generada de 1988 a la fecha del estudio por diferentes dependencias:
Secretarias de Desarrollo Social y Salud, Comisién Nacional del Agua, Petrbleos
Mexicanos y la Comisidn Federai de Electricidad,

Isa evaluacién y prioriZacién de los riesgos a la salud se Hevaror a cabo de acuerdo
a las siguientes consideraciones:

Caractérizacion dé las aréas mas aféctadas’

#+ ldentificacion de los contaminantes ambientales que representan un riesgo para la
poblacion al ser sus concentraciones superiores a las normas vigentes.

% Determinacién de la ingesta de contaminantes en el agua de bebida .

% Estimacion del exceso de cada contaminante con relacién a los limites maximos
permisibles, para cada sitio estudiado.

< Cilculo de la Dosis Ambiental Estimada (DAE) o dosis que un individuo normal puede

. absorber de un eontaminante presénte €n el agua.

< Comparacién de la DAE con las Dosis de Referencia (DRf) conocidas para cada

contaminante por la via de ingestion del agua (DRf valor estimado de una exposicion

diafia durante toda la vida que Ho represerita ufi riésgo apreciable de efectos adversos

para la salud).



%+ Célculo del Indice de Riesgo Individual de Efectos no Carcinogénicos a una Dosis
Ambiental Estimada (IRIDAE). A partir del cociente DAE/DRS, se estimd el riesgo gue
la éxposicién répresénta para la salud humana; éntre mas ¢levado el valor obtenido,
iayor la probabilidad de que ocurran efectos adversos.

% Estimacién del Riesgo Individual de Padecer Cancer (RIC), derivado de ta exposicién a
compuestes potencialmente carcinogénicos (calculado a partir de la potencia
carcinogénica de la sustancia o unidades de riesgo y la concentracidn de la sustancia en
el agua).

%+ Jerarquizacion de las cuencas y ciudades afectadas de acuerdo con: Tamaiio de la

peblacion potencialmente expuesta, Magnitud de la contaminacion ambiental calculada

eomo ¢l cociente de la concentracién de cada uno de los contaminantes encontrados y el
limite permisible, el IRIDAE vy, cuando fue el caso, el RIC para las poblaciones
expuestas.

Datos sobre las cuéncas mas contaminadas del pais

La cuenca dei Rio Coatzacoalcos se encuentra en los estados de Qaxaca y Veracruz,
en ella los contaminantes mas frecuentes fueron HAP's, Pb, Hg, Mn y Fenoles. En la
poblacién del Chapo y en las ciudades de Coatzacoalcos y Minatitldn, en Veracruz, los
HAP's rebasaron considerablemente la norma (33,333 veces en la primera y 16333 en las
segundas). Por otra parte se considera a Coatzacoalcos como una de las cuencas de
hidrocarburos mas grande del mundo, con una produccién superior a las cuatrocientos mil
toneladas métricas por dia y sujeta a un intenso trafico de buques petroleros que movilizan
mas de 5 millones de barriles diarios. Los buques arrojan al mar aproximadamente 7
millones de barriles al afio por el lavado de sus tangues.

También se han detectado en otras zonas importantes niveles de concentracién de
hidrocarburo: El Rio Tuxpan, Puerto de Veracruz, Laguna de Ostién y el Rio Tonal4 en el
edo. de Veracruz, las lagunas El Carmen, La Machoan y Mecoacén, en Tabasco, el sistema
lagunar de Términos en Campeche y ia Laguna de Bojorquez en Quintana Roo.

Ei 50% de los sistemas costeros estudiados rebasaron el limite permisible de 10 ppb
de hidrocarburos para aguas superficiales no contaminadas, establecido por la UNESCO.
La Laguna de Términos es la que registra ef nivel mas alto de hidrocarburos, con 48 ppb,
seguida por el Rio Tuxpan y La Laguna del Ostidn, Las lagunas de Tabasco presentan
niveles menores a la norma establecida por la UNESCO y pueden considerarse zonas no
contaminadas por hidrocarburos. ‘



Golfo de México

Respecto a los régi'stro"'.; de hidrocarburas en mar abierto, tantd én ¢l Golfo como él
Mar Caribe, rebasan de manera significativa el valor nominativo de 10 ppb. Campeche
ocupa el primer lugar en los hidrocarburos detectados en aguas superficiales, con un
promedio de 48 ppb, le sigue Veracruz con 15.1 ppb y el Caribe con 15.0 ppb

Niveles en Sedimentos

Para el caso de los niveles en sedimentos, en los 17 sitios considerados para la zona
costera del Golfe de México, aproximadamente la mitad rebasa Ia norma establecida por la
UNESCO, de 70 ppm para zonas no contaminadas. El sistema estuario del Rio Tonald
ocupa ¢l primer lugar, con un valor promedio de hidrocarburos en sedimentos de 1189
ppm; lo siguen los del Rio Coatzacoalcos (680 ppm) y los de La Laguna del Ostioén (120
ppm). Los datos de esta region muestran Gue es uno de los sitios costeros mas
contaminados del mundo, pues las concentraciones que presenta superan a los valores
reportados en otras Areas industrializadas del planeta.

l.as lagunas costeras de Mecoacin y Términos presentan niveles altos de
hidrocarburos en sedimentos de la plataforma continental, se reporta la presencia de HAP's
en el drea. Las concentraciones obtenidas son mayores que las reportadas para sedimentos
del Golfo Pérsico y concuerdan con las reportadas para sedimentos de la costa de los
Estados Unidos (Texas, Louisiana y Flonida), los cuales tienen una gran afluencia e intenso
trifico de buques petroleros.

Niveles en organismos

Los estudios mas detallados son los que se emprendieron en la década anterior en la
region del Rio Coatzacoalcos donde se analizaron tejidos de peces, moluscos y crustaceos,
provenientes de sus rios y pantangs, Las mayores coencentraciones de HAP's en intervalos
que varian de 77 a 877 ppb, se detectaron en mojarra, la almeja grande la almeja chica y el
mayacaste grande, todos provenientes del estuario de Coatzacoal cos.?

10



L2 Propiedades Fisico-Quimicas de los HAP's

Los HAP's son moléculas constitujdas por 2 o mas anillos de benceno o ciclopentadicno
fusionados y sus derivados'. Entre sus propiedades mas importantes destaca ¢l punto de
ebullicion, punto de fusxén, solubllldad y peso molecular. En la tabla 1.2.1 se presentan las
propiedades mencionadas® ,q_){am los 16 HAP's que se estudian en este trabajo y en la
figura 1.2.1 se muestra su estructura. - |

TABLA L1.2.1
Algunas propiedades de los HAP's estudiados en este trabajo

Compuesto Peso Punto de Punto de
molecular Fusi6on °C ebullicién °C
Naftaleno 128 81 176.5
Acenafteno . 154 ' 93 279
Acenaftileno 152 93 280
Fluoreno 166 114 295
Fenantreno 178 101 340
Antraceno 178 216 340
Fluoranteno 202 111 375
Pireno 202 156 393
Criseno 228 256 448
Benzo (a) antraceno 228 162 435
Benzo(b¥fluoranteno 228 168 481
Benzo (k) fluoranteno 252 217 480
Benzo (a) pireno 252 177 495
Dibenzoantraceno 278 206 518
Benzo{ghi) perileao 276 277 525
Indeno (1,2,3) pireno 276 163 534

Cabe sefizlar que aunque la solubilidad en agua es un parimetro muy importante,
que puede servir como guia cuando se disefia un método analitico y en particular un método
de preparacién de muestra, en el caso de los HAP's algunos de los datos encontrados en la
literatura son francamente contradictorios y por ello no se incluyen en la tabla 1.2.1.



J. Reza® menciona que en la mayoria de los trabajos reportados sobre la solubilidad en agua
de HAP's, las determinaciones se efectian agregando un exceso del compuesto de interés
en agua y agitando mecénicamente la muestra durante periodos largos de tiempo. Sin
embargo este proceso da lugar a la formacion de micelas o agregados moleculares de las
sustancias hidrofébicas y si éstos no son eliminados totalmente se incurre en graves errores
al determinar la solubilidad ya que se analiza una dispersion en vez de un disolucion
verdadera del soluto. Un método alternativo en el cual se evita el problema de formacion de
emulsiones es el de "la colurnna generadora”. Este consiste en circular agua a través de una
columna empacada con un soporte inerte el cual s ha impregnado previamente con el
soluto de interés; este procedimiento permite generar una disolucion acuosa saturada con el
compuesto en estudio. En el caso de los HAP's sc ha demostrade que los datos de
solubilidad obtenidos por la técnica de agitacion de fases pueden llegar a ser hasta 100%
mas grandes que los obtenidos por la técnica de la columna generadora. Esto explica en
gran medida la fuerte dispersién de los datos de solubilidad en agua de HAP’s que se
encuentran reportados en la literatura.

En todo caso la solubilidad en agua de los 16 HAP's estudiados en este trabajo comprende
un amplisimo intervalo de valores de concentracién’; desde algunas decenas de partes por
millon (mg/lt) para ¢l naftaleno hasta valores del orden de la parte por billén (pug/h) o
menores para los HAP's mas voluminosos. Esto refleja la enorme variabilidad de
hidrofobicidad dentro del grupo, lo que implica grandes dificultades en el disefio de un
método analitico que permita la determinacion conjunta de los 16 compuestos.
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Figurn 1.1.1 Férmulas de hidrocarburos aromdticos policiclicos (HAP s): NaRaleno (1), Acenafteno (2), Acenaftileno (3), Fluoreno (4),
Fenantreno (5), Antraceno (6), Fluoranteno (7), Pireno (8), Benzo(a)antraceno (9), Criseno (10), Benzo(b)fluoranteno (11),
Benzo(k)fluoranteno (12), Benzo{a)pireno (13), Dibenzoantraceno (14), Benzo{ghi)perileno (15) e Indeno (1,2,3)pireno.
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1.3 Métodos de Pretratamiento de Muestra.
A. Criterios para la preparacién de la muestra

La preparacién de la muestra es una etapa decisiva en todo método de andlisis en
especial en [a determinacion de microcomponenies y en los casos donde 1a matriz que rodea
al agall(l}ito es muy compleja. La seleccion mas apropiada depende de muchos factores como

|
son”

¢ Propiedades fisicas y quimicas del analito

El conocimiento de algunas de las caracteristicas fisico-quimicas del analito como la
estructura quimica, el peso molecular, la solubilidad, las propiedades acido-base (pKa) y la
respuesta frente al tipo de detector seleccionado es de gran ayuda para el disefio de una
apropiada preparacton de muestra. Por ejemplo, muchos analitos tienen una pobre respuesta
frente a los detectores de uso comin en cromatografia de liquidos como el UV y de
fluorescencia, en estos casos es donde se dice que realmentc existen problemas de
deteccion y se hace necesario la introduccién de una etapa de derivatizacién ya sea pre o
postcolumna
s (Concentracién del analito en la muestra

Este factor es de vital importancia. Para analitos en altas concentraciones en general
se requieren preparaciones de muestras sencillas como la solubilizacién y filtracién.
Analitos en bajas concentraciones requieren de metodologias mas elaboradas como
extraccion liquido-liquido, con fluidos supercriticos, extraccion en fase solida, etc.
Logrando con esto una concentracion detectable y/o cuantificable.

¢ Naturaleza de la matriz de la muestra

La remocion de los componentes de ia matnz puede ser un paso critico en los casos
donde el analito en la muestra se detecta con dificultad o no se detecta, cuando existen
impurezas que interfieren con el pico del analito de interés, o cuando las sustancias
presentes  pucden dafiar irreversiblemente a los instrumentos © las columnas
cromatograficas.

¢ Forma en la que se presenta el analito er la muestra

Se refiere a si presenta alguna afinidad especifica por la matriz muestral como lo
son las muestras bioldgicas o ciertas caracteristicas de polaridad muy peculiares en
determinadas matrices (analitos hidrofébicos en medios acuosos).



+ Compatibilidad de los medios de sclubilizacién y extraccién con el sistema
cromatogrifico .

En cromatografia de liquidos de zlta resolucién se requiere que la solucién a

inyectar sea compatible y miscible con la fase mévil. Es recomendable que el solvente de
disolucion de la muestra sea la misma fase movil o, en su defecto, un solvente débil (por
ejemplo agua en fase reversa),
Un case tipico es la extraccion lquido-liquido del analito desde un medio acuoso hasta un
medio orginico ya sea por sus caracteristicas no polares propias o adquiridas por alguna
modificacion  del medio. En estos casos la muestra final se encuentra disuelta en un
solvente lipofilico (cloroformo, hexano, éter) por lo cual no resulta conveniente inyectarta
en un sistema convencional de fase reversa que contiene mezcias de solventes organicos
con agua como ia fase mévil. Una solucion consiste en evaporar el solvente a sequedad
(desventaja en ¢l % de recuperacién de analito) y disolver el residuo en la fase movil o
inyectar en fase normal la solucién resultante.

¢ Tipo y compatiblidad dei Detector

La sensibilidad y selectividad del detector juegan un importante papel en la
preparacion de muestra, ya que dependiendo de ellos sera el grado de preconcentracion y
limpieza que requerird la muestra y por lo tanto la mayor o menor dificultad en su
preparacién. Por otra parte, buenos solventes como el tolueno y la acetona no pueden
constituir ¢l medio en que se encuentra disuelta la muestra final cuando se utiliza un
detector UV, debido a la fuerte sefial que registran estos solventes en practicamente todo el
intervalo de longitudes de onda de la regién UV. Aiin cuando el pico de solvente eluya al
inicio del cromatograma, la intensa sefial puede opacar a los picos de analitos poco
retenidos.
Uno de los casos mas favorables desde el punto de vista anatitico es cuando los compuestos
de interés presentan propiedades fluorescentes. En efecto ¢l detector de fluorescencia es
uno de los mas sensibles y selectivos en cromatografia de liquidos. De hecho, la mayoria de
los hidrocarburos aromatices policiclicos puede ser detectada por fluorescencia con gran
especificidad si se cuenta con detector con monocromadores en excitacion y emisién.

B. Metodoiogia para la extracci6n en fase sélida (EFS)

La metodologia estd constituida por: lavado y activacién de la columna, aplicacion de la
muestra, lavado de la columna previo a la elucion de la muestra y la propia elucién del
analito en si.
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* Lavado y activacién de la columna.

Esta etapa tiene por objeto eliminar sustancias residuales de operaciones previas,

solvatar los grupos funcionales del adsorbente empleado para la extraccidn y ponerlo en
contacto con un medio adecuado (solvente débil) para una maxima interaccion subsecuente
con los solutos de interés. Los analitos no pueden interactuar con el adsorbente si sus
£rupos no se encuentran suficientemente activados. Por ejempto, en fase reversa cuando se
utilizan fases estacionarias monoméricas Cg o Cs, las cadenas alquilicas deben "estirarse”
parz lograr la interaccion. '
En el caso de muestras acuosas, la EFS gencraimente se lleva a cabo en el modo de fase
reversa. La etapa de lavado y activacidn suele realizarse percolando, aproximadamente, dos
volimenes de columna de un solvente organice polar (metanal, acetonitrilo, THF, etc.) y
luege dos volumenes de columna de apua. En el primer paso se eliminan los residuos de
muestras anteriores que quedaron retenidos en la columna y también se asegura la
solvatacion (o recubrimiento) de la fase estacionaria apolar con el disolvente organico. En
el segundo paso la columna se equilibra con un solvente igual o similar al que constituye el
medio de disolucion de las muestras

¢ Aplicacién de la muestra

La muestra se aplica en la columna utilizando un flujo apropiado que dependerd de
la cinética de adsorcion del material de relleno.
Cuando el flujo es demasiado répido para la columna en cuestion, el frente de mlgracu‘)n de
los solutos se ensancha excesivamente y la fuga de estos ocurre rapldamemc En estas
condiciones, el volumen de muestra que puede percolarse a través de la columna serd muy
pequefio si se busca una recuperacion cuantitativa de los analitos; esto significa que solo
podra lograrse un grado de preconcentracién muy bajo de la muestra durante la EFS.
Alternativamente, es posible percolar volimenes mayores de muestra y obtener un mayor
grado de preconcentracion de los analitos pero su recuperacion sera baja.
Si las columnas de EFS se empacan con las fases estacionarias utilizadas en cromatografia
de liquidos (particulas. pequefias de didmetros similares y baja resistencia a la transferencia
de masa), la cinética de adsorcidn-desorcion sera rapida y en las condiciones usuales (flujos
hasta aprox. 5ml/min) no se observaran efectos de ta velocidad de flujo sobre el volumen de
fuga de los analitos o su % de recuperacién
Dependiendo de los fines de la EFS, el procedimiento a seguir durante la aplicacion de la
muestra serd diferente:

Cuando solo se requiere limpieza de la muestra y no preconcentracién de los analitos.

En este caso, una alicuota pequefia de }a solucion que constituye la muestra se hace
pasar a través de la columna de EFS y el eluato obtenido se recupera para su posterior
analisjs, finalizando aqui la preparacion de la muestra.



Evidentemente el empaque de la columna y el solvente en que sc encuentra disuelta la
muestra deberdn ser seleccionados cunidadosamente para Jograr que los compuestos
indeseables o impurezas queden retenidos y que ¢! analito no presente ninguna afinidad por
el adsorbente de la columna de EFS,

Cuando se requiere preconcentrar los analitos y eventualmente eliminar compuestos
de la matriz e interferencias.

Aqul, un volumen relativamente grande de la muestra se haoe pasar por la columna. El
cluato obtenido en esta etapa se descarta. La preparacién de muestra continia con las etapas
de lavado y elucion.

En este caso el soluto debe presentar una gran afinidad por el empaque de la columna. El
solvente de la muesra debe ser suficientemente débil para permitir la interaccién soluto-
adsorbente. Algunos compuestos presentes en la muestra que no tienen afinidad por el
adsorbente son eliminados durante esta etapa, logrindose una limpieza parcial de la
muestra,

Por gjemplo en la EFS de muestras acuosas en fase reversa, las sales inorganicas y algunos
compuestos organicos muy polares o i6nicos son eliminados durante la etapa de aplicacion
de la muestra

= FLavado de la columna previo a la elucién de 1a muestra

En esta etapa, un solvente de fuerza ligeramente superior a la del solvente en que
originalmente se encontraba la muestra se hace pasar por la columna de EFS en la cual se
encuentran retenidos los analitos. Este solvente tiene por funcion eluir algunas (de
preferencia la mayor parte posible} de las impurezas que quedaron retenidas en la columna
durante la fase de aplicacion de la muestra, pero sin eluir a los analitos de interés. Por lo
tanto el volumen y la fuerza del disolvente de lavado deben ser ajustados cuidadosamente.

En la EFS de fase reversa es comun utilizar como disolvente de lavado una solucién
acuosa de pH diferente al de la muestra original con una pequefia proporcion de metanol o
acetonitrilo. Obviamente el pH del disolvente de lavado no debe provocar la ionizacién de
los analitos de interés.

+ Elucién del analito

Finalmente, el analito se eluye de la columna de extraccién con un pequefio
volumen de un disolvente de fuerza apropiada. El disolvente a utilizar debe ser
suficientemente fuerte para lograr 1a elucidn completa de los analitos con un volumen lo
mas pequefio posible; de esta manera se logran altos factores de concentracién de la
muestra, Sin embargo, también es deseable que el disolvente no sea tan fuerte para evitar
que eluyan impurezas fuertemente retenidas en la columna; asi, durante esta etapa se puede
contribuir también a la limpieza de Ia muestra.
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En el caso de la modalidad "en linea" de 12 EFS, esta iltima etapa no se lleva a cabo. Ei
extracto de la muestra, preconcentrado y purificado en la columna de EFS es transferido
directamente hacia la columna analitica de un cromatégrafo de liquidos para su separacidn
¥ determinacién’

C. Adsorbentes utilizados en columnas de EFS

La extraccion en fase sélida se puede llevar a cabo en discos o filtros recubiertos de
una delgada capa adsorbente (discos Empore) en cartuchos pldsticos o en pequefias
columnas de acero inoxidabie (precolumnas) empacadas con el adsorbente o en una jeringa
cuya aguja tiene la punta recubierta por una microfibra de material adsorbente
(microextraccion en fase solida),

Los adsorbentes utilizados en los cartuchos, discos y precolumnas son en €sencia
idénticos y solo difieren en cuanto a su granulometria. Para los dos primeros, el didmetro de
particula del adsorbente es tipicamente de 40 pm, lo que permite percolar la muestra por
succion de vacio o, en ¢l caso de los cartuchos, por la presion ejercida mediante el émbolo
de una jeringa que se adapta al cartucho.

El empaque de las precolumnas es bésicamente el mismo que se utiliza para las
columnas analiticas de Cromatografia Liquida, es decir, granulometria muy pequefia { < 10
um ) y con una estrecha distribucién de tamafios de particula. En este caso la muestra es
percolada a través de la precolumna por medio de una bomba,

En cuanto a la naturaleza del adsorbente, esta puede ser muy diversa y comprende
materiales orginicos ¢ inorganicos, desde los muy polares, como 1la silica, hasta los muy
apolares como ¢ carbon grafitizado. En la tabla 1.3.1 se muestran algunos de los empaques
mas utilizados en EFS y en la tabla 1.3.2 se presentan condiciones experimentales tipicas
para la preparacién de muestra. Existen ademas otros adsorbentes menos difundidos a nivel
analitico pero de gran aplicacién a nivel industrial como las resinas Amberlite XAD-2,
XAD-4 y XAD-7, cuyo uso en EFS ha sido reportado en la literatura'"?,

En general la capacidad de retencion de solutos de una columna de extraccién en
fase solida depende del tipo de material de relleno, del tamafio de la columna, del tipo de
analito y las condiciones de extraccidn. El conocimiento exacto de esta capacidad no resulta
de vital importancia si se asume que estas columnas se utilizan para concentrar compuestos
al nivel de trazas.
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La extraccion en fase solida tiene lugar mediante mecanismos sorcion-desorcion de
los analitos en la superficie activa del adsorbente. Las fuerzas de interaccion entre el soluto
y el adsorbente son de naturaleza diversa dependiendo de la estructura y propiedades de
ambas entidades. '

En fase normal ( silice, diol, CN ) predominan las fuerzas electrostaticas clasicas y
la formacién de puentes de hidrogéno; en fase reversa { C, Cs y copolimero estireno-
DVB ) el fendmeno fundamental es la hidrofobicidad del analito y del adsorbente por lo
que el 4rea hidrocarbonada de ambos jugard un papel determinante en la retencion; en
intercambio idnico { silices y resinas intercambiadoras ) la interaccién se da por atraccién
eléctrica, siendo la densidad de carga del soluto idnico solvatado y la capacidad de
intercambio del adsorbente los facteres que determinan el grado de retencion,

Al igual que en Cromatografia de Liquidos, la fase reversa es la modalidad mas
utilizada en EFS. El mecanismo de retencion de los solutos en esta técnica es explicado con
base en la teoria solvofébica que establece que la interaccidn entre moléculas de soluto y
solvente es mucho mas débil que la interaccion de las moléculas de solvente entre si, Como
consecuencia, ¢l soluto es expulsado de la fase moévil y forzado a penetrar en la fase
estacionaria que actia como un receptor pasivo. Asi, la retencién del analito serd mayor
cuanto mds grande sea el drea hidrocarbonada de su molécula y por lo tanto la superficie
de contacto con la fase estacionaria apolar. Por ¢l contrario, las funciones polares del soluto
favoreceran la interaccién con los solventes polares que constituyen la fase mévil y
reducirdn [a retencién. En el caso de las fases reversas quimicamente ligadas, se ha
reportado’® que la retencion del soluto aumenta al aumentar la longitud de la cadena de la
fase estacionaria hasta un cierto punto, denominado longitud de cadena critica, después del
cual la retencién permanece constante. Entre mas grande es la molécula del soluto mayor
deber4 ser la longitud de la cadena hidrocarbonada de la fase estacionaria para maximizar Ia
supeficie de contacto; es decir, mayor serd la longitud de cadena critica.

En un estudio comparativo realizado por Liu et al."’ con diferentes fases ligadas se
observd que la fase polimérica C,s mostraba la mas alta selectividad para la separacién de
fos HAP's, debido no sdlo a su alto contenido de carbono sino también & una mayor
superficie de contacto con los HAP ‘s de peso molecular mds alto . Las fases Cq, fenilo y Ia
fase monomérica C;»  mostraron menores diferencias entre los coeficientes de
distribucién de los HAP’s. En la tabla 1.3.3 se mencionan algunas propiedades de las fases
quimicamente unidas estudiadas por estos investigadores y en la tabla [.3.4 se reportan los
valores del coeficiente de selectividad que obtuvieron con estas fases para algunos HAP's



TABLA L3.1. Adsorbentes de uso comin para_extraccidﬁ en fase sélida

Adsorbentes Caracteristicas
Diamino** -CH; CH(NH;) CH;NH; | Intercambiador aniénice
débil
Amonio cuaternario** RN* R, Cl” Intercambiador aniénico
fuerte
Acido carboxilico ** RCOOH . Intercambiador catidénico
. débil
Actido sulfénico* * RSO;H Intercambiador catiénico
fuerte
Alumina Sorbente polar
Silicage! Sorbente polar
Ciano* {CH;); CN Sorbente de polaridad
media
Amino* -(CH;); NH; Sorbente de polaridad
media
Fenilo* -Ce¢Hs Sorbente no polar
Octilo* -CsHjy Sorbente no potar
Copolimero estireno -divinilbenceno Sorbente no polar

*fases ligadas a un soporte de silica
** fases ligadas a un soporte de silica o copolimeros estireno-DVB funcionalizados
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TABLA 1.3.2 Sistemas tipicos para preparacién de muestra

Material de | Tipo de analitos | Naturaleza de| Activacién |Solvente de
relleno Ia matriz dela elucién
columna
Ci/Cg Moléculas Acuosa Metanol (1) |Metanol,
neutras no Agua (2} Acetonitrilo o
polares sus mezclas con
agua o
buffers de pH
adecuado
Silice, Diol | Sustancias Solucién en | Cloroformo |Solventes
CN polares solventes noj(l) organicos de
polares y aceites (Hexano (2) |Polaridad media
oalta
Anidnico Aniones Soluciones Metanol (1) |Buffer dealta
Carboxilatos/sul- |acuosas de baja|Buffer (2} |fuerzaiénicay
fonatos fuerza idnica pH adecuado.
Sélooen
mezclas con
metanol o
acetonitrilo.
Catidnico Cationes Soluciones Metanol (1) |Buffer de alta
aminas acuosas de baja|Buffer (2) fuerza idnica y
fuerza ibnica pH adecuado.
Sélooen
mezclas con
metanol o
acetonitrilo.
Copolimeros | Moléculas Acuosa Metanol (1) |Metanol,
Estireno-DVB | neutras Agua (2) Acetonitrilo o
PRP, PLRP-S | Medianamente sus mezclas con
polares agua o buffers de

pH adecuado
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TABLA 1.3.3 Propiedades fisicas de fases reversas quimicamente unidas

Tipo de fase Peso molecular Carga de carbbn (%
Cs ] 171 6.12
Fenil 163 4.46
Monomeérica Cis 3 10.38
Pélimérica Cia 315 18.18

Tabla L3.4 Selectividades de fases ligadas para HAP's

Fase estacionaria
sclectividad | Cy fenit Mono Ly poly-Cie
a2/l 250 7.8 16.6 4.0
o3/l 25.1 12.2 18.8 543
ad/l 294 18.0 20.0 70.6

Compuestos utilizados: (1) tolueno, {2) naftaleno, (3) antraceno y (4) 9-etil y y fenantreno.

Por otra parte, las fases reversas constituidas por un copolimero de estireno-
divinilbenceno (DVB) y comercializadas bajo los nombres PRP (Hamilton}, PLRP-5
{Polymer Labs) y MCI-gel (Mitsubishi) presentan algunas ventajas con respecto a las fases
quimicamente ligadas, las mas importantes son:

1) Estables en todo el intervalo del pH. Esto amplia su aplicabilidad en EFS ya que
permite trabajar en medios zlcalinos para suprimir la ionizacién y extraer solutos que en
medios acidos o neutros se encucntren ionizados (p. €j. algunas aminas). Por el
contrario, las fases quimicamente ligadas, cuyo soporte es la silice, son atacadas en
medios alcalinos.

2) Mayor poder de retencion que las fases ligadas debido a la mayor drea
hidrocarbonada. Esta caracteristica permite utilizar los copolimeros de estiteno-DVB
para extraer y concentrar 1o sdlo compuestos apolares sino también compuestos de
polaridad media y aita (p. Ej. fenoles, anilinas etc. ), que no alcanzan a ser
suficienternente retenidos en las fases ligadas .
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Por ¢l contrario , las principales desventajas de los copolimeros estireno-DVB son:

1) Menor resistencia a Ia presién.

2) Cambios de hinchamiento al cambiar el disclvente en contacto con la fase, Esto se
presenta en particular con los copolimeros de bajo grado de entrecruzamiento (p. &j.
MCI-gel).

3) Mayor resistencia a la transferencia de masa debido a la red polimerica.

4) Menor selectividad, debido precisamente a su alto poder de retencion.

Considerando lo anterior, en el caso de los compuestos poco polares en matrices
complejas ( como los HAP's en aguas ambientales ) es mas conveniente realizar la EFS con
fases reversas ligadas, aunque debe tenerse en mente que el grado de preconcentracion que
puede alcanzarse es menor que con los copolimeros.

D. Extraccién en fase sblida en linea

La principal diferencia entre la extraccién en fase sélida fuera de linea y la
extraccion n fase solida en linea se presenta como ya se ha mencionado en la etapa de
elucion, En la EFS fuera de linea, un solvente de fuerza suficiente es percolado a través del
cartucho para lograr la elucién de los analitos con el minimo volumen posible; en la
operacion mas simple, una alicuota del eluato obtenido es inyectada al cromatégrafo de
gases o0 de liquidos para la separacién y analisis de los compuestos de interés. Sin embargo,
en muchas ocasiones el eluato es parcialmente evaporado, para lograr un mayor factor de
preconcentracién, ¢ bién es evaporado a sequedad y reconstituido en un disolvente
compatible con el sistema de andlisis.

En los sistemas de EFS en linea la columna de extraccidn se encuentra montada
entre dos puertos de una valvula de conmutacion. A su vez esta ultima se inserta entre el
inyector y la columna analitica de un cromatdgrafo de liquidos. Las primeras etapas de la
EFS ( activacion de la columna, aplicacion de 1a muestra y lavado ) se realizan por medio
de una bomba isocratica auxiliar, manteniendo la vilvula de conmutacién en una cierta
posicion. Posteriormente, la vilvula se rota, lo que provoca que la columna de EFS quede
en linea con el sistema de cromatografia de liquidos, y los analitos son eluidos y
transferidos hacia la columna analitica por el paso de la fase mévil proporcionada por las
bombas del cromatografo. De esta manera, todo el extracto es analizado dando como
resultado una mayor sensibilidad en el andlisis. Evidentemente en los sisternas en linea ja
columna de EFS debe cumplir ciertas condiciones'®™": .
1° Tanto el material de empaque como ¢l material de la columna misma deben resistir alias
presiones.



2° La columna debe ser de pequefias dimensiones y el empaque de granulometria muy fina
(< 10 ym de diametro de particula ) para no generar un excesivo ensanchamiento de las
bandas de los solutos.

Usualmente se emplean para la EFS en linea las llamadas precolumnas o
guardacolumnas que son de acero inoxidable y pequeiias dimensiones ( 1-3 ¢m de longitud
x 1-2 mm de didmetro interno). Como adsorbente se utiliza un empaque lo mas parecido
posible al que constituye la fase estacionaria de la columna analitica, tanto en lo gue se
refiere a su naturaleza como a su diametro de particula. En estas condiciones, el
ensanchamiento de banda provocado por el acoplamiento de la columna de EFS a la
columna analitica es despreciable. Cabe mencionar que cuando se acoplan en linea fases
reversas con muy diferente poder de retencion, p. ej. una columna EFS de copolimero con
una columna analitica Cg o Cyg, se produce un ensanchamiento relativamente importante de
los picos de los solutos, especialmente los menos polares y mas hidrofobicos. Este efecto es
menos marcado si la fase mévil contiene acetonitrilo (en vez de metanol) y si se trabaja
por gradiente de elucién®'?2.

Una desventaja de la EFS en linea es que, dadas las pequefias dimensiones de la
columna, los volimenes que pueden percolarse sin que se fuguen los analitos son menores
que en EFS fuera de linea. En efecto, la cantidad de adserbente en las precolumnas es del

. orden de aprox. 40 mg, mientras que los cartuchos comerciales para EFS fuera de linea
coatienen usualmente 100 mg, 500 mg o hasta 1 g de adsorbente. Sin embargo, esta
diferencia de capacidad de muestra llega a compcnsarse porque en el sistema en linea todo
el extracto es analizado.

El desarrollo de un método analitico que incluya una EFS en linea es generalmente
mas complicado que cuando se trabaja con sistemas fuera de linea, por todos los detalles
gue hay que optimizar cuidadosamente ({ montajes, manipulacion de valvulas,
compatibilidad de fases, etc, } Sin embargo, una vez establecido el método se obtienen
ventajas muy interesantes ccumoI 110,

¢+ Mayor rgpidez de analisis

* Menor manipulacién de muestra
e Mayor precisién y exactitud

¢ Minimo consumo de solventes
+ Menores costos

¢ Posibilidad de automatizacion para anilisis de rutina-
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1.4 Métodos de Determinacién de Compuestos Arométicos Policiclicos en Agua

La bibliografia referente a los métodos de determinacion de HAP's en agua es
sumamente extensa. Por ello, nos kmitaremos a mencionar algunas caracteristicas de los
métodos analiticos mds interesantes reportados en los altimos 10 afios y que utilizan la

EFS en linea o fuera de linea como método de preparacion de muestra (Tabla 1.4.1).

TABLA 14.1 Métodos de determinacién de HAP's en matrices acuosas
con preparacién de muestra por EFS

Compuesto Muestra R{%) | DER LDM Refererencia
{ método) %) {ng/)
10 HAP's Agua g Reactivo 75-113 2-8 4-1200 Vmg Covarrubias
( EFS en linea ) 1993
16 HAP's Agua superfical 90-100 | 1-85 | 0.6-150 |Brouwer etal.
( EFS en linea ) 19942
13 HAP's Agua g. Reactive 75-104 3-16 30-130 Lai g‘White
( EFS enlines ) 1995
23 HAP's Agun natural 28-131 2-49 9-56 Michor e al,
( EFS diferido ) 1996™
16 HAP's Agua de lluvia 10-98 3-32 0.1-36 | Kiss etal
( EFS en licea ) 1996
16 HAP's Agua g. Reactivo 30-85 9-32 10-4440 | Santos et al.
{ MEFS en linea } 1996%
16 HAP's Agua superficial 39:70 1-6 03-12 {Bouzige et al.
{ EFS en linea ) 1998
6 HAP's Agua de desecho 76-104 | 4-29 | 1000-5000 | Negrao y Alpendurada
( MEFS en finea ) 19987
29 HAP's Agua de nieve 80-100 | 3-20 1.435 | Carrera et al.
{ EFS diferido ) 1998*
16 HAP's Agua de rio 69-105 3-24 90-500 | Ruey etal.
{ MEFS en linea ) 2000™
R: recuperacion

DER: desvigcitn estandar relativa
LDM: limite de deteccién
MEFS: microextraccibn en fase sélida




11. DESARROLLO EXPERIMENTAL

IL1 Equipo y Accesorios

A. Equipo

Cromatografo de liquidos Varian, modelo 3000, con capacidad para gradiente de
elucion binana,

Detector Ultravioleta-Visible de longitud de onda variable Thermo Separations modelo
3200.

Detector de Fluorescencia Gilson 121 con Filtro de excitacién de 305-395 nm y Filtro
de emision de 430-470 nm.

Dos integradores-graficadores Hewelett-Packard modelo 3396,

Sistema purificador y desionizador de agua NANOpure, Barnstead Thermolyne modelo
04747,

Sistema de ultrasonido para desgasificar las fases moviles, Sonicor modelo SC-100,
Bomba isocratica Beckman modelo 110B.
Balanza analitica Ohaus,

Sistema de empacado de columnas y precolumnas de alta presién, Haskel modelo
29426.

B. Accesorios

Vilvula de conmutacion de 6 puertos, Rheodyne 7000.

Columnas analiticas Envirosep-pp de Phenomenex, 125 x 3.2 mm D.1. y 125 x 4.6 mm.
D.L, empacadas con fase reversa de 5 um, especialmente disefiada para separacion de
hidrocarburos poliaromaticos.

Jeringa, Hamilton de 100 ul

Precolumna de acero inoxidable de 20 x 2 mm D.L, (Upchurch scientific, modelo c-
130B) empacada en ¢l laboratorio con fase reversa Spherisorb ODS-2, 5 um, de Phase

Separations.

Sistema de filtracion de vidrio, Millipore modelo OM 027.
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» Micropipetas de volumen variable, Scorex, modelo 811/821 de 5-50 pl, 50-200 i y
200-1000 pl.

e [nyector Rheodyne 7125 con rizo de 20 pl (nominal).

* Membranas de filtracién de nylon 66 de 47 mm de didmetro, con poro de 0.45 um,
Phenomenex AFO-0304,

* Materiat de vidrio diverso (vasos de precipitados, pipetas, matraces, etc.).
C. Empacado de la precolumna

Dada 1a gran hidrofobicidad de los hidrocarhuros arométicos polinucleares se considerd que
la capac:dad de retencién de las fases qmmmamcnte “enlazadas C-18 era suficiente para
realizar en ellas la extraccién y preconcentracién de los analitos a partir de muestras
acuosas.

Se utilizd una precohunna comercial vacia de acero inoxidable de 20 x 2 mm D.1L, cuyas
pequefias dimensiones permiten asegurar que la contribucién al ensanchamiento de banda
por introduccién de la precolumna en el sistema cromatografico serd minima. La fase de
empaque fue una fase reversa Spherisorb ODS-2 de 5 um; esta fase es similar en naturaleza
(fase quimicamente enlazada a un soporte de silice) y tamafio de particula a la fase
estacionaria de Ia columna analitica, por lo que no se espera una deformacion de los picos
por la transferencia de una fase a la otra,

El empacado se realizd con un sistema de bombeo Haskel {bomba a presién constante)
especialmente disefiado para estc objeto. Se prepart una suspension de aproximadamente
30 mg de fase C-18 en una mezcla Tetracloruro de carbono-etanol, 50:50(v/v),
sometiéndota a ultrasomdo para dispersar bien las particulas. La precolumna vacia, con uno
de sus extremos tapado, se lleno con la misma mezcla de disolventes se conecto at
reservorio para la suspension e inmediatamente este altimo se llend hasta el borde con la
suspensiébn y se conectdé al resto del sistema previamente presurizado a 3000 psi.
Ripidamente la valvula de paso del sistema se abri6é de golpe al mismo tiempo que se
destapaba el extremo de Ia precolumna, Esta operacidn provoca la proyecc:éu a alta presion
logréndose u_n empacado compactu y homogénco El ﬂl.le de d,lsolvente (etanol) 2 prcsxon
se mantuvo por 5 minutos, luege se detuvo la bomba y, cuando el sistema se despresurizé
totalmente, sc retird la precolumna, se niveld con una navaja el empaque en el borde
superior ¥ finzlmente se le coloceo el filiro de acero poreso y ¢l conector.

La precolumna ya empacada se lavé y activd haciendo circular a través de clia 40 m} de
mezcla metanol-agua 50:50 (v/v) y 50 ml de agua pura. Después de este tratamiento la
precolumna queda lista para ser usada en los experimentos de preconcentracion.
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-D. Calibracidn del rizo del inyector

Para efectuar el cilculo de recuperacion de los analitos en las muestras de agua dopadas y
tratadas por EFS, es necesario comparar el drea de los picos obtenidos al eluir y analizar los
solutos adsorbidos en la precolumna con ¢l area de los picos. obtenidos por inyeccién
directa de una cantidad conocida de estindares de los mismos compuestos, analizados bajo.
las mismas condiciones. Esto significa que es necesario conocer el volumen exacto del rizo
del inyector.

La calibracion del rizo se realizd in situ manteniendo condiciones analogas a las de una
inyeccién tipica. Se empied una disolucién de HCIQ; 5.36 M previamente valorado con
una disolucién estandarizada de Na(QOH 0.1 M. El inyector se cargé con un exceso de
disolucién del acido para asegurar el 1lenado del nzo posteriormente, se rotd la valvula y se
desalojo el 4cido mediante un flujo de agua pura proporcionada por la bomba del
cromatografo. El efluente se recogié en un matraz Er]enmeyer y se titulé con la disolucién
de sosa antes mencionada. El volumen real del rivo se determing a partic dgl volumen
consumido de titulante para alcanzar el punto. de eqmvalencm

La valoracion sc.repitid 3 veces obteniéndosc un volumen promedio del rizo de.24.7 ul con
una desviacion standard de 0.1 putb.

I1.2 Disolventes, Reactivos y Disoluciones

A. Disolventes y reactivos

¢ Acctonitrilo grado HPLC, Prolabo Francia.

¢ Agua grado reactivo, Tipo 1. Obtenida del sistema purificador NANOpure.
» Acido Perclérico reactivo analitico, 70-72%, Aldrich Chemical Co.

« Hidroxido de Sodio. en lentejas, grado reactivo, J1.T. Baker.

o Fases moviles

Fase mavil A (débil) : acetonitrilo-agua 10:90 (v/v).
Fase movil B (fuerte) : acetonitrilo.
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* Hidrocarburos aromaticos polinucleares (HAP's) :

Naftaleno, Acenafieno, Acenaftileno, Fenantreno, Fluoreno, Pireno, Antraceno,
Fluoranteno, Criseno, Benzo(b)fluoranteno, Benzo(a)antraceno, Indeno(1,2,3)pireno,
Benzo(k)fluoranteno, Benzo(ghi)perileno, 1,2:5,6-Dibenzoantraceno y Benzo(a)pireno.

Estos reactivos fueron obtenidos de Chem Service Co. con grado de pureza certificado 2
97%, excepto para el acenaftileno.*

B. Preparacién de soluciones Estandar de HAP's.
Se prepararon soluciones stock individuales de los 16 HAP's en acetonitrilo con las
concentraciones indicadas en la Tabla I1.2.1. En el caso del acenaftileno, la concentracién

reportada en la Tabla toma en cugnta que solo 89% de la cantidad pesada corresponde a
este soluto,

TABLA IL2.1 Disoluciones stock de BAPs.

Nombre del Analito Concentracién
Fluoranteno 140 ppm
Antraceno 116 ppm
Fenantreno 104 ppm
Fluoreno 128 ppm
Naftaleno 116 ppm
Criseno 104 ppm
Pircno 136 ppm
Benzo(bMluoranieno 200 ppm
Benzoantraceno 104 ppm
Acenaftileno* 131.7 ppm
Indeno (1,2, 3)pireno 128 ppm
Acenafteno 196 ppm
Benzo{k)fluoranteno 104 ppm
Benzo(ghi)perileno 108 ppm |
1,2:5, 6-Dibenzoantracene | 164 ppm
Benzo(a)pireno 108 ppm

* En este reactivo el proveedor especifica la sigutente composicién: 89% acenaftileno y 11% acenafieno.
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Posteriormente, se prepararon disoluciones diluidas individuales de cada soluto y mediante
algunas pruebas preliminares se determiné cuiles de los hidrocarburos podian ser
detectados por Fluorescencia y cuales tendrian que ser detectados por UV. Para estos
ultimos se hicieron ensayos utilizando un detector UV v se observd que todos ellos
presentan una buena absorbancia alrededor de 262 nm por lo que se decidié fijar esta
longitud de onda para e} trabajo posterior.

Asimismo, se compararon entre si las respuestas de los solutos a determinar en cada
detector con ef fin de preparar mezclas stock tal que, al inyectar un estandar diluido
preparado a partir de ellas, diera como resultado plcos del mismo orden de tamaiio en el
cromatograma del detector considerado.

Las mezclas stock se prepararon a partir de las disoluciones stock individuales tomando
alicuotas adecuadas de cada soluto y aforando a 25 ml con acetonitrilo. A manera de
ilustracién en la tabla 11.2.2 se presentan las concentraciones de los compuestos en una de
las merclas stock. La concentracion de acenafteno se calculd considerando  la alicuota
tomadza de la disclucion de acenafieno y la cantidad de este soluto contenida en la alicuota
tomada de la disolucién acenaftileno.

En la Tabla I1.2.2 también se indica el detector que se utilizd para la determinacion de cada
soluto en este trabajo. Cabe mencionar que el pireno puede ser detectado por UV o
Fluorescencia, sin embargo se seleccioné el primer modo de deteccidn por presentar menos
interferencias para la integracion del pico. En efecto, el fluoranteno que eluye
inmediatamente antes que el pireno da una respuesta comparativamente muy grande en
fluorescencia, mientras que a 262 nm en UV su respuesita es minima. También es
interesante mencionar ¢t par constituido por criseno y 1 2-benzoantraceno, para una
concentracion dada, ¢l criseno da una buena respuesta en UV y ninguna respuesta en
fluorescencia, por el  contrario, el benzoantraceno da una respuesta adecuada en
fluorescencia pero su respuesta en UV es mucho menor que la del criseno Este hecho es
afortunado ya que estos solutos son uno de los pares mas dificiles de separar en el grupo de
los 16 HAP's.




I1.3 Condiciones Cromatogrificas

Utilizando los esténdares de trabajo se hicieron diversos ensayos variando el flujo de la fase
mévil, la forma del gradiente binario acetonitrilo~agua v la sensibilidad de los detectores
para optimizar la separacién cromatografica y establecer las condiciones de deteccion
segun ¢] nivel de concentracidn de los solutos.

Para la separacién cromatogréfica se tomd en cuenta que, en el anélisis de muestras reales
preconcentradas, es comin la elucién de un gran “ pico de matriz “ al inicio del
cromatograma. Para que este pico interfiera lo menos posible en la cuantificacion de los
analitos es necesario que el primer pico de interés eluya por lo menos a los 10 minutos. Por
otra parte, la separacion fue puesta a punto con la precolumna de concentracién acoplada en
linea a ta columna analitica para estar en condiciones idénticas a las def analisis de las
muestras.

I.as condiciones cromatograficas finalmente establecidas fueron las siguientes:

o Columna analitica Envirosep de Ihenomenex, 125 x 3.2 mm D.I, empacada con fase
reversa {patente del fabricante) de 5 um. ’

¢ Precolumna de acero inoxidable 20 x 2 mm D.I. empacada con fase reversa Spherisorb
0DS-2, 5 um. de Phase Separations.

+ Gradiente binario de fase mévil
Fase A : acetonitrilo-agua 10:90 (v/v)
Fase B : acetonitrilo

Tiempo (minutos) % B
0 25
8 25
10 50
14 50
28 100
50 100

¢ Flyjo de fase mévil : 0.5 mi/min.
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* Detector Ultravioleta.
Longitud de onda: 262 nanémetros
Sensibilidad: 0.05 A U.F.S. y 0.2 A U.F.S. (para las concentraciones mas altas)
( AUFS, del inglés: Absorbance Units Full Scale)

* Detector de Fluorescencia
Filtro de excitacion de 305-395 nm y Filiro de emisién de 430-470 nm.
Sensibilidad: 0.02 F.U.F.S, y 0.1 F.U.F.S.(para las concentraciones mas aitas)
{ FUFS, del inglés: Fluorescence Units Full Scale)
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11.4 Descripcién del Procedimiento para la Preconcentracién
y Analisis en Linea de HAP's

A. Montaje .

Las figuras 11.4.1.A y [1.4.1 B muestran el diagrama del montaje experimental utilizado. La
precolumna (PC) empacada con fase reversa C-18'se coloc entre los puertos 1 y 4 de una
vélvula de conmutacién. La bomba isocritica (P2), empleada para percolar la muestra a
través de la precolumna (bomba de muestra), se conectd al puerto 5 de la vélvula de
conmutacion, insertando entre ambas una valvula de purga (Vp). Todo el conjunto anterior
se conectd al sistema cromatografico, uniendo el puerto 2 de la valvuia de conmutacién al
inyector {i) y el puerto 3 a la columna analitica (c).

La figura I1.4.1 muestra las lineas de flujo en las dos posiciones de la valvula de
conmutacion. En la “ posicién de carga “ (Fig. [1.4.1.A), la bomba (Py) del cromatografo
(bomba HPLC) envia la fase movil inicial directamente hacia la columna analitica para
equilibraria, simultincamente, en el otro circuito se puede realizar la carga de la
precolumna segin el procedimiento descrito posteriormente.,

En la * posicién de inyeccién “ (Fig. I1.4.1.B) la precolumna se encueatra acoplada en
linea con el sistema cromatografico y, mediante el gradiente de elucién binario
proporcionade por ia bomba HPLC, los analitos son desorbidos y enviados hacia la
columna analitica para su separacion y deteccidn por absorcién en el ultravioleta (UV) y
por fluorescencia (F).

Finalmente, en la misma posicidn mostrada en la fig. 11.4.1.B se realiza la inyeccién del
estandar de trabajo.

Cabe mencionar que debido a la gran hidrofobicidad de los HAP's, especialmente los
compuestos con mayor numero de anillos aromaticos, fue necesario realizar modificaciones
en la bomba de muestra. En efecto todas las bombas estin equipadas con un tubo de Teflon
para la aspiracién de la fase mévil; sin embargo por estudios previos realizados®, se sabe
que los HAP's mas pesados se adsorben fuertemente en las paredes internas de dicho tubo
cuando se encuentran disueltos en soluciones acuosas, aun si estas tltimas contietien una
pequeiia proporcion de metanol ¢ acetonitrilo. Por o tanto, el tubo de Teflén fue sustituido
por un tubo de acero inoxidable de 1/8 ** de diametro externo.

Por otra parte, el procedimiento disefiado para la EFS de los HAP's requiere de varios
disolventes ademés de la muestra. Lo ideal hubiera sido utilizar una valvula selectora de
baja presion a la entrada de la bomba de muestra; sin embargo, el cuerpo y las lineas de la
vélvula con que se contaba son de matenial plastico por lo que habia riesgo de tener pérdida
de analitos por adsorcidn. Debido a lo anterior, en vez de la valvula selectora se adapté una
valvula de purga de alta presion, con cuerpo de acero inoxidable, a la salida de la bomba de
la muestra. De esta manera fue posible realizar los cambios de disolvente requeridos
durante el procedimiento a gran velocidad,
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Figura IL1.A Montaje experimental
{A) Posicion de carga. P;: bomba
HPLC, P,; bomba de muestra, Ve :
vélvula de conmutacién, it inyector, PC:
precolumna, C: columna analftica, Vp:
vilvula de purga, UV: detector de
absorcién en el ultraviolets, F: detector
de fluorescencia, I/G: integrador-
graficador, a, b, ¢, d; recipientes con
disolventes y muestra.

Vp g P

k-]




P

Pc

Figurs II.1.B Montaje experimental
(B) Posicién de elucién. P;: bomba HPLC,
P;: bomba de muestra, Ve: vilvula de
conmutaciép, iz inyector, PC: precolumna,
C: colamna analitica, Vp: vélvula de purga,
UV: detector de absorcibn en el
ultraviolets, F:' detector de fluorescencia,
I/G: integrador-graficador, a, b, ¢, d:
recipientes con disolventes y muestra.

Vp

P,




B. Preparacitn previa de la muestra

Las muestras de aguas naturales contienen, generalmente, sélidos suspendidos por lo que
no pueden ser cargadas directamente en las precolumnas ya que taparian los filtros de acero
inoxidable que se encuentran en la entrada y salida de éstas. Adicionalmente, con analitos
tan hidrofébicos como los HAP's, se tiene el problema de pérdidas considerables por
adsorcion de los solutos en las paredes de los recipientes que contienen In muestra acuosa™
(frasco de muestreo y reservorio de la bomba).

Por lo tanto es indispensable disefiar cuidedosamente el proceso de preparacion de la
muestra para obtener buenas recuperaciones de los analitos de interés. Dada la enorme
diferencia en hidrofobicidad entre los HAP's conmsiderados, no fue posible encontrar
condiciones comunes convenientes para todos ellos. El procedimiento descrito a
continuacién incluye dos condiciones diferentes, una para los HAP's ligeros (nafialeno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno y pireno) y otra para
los HAP’s pesados (criseno, 1,2 benzoantraceno, benzo(b)flucranteno, benzo(a)pireno,
benzo{k)luoranteno, 1,2: 5,6-dibenzoantraceno, benzo(ghi)perileno e indeno (1,2,3) pireno.

1) Para las muestras sintéticas: En un frasco 4mbar con capacidad de aproximadamente 75
ml colocar 25 ml de agua pura y dopar con 100 pl del estindar de trabajo a utilizar.
Cerrar ¢l frasco y agitar vigorosamente. Aitadir 25 m! mas, cerrar y agitar. Adicionar
los Gltimos 25 ml de agua, para completar 75 ml de muestra, cerrar y agitar.

2) Enel sistema de filaacién Millipore se coloca tna membrana de filtracién de Nylon 66
con poro de 0.4 um previaments acondicionada, La muestra (sintética o natural) se
filtra al vacio utilizando una varilla de vidrio para dirigir el liquido al centro de la
membrana, procurando evitar el contacto con las paredes del recipiente de filtracion, El
filtrado se recibe en un matraz Kitazato de vidrio con capacidad de 125 ml. Para el
acondicionamiento de la membrana de Nylon, ésta se deposita en una caja- Petri y se
cubre con acetonitrilo, dejdndola sumergida por lo menos 2 horas. Luego se coloca en el
sistema de filtracién, se lava con 3 ml de acetonitrilo fresco y con 20 ml de agua pura,
descartando los liquides de lavado. Después de este procedimiente la membrana queda
lista para el filtrado de la muestra.

3) Pam los HAP's ligeros, agregar 5§ m] de acetonitrilo al frasco 4mbar que contenia la
muestra (frasco de muestreo), cerrar y agitar perfectamente. Pasar este disolvente a
través de la misma membrana que se empled para filtrar la muestra, utilizando
nuevamente la varilla de vidrio para dirigir el liquido al centro de la membrana, Es
conveniente en esta operacion disminuir o suspender el vacio para maximizar el
contacto del disolvente con la membrana y lograr amastrar mejor a los solutos
cventualmente adsorbidos en ella. El filtrado se recoge en el mismo Kitazato en que se
colectd la muestra.
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4) Para los HAP's pesados, repetir la operacion del paso anterior 5 veces. Es decir, se
agregan al frasco de muestreo y se pasan por la membrana 5 porciones de 5 mi cada una
de acctonitrilo, secuencialmente. Al terminar este paso, el volumen del liquido en el
Kitazato es de 100 ml.

5) Para los HAP s ligeros, agregar 20 ml de agua pura al Kitazato que contiene la muestra
y el acetonitrilo, de modo que el volumen total del liquido sea de 100 ml.

6) Retirar el Kitazato del sistema de filtracion, taparlo con papel aluminio y agitar
suavemente durante 1 minulo para homogeneizar la mezcla. El Kitazato se emplea
directamente como reservorio de 1a bomba de muestra para las operaciones en linea

El procedimiento disefiado para Ia preparacién previa de la muestra presupone que el
muestreo se realiza utilizando frascos dmbar con capacidad aproximadamente de 75 ml, los
cuales se llenan hata el inicio de la rosca con el agua a analizar,

Dada la vanabilidad que puede haber en los frascos, el volumen de muestra podrd
encontrarse entre 73 y 77 ml, sin embargo el protocolo desarroliade puede aceptar esta
variabilidad sin requenr ninguna modificacion, No obstante, para la cuantificacion de los
analitos se requiere conocer cont mayor exactitud ¢l volumen de la muestra; por lo tanto, es
necesario marcar el menisco del liquido en la pared externa del frasco antes de empezar ¢l
tratamiento para poder determinar posteriormente el volumen real de muestra,

C. Carga de |la precolumna y andlisis de los HAPs.

Una vez preparada 1a solucion de carga, el siguiente procedimiento permite realizar en linea
la extraccion, preconcentracion y andlisis de los HAP's.

1} Con la valvula de conmutacién en la “ posicién de carga “, arrancar la bomba HPLC y
enviar la fase movil inicial (75% fase A y 25% de fase B) hacia la columna analitica a
un flujo de 0.5 ml/min. Simultineamente abrir la vAlvula de purga y llenar la tuberfa y
la cabeza de la bomba de muestra con acetonitrilo (flujo Sml/min, Imin).

2) Disminuir €l flujo de la bomba de muestra, cerrar la valvula de purga y bombear 10ml
de acetonitrilo hacia la precolumna (flujo 2ml/min, 5 min).

3) Transferir el tubo de entrada de la bomba de muestra al recipiente con la disolucion de
acondicionamiento,

¢ Paralos HAP's ligeros: acetonitrilo-agua 5:95 (viv)

¢ Paralos HAP's pesados: acetonitrilo-agua 2575 (v/v)
Llenar las lineas {flujo 5ml/min, ! min, purga abierta)
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4) Pasar 20 ml de solucién de acondicionamiento por la precolumna (flujo 2 ml/min, 10
min, purga cerrada), .

5) Transferir el tubo de entrada de la bomba de muestra al recipiente con la solucién de
carga. Lienar las lineas (flujo Sml/min, 2 min, purga abierta).

6) Pasar 25 ml de solucién de carga por la precolumna (flujo 2 'mUmin, aprox. 12.5 min,
purga cerrada). El liquido se recibe en la puerta 6 de la vilvula de conmutacién en un
matraz aforado de 25 mi para asegurar que el volumen cargado en la precolumna
corresponde exactamente al valor menctonado.

7) Transferr el tubo de entrada de la bomba de muestra a un recipiente con agua pura.
Llenar las lincas (flujo 5 ml/min, 1min).

8) Pasar 0.5 ml de agua pura por la precolumna (flujo 0.5 ml/min, T min).

9) Rotar la vdlvula de conmutacién y correr el gradiente de fase mévil con la bomba
HPLC. Apagar la bomba de muestra.

10} Con la valvula de conmutacién en la “posicién de inyeccidén” , equilibrar la precolumna
y columna andlitica con la fase movil inicial (flujo 0.5 ml/min, 30 min). En esta
operacion el inyector deberd ponerse en la posicion de carga y deberd llenarse ¢l rizo
con el estdndar de trabajo adecuado.

11) Correr el gradiente de fase mévil con la bomba HPLC para analizar el estandar.

Repetir los pasos 1-9 cargando en el paso 6 la muestra complememaria. Es decir, si
inicialmente se cargé la muestra para HAP's ligeros, cargar ahora la muestra para HAP's
pesados o viceversa.

Nota:

El mismo estdndar inyectado y analizado en los pasos 10 y 11 sirve como referencia para el
analisis de los HAP's ligeros y los HAP's pesados en la muestra.

La Tabla IL.4.1 resume el procedimiento expuesto, indicando la posicién de las vilvulas, el
estado de las bombas y las disoluciones o disolventes usados en cada paso del método para
la extraccion, preconcentracion y analisis de HAP's.

Segin se muestra, el tiempo total para un andlisis completo (HAP's ligeros, HAP's
pesados y estindar inyectado) es de 4 horas 7 minutos. Cabe hacer notar que la EFS de la
muesira solo requiere 33.5 min y que este proceso sc realiza mientras la columna analitica
se equilibra a las condiciones iniciales para la siguiente corrida cromatogrifica. Es decir
que, en este procedimiento en linea el tiempo de anilisis esta determinado exclusivamente
por las corridas cromatogréaficas y su respectivo equilibrio de columna.

39



TABLA 11.4.1 Operacion del sistema durante los diferentes pasos del método

| Paso Vp Ve i | 1 P, Solvente { Solucién Tiempo Tiempo acumulado
(ml/min) | (ml/min) P, P, {min) _(min)
1 A L LA ON(0.5) |ON(® inicial a i 1
2 C L L1 ON (0.5) |ON(2) inicial a S 6
3 A L L1 ON (0.5) |ON(5) inigial b 1 7
4 C L L/ ON (0.5) {ON(2) inicial b 10 17
5 ~A L L/l ON (0.5) {ON(5) intciat ¢ 2 15
6 C L L/ ON (0.5 |ON(2) inicial < 12,5 31.5
7 A L L/ ON (0.5) {ON(5) inicial d 1 32.5
8 C L L1 ON (0.5) [ON(0.5) inicial d 1 335
9 - 1 L/ ON (0,5) |OFF gradiente - 50 83.5
10 - 1 L ON (0.5) [OFF inicial - 30 113.5
11 - I I ON (0.5) |OFF gradiente - 50 163.5
i Repetir 1-9 para el andlisis de la carga complementaria 83.5 247

Vp: vélvula de purga, A: abierta, C: cerrada; Ve: vélvula de conmutacion, L: posicidn de carga.
I: posicion de inyeccion, i: inyector, P;: bomba HPLC, ON: prendida, OFF: apagada, inicial:

fase A 75% + fase B 25%; P,: bomba de muestra, a: acetonitrilo, b: solucién de acondicionamiento

de la precolumna, ¢: muestra preparada, d: agua grado reactivo.




[II. RESULTADOS Y DISCUSION

HI.1 Separacién y Deteccién de los HAP's.

La columna analitica Envirosep-pp es una columna de fase reversa
quimicamente enlazada a la silice (patente del fabricante), que ha sido especialmente
disefiada para la separacién de los 16 HAP's clasificados como contaminantes prionitarios
por la EPA.

Cabe hacer notar que este grupo de compuestos es bastante dificil de separar tanto
por Cromatografia de gases como por Cromatografia de liquidos. De hecho, algunos
ensayos preliminares realizados por la {ltima técnica con columnas convencionales C-18
no dieron resultados satisfactorios ya que solo se pudieron resolver completamente 10
HAP’s. Sin embargo la columna Envirosep permiti6 obtener una separacion bastante
aceptable de los 16 solutos como lo muestra el cromatograma de fa figura IH.1.1, obtenido
por inyeccién directz de una mezcla estdndar relativamente concentrada utilizando
detecciéon UV. Por otra parte en la figura 111.1.2 se presenta el cromatograma cbtenido con
el detector de fluorescencia al inyectar la misma mezcla estindar de HAP's que en la figura
IIL1.1. Por comparacién de ambas figuras s¢ puede entender ficilmente la seleccion que se
hizo del modo de deteccitn para cada soluto en el capitulo anterior (tabla 11.2.2).

La deteccién dual, UV y Fluorescencia, permitié alcanzar muy bajos limites de
deteccion para todo el conjunto de solutos. Por inyeccion directa de mezclas estandar se
pudieron detectar concentraciones limites de HAP's eatre 6 y 140 ppb dependiendo del
soluto considerado.

Las figuras .13 y II1.1.4 muestran los cromatogramas obtenidos en UV y
Fluorescencia, respectivamente , al inyectar mezclas estidndar de HAP's a concentraciones
cercanas a los limites de detecci6n.
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Figura OL1.I Separacién de una mezcla de poliaromiticos a alta concentracién (UV).
Condiciones experimentales: Inyeccién de 24.7 pl, columna envirosep (125 x 3.2 mm D.1.) empacada con fase reversa de
Sum, precolumna (20 31 2 mm)empacada con Spherisorb ODS-2 de 5 pm, elucién por gradiente acetoniirilo-agua,

deteccién UV a 262 nm. Solutos: (1) Naftaleno 1609 ppb, (2) Acenafteno 950 ppb, (3) Acenaftileno 1826 pph, (4)

Fluoreno 341 ppb, (5) Fenantreno 555 ppb, (6) Antraceno 186 ppb, (7) Fluoranteno 149 ppb, (8) Pireno 182 ppb, (9}
Benzo{a)antraceno 333 ppb, (10) Criseno 421 ppb, (11) Benzo (a)pirenc 86.4 ppb, (12) Benzo(b)fluoranteno 107 ppb,
(13) Benzo(k)tuoranteno 83.2 ppb, (14) 1.2.5.6 Dibenzoantraceno 1049 ppb.(15) Benzo(ghi)perileno 86.4 ppb y (16)
Indeno-(1,2,3)-pirenc 86.4 ppb. Figura inferior: Blanco de inyeccién mostrando pico de gradiente (*).
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Figura IIL.1.2 Separaci6n de una mezcla de poliaromiticos a alta concentracién

Condiciones experimentales, solutos y contentraciones como en la figura ITL1.1 excepto deteccién por

fluorescencia con filtro de excitacién de 305-395 nm y filtro de emisién de 430-470 nm.
Figura ml’enor blanco de inyeccibn. 43



0.004 AU

Fignra HL1.3 Cromatopramz de UV obhtemido a civeles muy corcanos al lmite de defeecién. Las
condiciones cromatogrificas son similares a Ia mencionadas e & fipora IIEEL.Solatos = (1) Naftaleno 80
ppb, (2) Acenafienc 85 ppb, (3) Acenafiiieno 81 ppb, (4) Flnoreno 17 pph, (5) Fenantreno 27 pph, (8) Pireno
18 pph, (9) Benxo(a)antraseno 33.3 pph, (10) Crsmo 2 ppby  (*) pico de gradicutr.



0.001 FU

Figura H1.1.4 Cromatograma de Fluorescencia obtenido a niveles muy cercanos al limite de
deteccidn.

Las condiciones son similares a las mencionadas en Ia fipura ITL1.1{excepto deteccién por
fluorescencia). Solutos:

(6) Antraceno 37.2 pph, (7) Fluoranteno 15 ppb, (9) Benzo(a)antraceno 33.3 ppb,(11)
Benzo(a}pireno 8.6 ppb, (12) Benzo{b)flnoranteno 10.7 ppb, (13) Benzo(k)fluoranteno 8.3

ppb(14) 1,2.5.6- Dibenzoantraceno 105 ppb, (15) Benzo(ghi)perileno 8.6 ppb y (16) Indeno-
{(1,2,3)-pireno 8.6 ppb.
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IIL2 Linealidad y Exactitud Multinivel del Método -

Una vez desarrollado ¢l métode analitico para la determinacion’ de trazas de HAP's
en agua, es necesario certificario para determinar las condiciones (particularmente el
intervalo de concentraciones) en que éste puede ser aplicade y la confiabilidad de los
resultados que se obtienen a través de €l.

Para realizar este estudio, se prepararon muestras sintéticas con. agua grado reactivo
dopadas con mezclas estandar de los HAP's a diferentes niveles de concentracién. La
preparacion, extraccion, preconcentracion y analisis de las muestras se llevo a cabo segin
los procedimientos descritos en el capitulo anterior. Cabe aclarar que las mezclas estandar
utilizadas para dopar el agua contenian a los 16 HAP's; sin embargo, en las muestras
preparadas segin el procedimiento para HAP's ligeros solo se cuantificaron: naftaleno,
acenafteno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antracepo, fluoranteno y pireno.
Similarmente, en las muestras preparadas segun el procedimiento para HAP's pesados sélo
se cuantificaron : criseno, benzo(a)antraceno, benzo{a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo{k)fluoranteno, dibenzoantraceno, benzo{ghi)penleno e indeno {1.2,3)pireno.

En efecto, la cantidad de acetonitrilo (5ml) usada en el procedimiento de HAP's
ligeros para enjuagar el frasco de muestreo (frasco dmbar de 75 ml en que se coloca y se
prepara la muestra sintética para simular condiciones de una muestra real) y la membrana
de filtracién no es suficiente para arrastrar completamente los HAP's pesados fuertemente
adsorbidos en estos materiales. Adicionalmente, también se puede decir que esta cantidad
de acetonitrilo no es suficiente  para evitar que en el kitazato donde se recibe la muestra
filtrada o en las tuberias de la bomba de muestr, (P en la figura 11.4.1 ) se adsorban los
HAP's pesados. Como resultado de lo anterior, puede verse claramente en los
cromatogramas obtenidos que los picos correspondientes a los HAP's pesados son
sumamente pequefios o ni siquiera aparecen.

Por otra parte, cuando se emplea el procedimiento para HAP's pesados, la cantidad
de acetonitrilo usada para enjuagar el frasco de muestreo y la membrana de filtracion
(25ml) es demasiado elevada para lograr una retencién adecuada de los HAP's ligeros
durante la fase de extraccion y preconcentracion en fase sélida. En consecuencia, una gran
parte de estos solutos se fuga durante la carga de la precolumna. En este caso, en los
cromatogramas obtenidos son los picos correspondientes a los HAP's ligeros que
desaparecen 0 estin muy pequefios.

Algunos compuestos como el fenantreno, el antraceno, el fluoranteno y €l pireno se
encueniran en la frontera entre los dos grupos de HAP's. Por experimentos anteriores
realizados en el laboratorio se sabe que éstos pueden determinarse con resultados similares
utilizando el procedimiento de preparacion de muestra de HAP's ligeros o el de HAP's
pesados.



En todo los experimentos efectuados con las muestras sintéticas la cantidad de
compuestos recuperados se calculé comperando las dreas de los cromatogramas de la
muestra (UV y Fluorescencia) con las de los cromatogramas obtenidos por inyeccidn
directa de una mezcla esténdar. Dicha inyeccidn fue realizada justo antes o justo después
del andlisis de la muestra para evitar errores por variabilidad de la respuesta de los
detectores con el tiempo.

Para cada muestra, el estdndar inyectado fue el mismo que se utilizé para dopar la
muestra en cuestion, ya que de esta manera la cantidad inyectada de cada- soluto
cormrespondia muy cercanamente con la cantidad presente en el volumen de muestra
analizado, suponiendo una recuperacion del 100%.

En las tablas MIL2.1 a I11.2.16 se reportan para cada poliaromético los resuitados
obtenidos en las muestras analizadas.

Para cada concentracion estudiada se presentan la cantidad tedricamente cargada en
la precolumna ( es decir, considerando que no hay pérdidas durante la preparacién de la
muestra) y la cantidad recuperada.

En la figuras I11.2.}. a IIL2.16. se presentan las grificas de cantidad de soluto
recuperado  versus cantidad de soluto tedricamente analizado. La ecuacion de la recta de
regresion calculada por el método de minimos cuadrades y el coeficiente de determinacion
comespondiente se presentan en cada figura,
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TABLA 111.2.1 Recuperacién del Naftaleno en muestras sintéticas de agua grado
reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracién,

Concentracién Cantidad tedricamente Cantidad recuperada
en la muestra (ppt) cargada (ng) (ng)
161 3.0 3.7
241 4.5 4.5
483 9.0 8.8
1609 30 29
2412 45 41

Figura II1.2.1 Exactitud Multinivel de]l Método. Cantidad de Naftaleno recuperada en
funcién de la cantidad teéricamente cargada en la precolumna

NAFTALENO

“1  y=092x+0,75
R? = 0,998

cantidad recuperada (ng)
L]
wn
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cantidad tedrica cargada (ng}
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TABLA 1IL2.2 Recuperacién del Acenafteno en muestras sintéticas de agua grado
reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracion.

Concentracién Cantidad tedéricamente | Cantidad recoperada (ng) -
- en la muestra {ppt) cargada (ng)
190 3.6 34
285 5.3 51
569 1" 12
950 18 15
4744 89 96

Figura I11.2.2 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Acenafteno recuperada
en funcidn de la cactidad tebricamente cargada en la precolumna
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TABLA 111.2.3 Recuperacién del Acenaftileno en muestras sintéticas de agua grado
reactivo dopadas con los FLAP’s a diferentes niveles de concentracién

Concentractén Cantidad tedricamente | Cantidad recuperada (ng)
¢en Ia muestra (ppt) cargada (ng)
183 3.4 3.4
274 54 _ 5.0
548 10 1"
1826 34 31
4565 86 93

Figura I11.2.3 Exactitud Multinivel det Método. Cantidad de Acenaftileno recuperada
en funcién de la cantidad teéricamente cargada en la precolumna
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TABLA IIL.2.4 Recuperacién del Fluoreno ¢n muestras sintéticas de agua grado
reactivo dopadas con los HAP s a diferentes niveles de concentracifn,

Concentracidn Cantidad tedricamente Cantidad recuperada
en la muestra (ppt) cargada (ng) (ng)
341 0.64 0.60
51.2 0.96 0.90
102 1.9 2.0
kY 6.4 '5.8
853 16 17

Figura I1L2.4 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Fluoreno recuperada en
funcién de la cantidad tefricamente cargada en Ia precolumna
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TABLA II1.2.5 Recuperacion del Fenantreno en muestras sintéticas de agua grado
reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracién

Concentracién Cantidad tedricamente | Cantidad recuperada (ng)
en la muestra (ppt) cargads (ng)
55.5 1.0 1.0
83.2 1.6 1.6
166 3.1 . 2.7
555 10 1
1387 26 25

Grifica T1.2,5 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Fenantreno recuperada
en funcién de la cantidad teéricamente cargada en la precolumna

FENANTRENO
_ N y=1.01x-0.03
g
i |
E 15
’ . Ca:::idad héri1ca cargada {ng)
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TABLA HL2.6 Recuperaciin del Antraceno er muestras sintéticas de agua grado
reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracién.

Concentracién Cantidad tedricamente Cantidad recuperada
en In muestra {ppt) cargada (ng) (og)
18.6 0.35 0.36
1M 2.1 2.0
186 3.5 33
372 7.0 6.7
928 17 17

Figura IIL2.6 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Antraceno recuperada
en funcién de la cantidad tedricamente cargada en la precolumna
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TABLA 111.2.7 Recuperacién del Fluoranteno en muestras sintéticas de agua grado
reactivo dopadas con los HAP s a diferentes niveles de concentracién.

Concentracién Cantidad teéricamente Cantidad recuperada
en la muestra (ppt} cargada (ng) (ng)
15 0.28 0.23
30 0.56 0.48
149 2.8 2.9
299 5.6 53
747 f|4 15

Figura II1.2.7 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Fluoranteno recuperada
en funcién de la cantidad te6ricamente cargada en la precolumna
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TABLA I1L2.8 Recuperacién del Pireno en muestras sintéticas de agua grado
reactivo dopadas con los HAPs a diferentes niveles de concentracién.

Concentracion | Cantidad tedricamente | Canticad recuperada
en la muestra cargada (0g) (ng)
(ppt)
54.4 1.0 1.1
109 : 2.0 1.9
‘544 10 11
910 17 15
1813 34 36

Figura IIL2.8 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Pireno recuperada en
funcién de la cantidad tedricamente cargada en la precolumaa
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TABLA IIL2.9 Recuperacién del Benzo(a) Antraceno en muestras sintéticas de agua
grado reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracién

Concentracion Cantidad tedricamente Cantidad recuperada
en lz muestra (ppt) cargada (ng) (ng)
333 0.62 0.5
66.6 13 13
99.8 , 20 2.0
200 37 36
333 6.2 59
666 13 13
998 19 19
1664 kY| 33

Figura 111.2,9 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Benzo(a)Antraceno
recuperada en funcién de la cantidad tedricamente cargada en la precolumna
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Tabla 111.2.10 Recuperacién de Criseno en muestras sintéticas de agua grado reactivo
dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracion

Concentracién | Cantidad teéricamente | Cantidad recuperada
en Ia muestra cargada (ng) (ng)
(ppt)
421 0.79 0.94
84.3 16 17 .
126.0 24 2.2
253.0 4.7 49
421.0 7.9 8.1
843.0 16 15
1264.0 24 24
2107.0 40 11

Figura I11.2.10 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Criseno recupcrada en
funcién de la cantidad tedricamente cargada en la precolumna.
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TABLA II1.2.11 Recuperacién del Benzo(z) Pireno en muestras sintéticas de aguna
grado reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracién

Concentracién Cantidad teéricamente Cantidad recuperada
en |a muestra {ppt) cargada (ng) (ng)
8.6 0.18 0.18
17.3 0.32 0.33
259 0.49 0.45
51.8 0.97 0.99
86.4 16 1.5
173 3.2 2.9
259 4.9 4.8
432 8.1 8.2

Figura II1.2.11 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Benzo(a) Pireno
recuperada en funcidn de [a cantidad tedricamente cargada en la precolumna
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Tabla TII.2.12 Recuperacion del Benzo(b) Fluoranteno en muestras sintéticas de aglia
grado reactivo dopadas con los HAP’s a diferentes niveles de concentracién

Concentracién Cantidad tedricamente Cantidad recuperada
en la muestra (ppt) cargada (ng) {ng)
107 020 0.18
21.3 0.40 0.37
32 0.60 0.52
64 1.2 11
107 2.0 1.8
213 4.0 3.7
320 6.0 5.9
533 10 10

Figura IIL.2.12 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Benzo(b)Fluoranteno
recuperada en funcién de la cantidad tebricamente cargada en ia precolumna
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Tabla [11.2.13 Recoperacion de Benzo(k) Fluoranteno en muestras sintéticas de¢ agua
grado reactivo dopadas con les HAP's a diferentes niveles de concentracién

Concentracién Cantidad teéricamente Cantidad recuperada
en ta muestra (ppt) cargada (ve) ®©e
8.3 045 0.13
166 031 0.28
250 0.47 0.40
499 0.94 083
832 16 14
166.0 34 29
250.0 a7 45
4160 78 79

Figura 111.2.13 Exactitad Multinivel de§ Método. Cantidad de Benzo(k)Fluoranteno
recuperada en funcién de la cantidad tedricamente cargada en la precolumna.
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Tabla II1.2.14 Recuperacién de 1,2:5,6-Dibenzoantraceno en muestras sintéticas de
agua grado reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracitn

Concentraciéon Cantidad tedricamente Cantidad recuperada
en la muestra (ppt) cargada (ng) (ng)
105 20 15
210 39 ) 3.4
314 59 6.3
628 12 14
1049 20 16
20938 39 33
3149 59 52
5248 98 94

Figura I1L2.14 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de
1,2:5,6-Dibenzoantraceno recuperada en funcién de la cantidad teéricamente cargada
en la precolumna
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Tabla II1.2.15 Recuperacién de Benzo(ghi) perileno en muestras sintéticas de agua
grado reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de concentracion

Concentracién Cantidad tedricamente Cantidad recuperada
¢n la muestra (ppt) cargada.(ng) {ng}
8.64 6.16 0.14
259 0.48 0.41
51.8 0.97 0.92
86.4 1.6 1.4
173 3.2 2.6
259 4.9 4.2
432 8.1 7.5
864 16 15

Figura I1L2.15 Exactitud Multinivel del Método. Cantidad de Benzo(ghi) perileno
recuperada en funcién de la cantidad tedricamente cargada en la precolumna
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TABLA I1L2.16 Recuperacién de Indeno -(1,2,3)-Pireno en muestras sintéticas de
agua grado reactivo dopadas con los HAP's a diferentes niveles de conceatracion

Concentracidn Cantidad tedricamente Cantidad recuperada

en la muestra (ppt) cargada (ng) (ng)
41 0.77 ﬁ.SO

8t.9 15 13

123 2.3 2.0

246 4.6 3.7

410 1.7 5.9

819 15 12

1229 23 20
20438 38 34

Figura I11.2.16 Exactitud Maltinivel de! Método. Cantidad de Indeno- (1,2,3)-pireno
recuperada en funcién de la cantidad tebricamente cargada en la precolumna.
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Pruebas y limites de confianza para la ordenada al origen
¥ la pendiente de las rectas de regresidn.

Las rectas de regresion que describen la vartacion de la cantidad de soluto
recuperado en funcién de la cantidad tedrica de soluto analizado son un buen indicador de
la exactitud det método analitico desarrollado.

Si el método es exacto:

* La pendiente debers tener un valor cercano a la unidad.
* Laordenada al origen deberd pasar por cero.

La primera condicion significa que la cantidad de compuesto recuperado es igual a
la cantidad de compuesto que tedricamente debid ser analizado, considerando la
concentracion inicial en la muestra, la dilucién de la muestra durante su preparacién y el
volurmen de muestra preparada cargado en la precolumna. Es decir, una pendiente igual a
une significa que no hay ninguna pérdida de soluto durante el proceso analitico. También
significa que no hay “ganancia™ de solutos por problemas de contaminacién cruzada.

La segunda condicién es una garantia de que no se presenta una tendencia constante
o error sistematico. Cuando la ordenada al origen es estadisticamente diferente de cero, su
valor corresponde a la magnitud del ervor sistematico. Las gréficas de las figuras 111.2.1 a
111.2.16 estan representadas por la ecuacion de ajuste:

y=bx+a

donde “b” y “a” son los estimadores de la pendiente y la ordenada al origen de la recta de
Tegiesion real:

y=Bx+ A

Para saber si la recuperacion de los solutos es del 100% empleando el método analitico
desarrollado, se efectud la siguiente prueba de hipotesis:

Hip6tesis nula Hy:B=1

Hipétesis alterna H,; :B=#1
Aplicando los tratamientos estadisticos convencionales (Anexo 1) a los cocficientes “b” de

las ecuaciones de ajuste con un nivel de significancia a = 0.05, se obtienen los resultados
presentados en las tablas 111.2.17 y 111.2.18.



TABLA HIL.2.17. Verificacién de la hipétesis nula que establece que la pendiente de las

rectas de regresién es igual a 1 al nivel de significancia o = 0.05.

Analito *

t n ta2 (n-2gl) +Se rechaza la

(Calcutadn) {Tablas) hipbtesis nula?
Naftaleno -3.61 5 3.18 Si
Acenafteno 2.95 5 3.18 No
Acenaftileno 2.05 5 3.18 No
Fluoreno 1.30 5 3.18 No
Fenantreno 0.37 5 3.18 No
Antraceno -2.39 5 3.18 No
Fluoranteno 2.31 5 3.18 No
Pireno 1.10 5 3.18 No
Criseno 1.69 8 3.18 No
Benzo(a)antraceno 6.13 8 2.45 Si
Benzo(a)pireno 0.54 8 2.45 No
Benzo(b)luoranteno -0.10 8 2.45 No
Benzo(k)fluoranteno 0.99 8 2.45 No
1,2,5,6-dibenzoantraceno 241 8 245 No
Benzo(ghi)perileno -3.84 8 2.45 Si
Indeno (1,2,3)pireno -7.45 8 2.45 Si

TABLA II1.2.18 Intervalos de confiznza de la pendiente de las rectas de regresién

para un nivel de significancia a=0.05.

Analito INTERVALO DE CONFIANZA

Naftaleno 0.85<b <0.99
Acenafteno 0.99<b <1.17
Acenaftileno 0.95<b <1.23
Fluoreno 094<b<1.14
Fenantreno 0.96<b <1.03
Antraceno 0.97<b <1.01
Fluoranteno 0.98<b<l1.12
Pireno 0.90<b<1.21
Criseno 0.99<b <1.05
Benzo(a)antraceno 1.04< b <1.08
Benzo(a)pireno 0.96<b <1.05
Benzo(b)fluoranteno 0.97<b <1.03
Benzo(k)fluoranteno 0.98< b <1.06
1,2,5,6-Dibenzoantraceno 0.86< b <1.00
Benzo(ghi)perileno 091<b <098
Indeno (1,2,3)pireno 0.84< b <0.92
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Similarmente; para verificar la ausencia de errores sistemdaticos en el método se
realizo la prueba de hipotesis sobre la ordenada al origen de las rectas de regresién:

Hipotesis nula
Hipétesis alterna

H()IA:O
H]ZA-‘#O

Los resultados del tratamiento estadisitico (angxol) aplicado a los coeficientes “a” de las
ecuaciones de ajuste con un nivel de significancia @=0.05 s¢ presentan en las tablas [11.2.19

y 111.2.20.

TABLA IIL2.19. Verificacién de la hipdtesis nula que establece que la ordenada al
origen de las rectas de regresion es igual a cero al nivel de significancia «=0.05

Analito t njto2{n2gl) ;Se rechaza Ia hipétesis nula?
(Calculada)
Naftaleno 1.34 5 318 No
Acenafteno -1.13 IS 318 No
Acenaftileno 082 |5 3.18 Na
Fluoreno 076 |5 3.18 No
Fenantreno D17 5 3.18 No
Antraceno -1.77 |5 3.18 No
Fluoranteno 1.11 5 318 No
Pireno 060 |5 3.18 No
Criseno 060 8 245 No
Benzo{a)antraceno -1.81 8 245 No
Benzo{a)pireno 089 {8 2.45 No
Benzo{b)luoranteno -2.12 |38 2.45 No
Benzo{k)fluoranteno 2.14 |8 2.45 No
1,2,5,6-dibenzoantraceno | -0.36 |8 245 No
Benzo{ghi)perileno -1.66 |8 2.45 No
Indeno- {1,2,3)-pireno -1.50 |8 2.45 No




TABLA IIL2.20 Intervalos de confianza de la ordenada al origen de las rectas de
regresién para un nivel de significancia «=0,05,

Analito INTERVALO DE CONFIANZA
Naftaleno ] -1.03<a <2.53
Acenafteno -5.06< a <2.40
Acenaflileno -7.28<a<4.29
Fluereno -0.98< a <0.60
Fenantreno -0.64<a <0.57
Antraceno -0.25<a <0.07
Fluoranteno -0.67< a <0.32
Pireno -3.17<a <2:16
Criseno -0.71<a <0.43
Benzo(a)antraceno 1.57<a <0.09
Benzo{a)pireno -0.22<a <0.10
Benzo(b)fluoranteno 0.24<a <0.02
Benzo{k)fluoranteno : - - ) 0.26<a <0.02
Dibenzoantraceno -3.64<a<2.72
Benzo(ghi)perileno -0.39<a <0.07
Indeno (1,2,3)pirenc -1.07<a <0.26

De acuerdo con los resultados presentados en las tablas I11.2.17 y I11.2.18 se observa
que la recuperacién de 12 de los 16 HAP's es estadisticamente igual a 100%. Los solutos
cuya recuperacién es inferior al 160% son: El naftaleno, el benzo (ghi) perileno, y el
indeno (1,2,3) pireno. En el caso del nafialeno se pueden proponer dos explicaciones a la
pérdida de soluto: 1) durante la filtracidon de la muestra se utiliza vacio el cual puede
provocar pérdidas de naflaleno debido a la gran volatilidad de este compuesto, 2) dado que
el naftaleno es el compuesto menos hidrofobico del grupo de los HAP s ligeros, el volumen
de muestra preparada cargada en la precolumna (25ml) puede sobrepasar liperamente el
volumen de fuga de este soluto en las condiciones experimentales utilizadas. Por otra parte ,
en lo que se refiere al benzo (ghi) perileno y el indeno (1,2,3) pireno, nos parece evidente
que por su alta hidrofobicidad, una pequeiia porcién de ellos ha quedado adsorbida en la
membrana de filtracion o en las paredes de los recipientes que han estado en contacto con la
muestra acuosa, a pesar de las precauciones tomadas para evitar pérdidas por adsorcion.
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En los tres casos mencionados seria posible aumentar la recuperacion de los solutos -
mediante el ajuste de condiciones experimentales durante la preparacién de la muestra,
siempre y cuando se tratara de analisis individuales. En efecto un ajuste de condiciones en
el andlisis del grupo de los HAP's ligeros o el de los HAP's pesados provocaria que otro u
otros compuestos del grupo no fueran recuperados completamente.

Es importante hacer notar que para estos tres solutos “problema” el intervalo de
conflanza para la pendiente muestra que la recuperacién minima esperada es superior al
80%%, lo cual puede considerarse bastante aceptable tomando en cuenta las concentraciones
extremadamente bajas a las cuales se realizo el estudio. De hecho, estos niveles de
concentracion estin impuestos por la propia baja solubilidad de los HAP's en los medios
acuosos. Por otra parte el benzo (a) antraceno es el Unico soluto para el cual se obtiene yna
recuperacion estadisiticamente superior al 100%. Puesto gue este compuesto es detectado
por fluorescencia y eluye en una regon del cromatograma donde no hay otros picos
cercanos (figuras I11.1.2 y II1.1.4), el error no puede ser atnbuido a problemas en la
integracion del pico por falta de resolucién. Una explicacién que se podria proponer es la
de la coelucion de alguna impureza, {proveniente del acetonitrilo o el agua utilizados en la
preparacion de las muestras o bien liberada por la membrana de filtracién), la cual fue
también preconcentrada durante el paso de la muestra a través de la precolumna de
extraccién en fase solida. Sin embargo el aplicar el métode punto por punto, con los
mismos reactivos y materiales a muestras de agua (obtenida del deionizador Nanopure) sin
dopar, no se observé la presencia de sefiales que interfirieran con los picos de los HAP's
(figuras 111.2.17 y 1i1.2.18),

Segin la discusién anterior no es posible explicar el resultado en exceso que se
obtiene para el benzo(a)antraceno, aunque cabe aclarar que el error es bastante pequeiio ya
que ¢l intervalo de confianza para la pendiente se encuentra entre 1.04 y 1.08 (104% a
108% de recuperacion).

En lo que se refiere a la ordenada al origen, las tablas 111.2.19 y I11.2.20 muestran
que es estadisticamente igual a cero para todos los HAP's. Por lo tanto, se infiere que el
método desarrollado no presenta errores sistematicos.
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Figera II1.2.17 Blanco de muestra (UV). Anilisis de una muestra grado reactivo sin
dopar tratada por el procedimiento de HAP's pesados.
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Figura 1152.18 Biance de muestra (Fluorescencia). Anilisis de una muestra de agua
grado reactivo sin dopar tratada por el procedimiento de HAP ‘s pesados.
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II1.3 Precision y Exactitud a Concentraciones Cercanas a los Limites de
Cuantificacién del Método.

La precisidn esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor del valor
medio y es expresada por la desviacion standard (s) y el coeficiente de variacién {(CV).
Ambos pardmetros {s y CV), permiten evaluar la incertidumbre de un resultado debido al
error aleatono que se manifiesta en la dispersion de los datos alrededor de la media
(ecuaciones ver anexo 1).

Existen diversos criterios para juzgar la validez de un método analitico en funcion
de los rendimientos y el coeficiente de variacidn. Aunque estos criterios dependen
fuertemente del uso final que se dara a los resultados del andlisis (p.ej. certificacion de
farmacos, normatividad ambiental, diagndstico clinico etc.), una componente importante
para su establecimiento es la magnitud porcentual o la masa relativa del analite en [a
muesita. Asi, para un valor dado de CV, la aceptacion o rechazo dependerd si el analito es
un componente ’gn'ncipal en la muestra o si se encuentra a nivel de trazas.

Horwitz™* propone relacionar el CV con la concentracion del analito en la muestra
mediante una expresién empirica obtenida con base en 150 ensayos interlaboratorio de la
AOAC, los cuales fueron realizados utilizando diferentes técnicas y metodologias. Dicha
expresion es la siguiente:

Donde, C es la concentracion adimensional del analito. Por ejemplo, si la concentracidén
del analito es de 1 ppm (C= 10", mg de soluto/mg de muestra), el criterio de aceptacidn es
CV £ 16%,; para una concentracion de 1 ppb (C= 10”%) basta con un CV < 45%.

Por otra parte, el CFR® (Cédigo de Registros Federales) de E.U. , aplicado
principaimente en andlisis de firmacos en formulaciones y fluidos biolégicos (p.ej. ensayos
de bioequivalencia y biodisponibilidad), establece como criterios de aceptacién los
siguientes:

+ El método es exacto si el rendimiento obtenido para cualquier punto en el intervalo de
concentraciones definido por el método se sita entre £15% con respecto al valor real y

entre +20% si se trata del limite de cuantificacion,

e El método es preciso si, para cualquier punto del intervalo de concentractones definido,
el CV es < 15% y para el limite de cuantificacién < 20%.
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En el caso del andlisis de contaminantes

en muesitras ambientzles, la NPS

{National Pesticide Survey) y la EPA establecen como valores aceptables en muestras
fortificadas al nivel de las ppb (ug/L) una recuperacion de los analitos entre 70 y 130%™

TABLA IIL3.1 Exactitud y precisién del método
a muy bajos niveles de concentracion de los HAP's en muestras
de agua gradoe reactivo

Analito n | Recuperacién | s (recuperacién) CcVv Conc.
(%) promedio ppt (ng{L

Naftaleno 4 129 4.01 31 161
Acenafteno 4 101 54 5.4 190
Acenaftileno 4 94 9.0 9.6 183
Fluoreno 4 99 6.4 6.4 341
Fenantreno 4 100 4.8 4.8 55.5
Antraceno 4 94 9.5 10.1 37.2
Fluoranteno 4 &5 2.2 2.5 15.0
Pireno 4 77 27 34 36.3
Criseno 4 92 17.4 18,9 42.1
Benzo{a)antraceno 4 100 18.7 18.6 333
Benzo{a)pireno 4 107 37 35 8.6
Benzo(b)fluoranteno 4 84 4.7 5.6 10.7
Benzo(k)fluoranteno 4 77 5.6 7.2 8.3
1,2,5,6 dibenzoantraceno (4 72 7.1 9.9 105
Benzo(ghi)perileno 4 94 8.0 8.5 8.6
Indeno(1,2,3)pireno 4 82 9.9 12 41.0

En este trabajo se decidid estudiar la precision y exactitud del método a las
concentraciones mas bajas de los HAP s utilizadas en el estudio de linealidad, reportado en
la seccién anterior. El objetivo de ello fue el determinar si a estos niveles de concentracién,
del orden de las partes por tnllén (ng/L), €l método desarrollado cumplia con alguno(s) de
lo{s) criterios de aceptacidn antes mencionados.

72




TABLA I11.3.2 Intervalos de confianza para la recuperacién de los HAP s a
partir de muestras de agua grado reactivo dopadas a muy bajos niveles de
concentracion

Analito Intervalo de Confianza
(o= 0.05)
Naftaleno 122< R£135
Acenafteno 92< Rz 109
Acenaftileno 80 < R < 108
Fluoreno 89 < R< 109
Fenantreno 92< R< 108
Antraceno 79< R< 109
Fluoranteno 82< R< 89
Pireno 73< R< 81
Cnseno 64< R<120
Benzo{a)antraceno 70< R<130
Benzo{a)pireno 101 SR <113
Benzo(b)fluoranteno 76< R< 91
Benzo{k)fluoranteno 68< R< 86
1,2,5,6 dibenzoantraceno 61 Rs &84
Benzo{ghi)periteno 81 < R< 106
Indeno(1,2,3)pireno 67< R< 98

Con una mezcla estandar de los HAP's se doparon muestras de agua pura a las
concentraciones sefialadas en la tabla I11.3.1 para cada analito. Se analizaron 4 muestras
para los HAP's ligeros y 4 pama los HAP's pesados segun el método desarrollado. Los
resultados obtenidos se reportan en la misma tabla. Los intervalos de confianza para el %
de recuperacion de los HAP's calculados a un nivel de confianza a=0.05 (anexol) se
presentan en la tabla 111.3.2,

Los resultados muestran que la recuperacion promedio de todos los HAP's se sitia
entre 70% y 130% ademds el coeficiente de vanacion es inferior al 20%. Por lo tanto se
puede decir que a estos niveles de concentracion, el método desarrollado cumple con los
criterios de aceptacion de la NPS y la EPA respecto a la recuperacidén y muy holgadamente
con ¢! criterio propuesto por Horwitz"? para el CV. Asimismo, para todos los solutos se
cumple con los criterios de aceptacién para la precision al limite de cuantificacion
establecido por el CFR™. Sin embargo, 4 solutos no cumplen con et criterio de aceptacién
para la exactitud al limite de cuantificacién establecido por este organismo.
En reatidad, en el area de aplicacion de los preceptos del CFR, las concentraciones de los
analitos en las muestras a determinar son generalmente superiores a la ppm. Por ello los
criterios de aceptacion son mds exigentes que los de la EPA y ta NPS que se refieren a
concentraciones mil veces menores,
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En conclusién, se puede afirmar que el método desarrollado cumple con los criterios
de aceptacion en cuanto a precision y exactitud para los niveles de concentracion
estudiados. Estos niveles que podrian ser clasificados como ultratrazas, son de hecho entre
6 y 100 veces menores a la concentracion (del orden de las ppb) que ha sido tomada como
referencia para fijar los criterios de aceptacion de la EPA y la NPS.
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L4 Limites de Deteccién y Cuasntificacion.

El limite de deteccion estd definido como la menor concemtracion de amalito que
puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse. Su determinacion se puede efectuar
por comparacién con fa respuesta de un blanco, considerando como limite de deteccion {a
concentracion de un amalito cuya seiial supere la relacién seital/ruido en un factor de 3.

El limite de cuantificacién corresponde a la menor concentracion de analito que
pueda determinarse con una precision y exactitud establecidas. Tal como se discutié en la
seccion II1.3. Otros criterios establecen el limite dé cuantificacién como aquelia
concentracion del analito que produce una respuesta superior a la relacion seiial/ruido en un
factor de 10. :

Los limites de cuantificacién también pueden estimarse a partir de la curva Area vs
Concentracion obtenida por el andlisis de muestras sintéticas dopadas con el analito a
diferentes niveles de concentracion y analizadas segim el método desarrollado. Usualmente
se toma como limite de deteccion la concentracion que comresponde a tres veces el valor de
la desviacion estindar de regresion, calculada a partir de los datos expenimentales. El limite
de cuantificacion seria aquella concentracion que comresponde a 10 veces el valor de dicha
desviacion estandar.

En los experimentos efectuados para el estudio de linealidad del método (seccion
II1.2}, el anilisis de las muestras se hizé en diferentes dias. Por ello el drea de los picos de
los analitos para los diferentes puntos no solo esta afectada por la concentracion y el error
experimental, sino también por la variabilidad en las respuestas de los detectores de dia a
dia. Por lo tanto no se considerd adecuado calcular los limites de deteccion con base en la
curva Area vs Concentracion.

Otra opcién para la estimacién de los limites de deteccion y cuantificacién es
utilizar la desviacion estindar (en unidades de concentracion) obtenida por el andlisis de
varias replicas de una muestra dopada a muy bajos niveles de concentracion; de hecho
cercanos a los limites de cuantificacion, segim este procedimiento (USEPA™) e limite de
deteccion del método (LDM) se estima a partir de Ia siguiente ecuacion:

LDM =tu.1, 1a=099)* S
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Donde : tg, 1o =099 es el valor de la t de Student para un nivel de confianza del
99%, S es la desviacion estindar en unidades de concentracién estimada con n-1 grados de
libertad y n es el nimero de datos. Utilizando los resultados de los experimentos reportados
en la tabla I11.3.1, donde la concentraciéon de los HAP's es cercana al limite de
cuantificacién, se calcularon las desviaciones estandar en unidades de concentracion para
cada compuesto (tablas I11.4.1 y I11.4.2}. A partir de estos valores se determiné el limite de
deteccién para cada HAP por medios de la ecuacién ( ). Los resultados expresados en
concentracion (ppt) del analito en la muestra y en cantidad (ng) de soluto que pueden ser
detectados por el método desarrollado, se presentan en la Tabla I11.4.3.

Para el limite de cuantificacion se opté por utilizar un valor de diez veces la
desviacién estandar calculada en unidades de concentracién. Los resultados se muestran en
latabla IT1.4.4.

Tabla I11.4.1 Desviacitn estindar de la concentracién determinada para HAP's
ligeros a niveles. cercanos al limite de coantificacién

Analito N S

(ppt).

Nafialeno 4 6.48

Conc. = 160.8 ppt

Acenafteno 4 10.3

Conc. = 190.0 ppt

Acenafiileno 4 16.5

Conc.=182.4

Fluoreno 4 2.17

Conc. = 34.1 ppt

Fenantreno 4 2.64

Conc. = 55.1 ppt

Antraceno 4 - 353

Conc. =37.2 ppt

Fleoranteno 4 0.324

Conc. = 15.0

Pireno 4 1.06

Conc. =36.2 ppt
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Tabla I1L.4.2- Desviaci6n estindar de la concentracién determinada para HAP's
pesados a niveles cercanos al limite de cuantificacién

Analito N S

{ppt) (ppt)
Criseno 4 7.33
Conc. =42.1
Benzo(a) antraceno 4 6.21
Conc. =33.3
Benzo(a)pireno 4 0.323
Conc.= 8.6
Benzo{b)Fluoranteno 4 0.504
Conc. = 10.7
Benzo{k)Fluoranteno 4 0.461
Cong. =83
1,2,5,6 Dibenzoantraceno | 4 7.44
Conc. = 104.6
Benzo{ghi) perileno 4 0.685
Conc. = 8.6
Indeno (1,2,3)pireno 4 4.05
Conc.=41.0

Tabla IL4.3 Limites de deteccién del método

Analito Limite de Limite de Limite de
deteccién® deteccién* deteccidn?*
Conc. =ppt {ng) Conc. = ppt
Naftaleno 294 Q.55 1800
Acenafteno 46.6 0.87 1800
Acenaftileno 74.9 1.40 2300
Fluoreno 98 0.18 210
Fenantreno 12.0 0.23 640
Antraceno 16.0 0.30 660
Fluoranteno 1.5 0.03 210
Pireno 4.8 0.09 270
Criseno 33.3 0.62 150
Benzo{a)antraceno 28.2 0.53 13
Benzo{alpireno 1.5 0.03 23
Benzo(b)fluoranteno 23 0.04 18
Benzo(k)fluoranteng 2.1 0.04 17
1,2,5,6 Dibenzoantraceno - 338 - 063 30
Benzo-(ghi)-perileno 3.1 0.06 76
Indeno~(1,2,3-cd)}-pireno 18.4 0.35 43

*Este método
**Método EPA 610%

77



TABLA I11.4.4 Limites de cuantificacion del método

Analito Limite de cuantificacion | Limites de cuantificacion
(ppt) (ng)
Naftaleno 64.8 1.2
Acenafteno 103.0 1.9
Acenaftileno 165.0 31
Fluoreno 21.7 0.4
Fenantreno 26.4 0.5
Antraceno 353 0.7
Fluoranteno 3.24 0.06
Pireno 10.6 0.2 -
Criseno 73.3 1.4
Benzo{a)antraceno 62.1 1.2
Benzo(a)pireno 3.2 0.06
Benzo(b)luoranteno 5.0 0.09
Benzo(k)fluoranteno 4.6 0.09
1,2.5.6 Dibenzoantraceno 74.4 14
Beénzo{ghi)périleno 6.8 0.1
Indeno(1,2 3)pireno 40.5 1.5

78




LS Aplicacién del Método al Anilisis de Muestras

Para todos los ensayos realizados en esta seccién se utilizé una columna Envirosep
nueva porque la columna empleada en todo el trabajo precedente empezo a tener problemas
{cromatogramas muy sucios) que no pudicron corregirse a pesar de haberla sometide a un
lavado exhaustivo con una serie de disolvenies. Desafortunadamente, la nueva columna
adquirida tenja un didgmetro interno mayor, por lo que la retencidn de los solutos se comid
hacia tiempos mas grandes; sin embargo, se mantuvo una resolucion similar entre los picos.
El problema provino de un "pico fantasma”™ o"pico de gradiente”, el cual, en fa primera
columna apareciz después del criseno  en el cromatogramaz de UV, sin provocar
interferencias para ia cuantificacion de los picos de interés, pero en la columna nueva el
pico eluyé completamente traslapado con el criseno impidiendo la determinacién de este
soluto,

Cabe mencionar que la elucién de ym “pico fantasma®™ puede ser modificada por
cambios en las peandientes del gradiente pero esto provocaria también cambios importantes
en la retencién de los HAP's y en Ja resolucién entre los picos. Considerando que la
certificacién del método fue hecha bajo ciertas condiciones de resolucion, se optd por no
modificar ¢l programa de gradiente. Por lo tanto en todos los experimentos que se reportan
en ¢s1a seecidn no se presentardn resultados para criseno.

IILS.1 Estabilidad de los HAP's en muestras de agus pora mantenida
a temperatura ambiente por 24 horas.

Para este expenmento se fortificaron dos muestras de agua grado reactive con la
mezcla de los HAP's a las concentraciones presentadas en la tabla I11.5.1. Las muestras se
prepararon de acuerdo con €l procedimiento descrito en la seccién IL4.B, una para HAP's
ligeros y otra para HAP’s pesados. Los kitazatos con las muestras ya preparadas se taparon
con papel aluminio y se dejaron por 24 horas sobre 1a mesa de laboratorio expucstos a la
luz v a la temperatura ambiente. Después de este tiempe se continud con la
preconceniracion de las muestras y los subsecuentes pasos para sa analisis.

La recuperacion obtenida para cada analito se reporta en la tabla I1L5. 1. Dado que
las concentraciones en cste experimento estin dentro del intervalo de concentraciones
considerado en ¢l estudio de linealidad (seccion [IL2), los resultados obtenidos se
compararon con el intervalo de confianza delerminado para la pendiente en dicho estudio
(Tabla 1IL2.18). '
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De esta comparactén se deduce que hubo pérdidas importantes de antraceno,
benzo(k)fluoranteno, benzo{ghi)perileno e indeno (1,2,3) pireno. También hubo una
pequedia pérdida de fenantreno y benzo(b)fluoranteneo (< 10%). Por el contrario, se observo
un ligero incremento estadisticamente significativo en la concentracién recuperada del
benzo(a)antraceno (< 10%).

Estos resultados parecen indicar que algunos HAP s no son suficientemente estables
en disolucidn acuosa, atn en presencia del acetonitrilo que  se afiadio a las muestras
durante su preparacion. Es de notar que esta degradacién solo se produce en miembros del
grupo de tos HAP's pesados, a excepcion del antraceno, ¢l cual es de hecho un compuesto
frontera entre los dos grupos.

TABLA II1.5.1 Estabilidad de HAP's en la muestra de agua grado reactivo

e Nombre % de Recuperacién | Concentracién (ppt)*
Naftaleno 94.8 322
Acenafleno 106 379
Acenaftileno 102 365
Fluoreno 114 682
Fenantreno 94.3 111
Antraceno 72.5 74.2
Fluoranteno 107 59.7
Pireno 90.8 72.5
Benzo(a)antraceno 115 133
Benzo{a)pireno 99.0 34.6
Benzo(b)fluoranteno 94.3 42.6
Benzo(k)fluoranteno 822 333
1,2,5.6 dibenzoantraceno 96.2 420
Benzo{ghi)perileno 66.0 34.6
Indeno(1,2,3)pirenc ) 60.4 164

*concentracién nominal a la que fue dopada ta muestra



-IL5.2 Estabilidad de HAP's en muestras de agua potable mantenidas a temperatura
. ambiente por 24 horas

Las muestras fueron tomadas de la llave de suministro de agua potable al laboratorio
de cromatografia de liquidos. Esta agua proviené de la plama potabilizadora de Ciudad
Universitaria. i

Las muestras de agua potable s¢ doparon con la mezcla de poliaromaticos a las
Mismas concetitraciones que en el ensayo con agua grado reactivo (seccién I1.5.1) con el
objeto de comparar la estabilidad de los solutos en ambos medios. Las muestras fueron
preparadas segin los procedimientos para HAP's ligeros y HAP ‘s pesados y se dejaron en
reposo a temperatura y luz ambiente durante 24 horas. Posteriormente se continué con la
preconcentracion y analisis de cada muestra.

Para la discusion posterior es importante recordar que las muestras preparadas segin
¢l procedimiento para HAP's ligeros se emplean en la determinacién de: naftaleno,
acenafteno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno y pireno, que se detectan por UV, asi como:
antraceno y fluoranteno, que se detectan por fluorescencia. Por otra parte; los solutos
determinados con la muestra preparada para HAP's pesados som: henzo{a)aniraceno,
benzo(a)pireno, benzo({b)fluorantero, benzo(k)fluoranteno, dibenzoantraceno,
benzo(ghi)perileno e indeno-(1,2,3)}-pireno, que se detectan por fluorescencia; el criseno
también pertenece al grupo de pesados y se detecta por UV, pero como ya se explico
anteriormente, no se cuantificG en estos ensayos debido a la coelucién del pico de
gradiente. Dentro de esta familia de HAP” los solutos fenantreno, antraceno, fluoranteno, y
pireno se pueden considerar solutos frontera ya que, segin lo observado en el trabajo
previo, se recuperan bien tanto si se utiliza el procedimiento de preparacion de muesta para
HAP’s ligeros como el disefiado para HAP s pesados.

Con estas consideraciones, en la Tabla 111.52 se muestran los resultados de
recuperacion obtenidos para HAP's en el presente ensayo. Como puede observarse, hay
una pérdida  muy importante de la gran mayoria de estos solutos cuando se dejan durante
24 horas disucltos en agua potable. Algunos compuestos como acenafteno, acenaftileno,
pireno y benzo{k)fluoranteno se degradaron totalmente. Para el resto del grupo, con dos
excepclones, las recuperaciones oscilan entre el 20% y el 75%. Los tnicos solutos que se
recuperaron completamente fueron el fluoreno y ¢l benzo(a)pireno, Para este ltimo
compuesto la recuperacidn se encuentra ligeramente arriba del 100%, lo cual puede
atribuirse a la coelucion de alguna pequefia impureza presente en el agua potable o formada
durante la degradacion de los otros HAP's. Comparando las tablas O15.1 y I11.5.2 se
deduce que la estabilidad de los HAP's es mucho menor en agua potable que en agua grado
reactivo, lo cual muy probablemente es debido al cloro residual en el agua potable.
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TABLA II1.5.2 Estabilidad de HAP's en la muestra de agua potable

Nombre % de Recuperacién | Concentracion {ppt)*
Naftaleno 622 322
Acenafteno — 379
Acgnaftileno 1 - 365
Fluoreno 102 68.2
Fenantreno 54.9 ill
Antraceno 213 74.2
Fluoranteno 55.0 59.7
Pireno e 72.5
Benzo(ajantraceno 30.7 133
Benzo{a)pireno 109 34.6
Benzo{b)fluoranieno 73.9 42.6
Benzo(k)fluoranteno | @ ---e- 333
1,2,5.6 dibenzoantraceno 67.9 420
Benzo{ghi)perileno 25.5 34.6
Indeno(1.2,3}pirenc 4.7 164

* concentracién nominal a la que fue dopada la muestra

Por otra pane, es muy interesante comparar entre sf los cromatogramas obtenidos en
estos experimentos. La figura T11.5.1 muestra los cromatogramas UV obtenidos de la
inyeccion del estandar con e} que fue dopada el agua potable y del andlisis de las muestras
de HAP's ligeros y pesados. Aunque la linca base en los cromatogramas de la muestra
presenta mucho ruido pueden observarse claramente los picos de los solutos de interés. En
el cromatograma de HAP's ligeros s6lo aparecen claramente definidos los picos de
naftaleno, fluoreno, fenantreno y el pico de gradiente que engloba a la pequefia cantidad de
criseno que alcanza a recuperarse en este andlisis, Por comparacién con el cromatograma
del estandar se observa la disminucion de los picos del naftaleno y fenantreno, asi como la
completa desaparicion de acenafieno, acenafiileno y pireno. En el cromatograma de HAP's
pesados se detectan pequeiios picos de naftaleno y fluoreno (lo que alcanza recuperarse en
este analisis), un pico de fenantreno similar al del estandar, un pequefio pico del pireno
correspondiente a menos del 50% del pico del estindar y el pico del criseno coeluyendo
con el pico de gradiente. Cabe mencionar que e! pico de gradiente varia de tamafio
aleatoriamente, razon por la cual aunque estd englobado también en el pico de criseno del
estandar, no es posible cuantificar este soluto.
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De estas comparaciones se deduce que el pireno es ligeramente mas estable en la
muestra de HAP's pesados y ¢l fenantreno es completamente estable en esta muestra.
Puesto que la Onica diferencia entre las muestras de HAP's ligeros y pesados es el
contenido de acetonitrilo (5% y 25% respectivamente) se concluye que la presencia de este
disolvente organico en ¢l agua protege, hasta cierto punto, a los HAP's del ataque del cloro.

La figura I11.5.2 muestra los cromatogramas de fluorescencia del estindar y de las
- muestras de agua potable dopadas, Como se observa, la linea base en los cromatogramas de

las muestras es considerablemente menos ruidosa que la obtenida por UV. En ¢l
cromatograma de la muestra de HAP s ligeros se ve un paquete de picos que eluyen a bajos
tiempos de retenci6n (<30 min) que corresponden a productos formados por la degradacion
de los HAP's en el agua potable. Asimismo, el pico que eluye justo antes del
benzo(a)antraceno corresponde a un producto de degradacion. Los picos de antraceno y
fluoranteno en esta muestra son pequefios comparados con los del estindar, indicando la
fuerte destruccion de estos solutos, ambos picos presentan un pequeiio hombro delantero
debido a impurezas presentes en la muestra. En el cromatograma de los HAP's pesados se
observa claramente la fuerte disminucién de benzo(a)antraceno, benzo{ghi)perileno e
indeno (1,2,3)pireno con respecto al estndar inyectado y es evidente la total destrucccion
del benzo({k)fluoranteno. También se observan algunos picos correspondientes a productos
de degradacion {uno antes del antraceno, otro junto al benzo{a)antraceno y un tercero que
aparece como un hombro en el dibenzoantraceno). Sin embargo, hay muchos menos picos
debidos a productos de degradacién que en la la muestra de HAP's ligeros. Son de notar
particularmente las sefiales del antraceno y el fluoranteno; el primero ha desaparecido casi
completamente, mientras que el segundo ha aumentado al grado que su recuperacién
calculada es del 150%. Esto indica que el antraceno no es protegido de la degradacién por
el mayor contenido de acetonitrifo en Ia muestra de HAP’s pesados; de hecho el efecto
puede ser contrario pues su grado de destruccion en la muestra de HAP's ligeros es menor.
Por otra parte, el notable incremento del fluoranteno sélo puede ser explicado si se asume
que: (1) este compuesto es estable en presencia de contenidos mayores de acetonitrilo en ¢l
agua potable y 2) el fluoranteno se forma como producto de degradacién de HAP's mas
pesados (por gj. El benzo(k)fluoranteno).

Por ultimo es importante mencionar que aunque ¢l benzo(a)pireno se recupera
totalmente en la muestra de agua potable preparada para HAP's pesados, su estabilidad es
debida al contenido de acetonitrilo. En efecto, en las muestras de agua grado reactivo
preparadas para HAP's ligeros (con bajo contenido de acetonitrilo} su recuperacidn es del
orden del 42 al 45%, debido a pérdidas por adsorcion durante la preparacién y filtracién de

_la muestra; sin embargo en la muestra de agua potable para HAP's ligeros la recuperacién
del benzo{a)pireno fue de sélo 9%, lo que demuestra que no sélo hube pérdidas por
adsorcién sino también hubo degradacién del soluto remanente.



Como conclusién del estudio reportado en este inciso se puede establecer que la
cloracién del agua potable es un método eficaz para eliminar los HAP's de este medio, aun
cuando se encuentren a muy bajos niveles de concentracion ( inferiores a la parte por
billén). Se puede preveer que en muestras de agua potable, sin ningin disolvente organico,
los HAP's estudiados podrian degradarse totalmente en un par de dias. La tnica posible
excepcion es la del fluoreno que resistié muy bién el ataque del cloro en las muestras con
bajo contenido de acetonitrilo. Por otra parte, es indudable que el método analitico
desarrollado puede ser un buen medio para un estudio mas a fondo de la degradacién de
€stos compuestos en el agua.
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Figura N11.5,1,a

Cromatograma UV obtenido. de una muestra de agua potable de Cindad
Universitaria dopada con los analitos a las concentraciones reportadas en la tabla
IL5.1 y tratada por el procedimiento para HAP's ligeros. Condiciones
cromatograficas e identidad de picos como en la figura I1L1.1, excepto didmetro
interno de la columna de 4.6 mm. (*) Pico de gradiente eluyendo con el criseno,
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Figura IIL5.1.b

Cromatograma UV obtenido de una muestra de agua potable de Ciudad
Universitaria dopada con los analitos a las concentraciones reportadas en la tabla
HI5.1 y tratada por el procedimiento para HAP’s pesados. Condiciones
cromatogrificas e identidad de picos como en'la figura TILL1, excepto didmetro
interno de la columna de 4.6 mm. (*) Pico de gradiente eluyendo con el criseno.
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Figura IT1.5.1.¢

Cromatograma UV del estindar de HAP’s obtenido . L.a cantidad inyectada de
cada soluto es similar a la cantidad teéricamente presente en 25 ml de !a muestra
de agua potable preparada. Condiciones cromatogrificas e identidad de picos
como en la figura LIL1.1, excepto diimetro interno de la columna de 4.6 mm. (*)
Pico de gradiente eluyendo con el criseno.
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Figura IIL5.2 a Cromatograma de fluorescencia cbhtenido de una muestra de agua
potable de Ciudad Universitaria dopada cen los analitos a las concentraciones
reportadas en la tabla HIS.1 y tratada por el procedimiento para HAP's ligeros.
Condiciones cromatograficas e identidad de picos como en la figura I1L.1.2.
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Fignra IL5.2b Cromatograma de flugrescencia obtenido de una muestra de agua potable de Ciudad Universitaria dopada con los analitos a las
concentraciones reportadas en la tabla ITL5.1 y tratada por el procedimiento para HAP’s pesados, Condiciones cromatograficas e identidad de
picos como en la figura IIL1.2.
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Figura IIL5.2c Cromatograma de fluorescencia del estindar de HAP's . La cantidad
inyectada de cada soluto es similar a la cantidad tedricamente presente en 25 ml de la
muestra de agua potable preparada. Condiciones cromatogrificas e identidad de picos
como en la figura I1L 1.2, excepte dismetro interno de la columna de 4.6 mm.




. LIL5.3 Analisis de HAP's en una muestra de agua de rio

Una de las ciudades inmersas en la zona petrolera de Tabasco es Paraiso,
situado muy cerca de la terminal maritima de Dos Bocas. Por esta ciudad atraviesa un
pequefio rio llamado Rio Seco, el cual fue seleccionado para probar el método
desarrollado en una muestra real proveniente de una zona expuesta a la contaminacién
por HAP's.

Se colectd la muestra de agua de rio a nivel superficial, en un envase de
aluminio de aproximadamente 1 litro de capacidad con tapdn hermético. El recipiente
con la muestra se mantuvo a baja temperatura y se transporté via aérea a la Ciudad de
Mexico para realizar el andlisis. Cabe mencionar que no se colect la muestra en los
frascos de vidrio ambar de 75 ml sugeridos en el método porque se constatd con un
primer intent6 fallide de transporte de muestra, que los frascos con los que se contaba
no eran lo suficientemente herméticos y resistentes. Dado que, segin nuestra
experiencia, 1a adsorcidn de HAP's en superficies métalicas es mucho menor que en
vidrio u otros materiales plasticos, se optd por emplear ¢l envase de aluminio
mencionado para la coleccidn y transporte de la muestra. Una vez en el laboratorio, la
muestra se vertié en los frascos de 75 ml y se guardd en refrigeracion hasta su andlisis.

La muestta Blatico se prepard v analizé segin los procedimictitos pari HAP's
ligeros y pesados. Las figuras If1.5.3 y II1.5.4 muesfran los cromatogramas de UV y
Fluorescencia obtenidos. Como puede observarse, el perfil del cromatograma cambia
drasticamente segiin el modoe de preparacion de la muestra. Los cromatogramas UV y
Fluorescencia de las muestras tratadas sepun el procedimiento para HAP's ligeros
presentan un gran pico de matriz al inico del cromatograma. Posteriormente, en UV se
observa un conglomerado ( entre 17 y 37 min) con pequefios picos entre los cuales no
destaca ninguno en particular pero, debido a que sste conjunto eluye en ol intervalo de
tiempos de retencién que corresponde a los HAP's ligeros que se cuantifican en UV, es:
cvidente que en esta matriz los limites de deteccion inequivoca y cuantificacion de estos
compuestos serdn mas alios que los determinados en agua grado reactivo. En lo que
réspecta al cromatograma corréspondients en fluoréscenicia, s€ observan también un
conglomerdo en ¢l mismo intervalo de tiempo pero en este caso si se observan varios
picos grandes y bien definidos; entre ellos Ios unicos de interés son los dftimos dos
porque eluyen dentro del intervalo de tiempos de retencion que corresponde a los
HAP’s que se cuantifican por fluorescencia. De hecho estos dos picos tienen tiempos de
retencitn idénticos a los del antraceno y fluoranteno.

En los cromatogramas de las muestras preparadas por el procedimicnto para
HAP's pesados, el pico inicial de mainiz es mucho mas pequeiio y estreche. Esto
significa que una buena parte de las intereferencia mas polares presentes en la muestra
s¢ climinan durante la etapa de concentracién por fuga de la precohumna (se recuerda
que ert este procedirtiiento l& solucidn de carga contiene 25% de acetoritrilo).
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El conglomerado entre 17 y 37 minutos sigue apareciendo en los cromatogramas
de los dos detectores, pero en fluorescencia las sefiales de los grandes picos han
desaparecido casi completamente y solo persisten los picos que eluyen a los iempos de
retencion de antraceno y fluoranteno, Sin embargoe, este Gltimo muestra una sefial
sobrepuesta que no aparecié en el cromatograma de fluorescencia de HAP's ligeros. En
cuanto al cromatograma UV de HAP's pesados, se observa on gran pico a los 18 min
qiic no corresponde 4 ninglin soliito de interds segiido de un conglormerado con algunas
sefiales un poco mas intensas y definidas que en €l cromatograma de HAP's ligeros. En
todo caso, el UV no se utiliza para cuantificar los HAP's pesados, excepto el criseno
que como ya se ha mencionado no esta considerado porque coeluye c¢on un pico
fantasma. De hecho este pico de gradiente se observa muy claramente al final del
conglomerado en los dos cromatogramas de UV.

Como ya se ha mencionado, el antraceno y el fluorantero son compuestos
frontera que pueden detenminarse tanto si la muestra se prepara por €l procedimiento
para HAP's ligeros como si se hace por el de HAP's pesados. Ademas, en las
condiciones experimentales utilizadas, ¢stos compuestos practicamente no dan respuesta
en UV (excepto a muy alta concentracién) pero si en fluorescencia, Considerando ltos 4
cromatogramas de [a muestra de agua de rio presentados en las figuras 11153 Y 1115.4
se puede asumir con bastante confiabilidad que los picos sefialados en los
cromatogramas de fluorescencia, que eluyen a los tiempos de retencién dz estos dos
solutos, son efectivamente antraceno y fluoranteno.

La muestra de agua de rio se fortificé con la mezela de peliaromiticos a las
mismas concentraciones estediadas en las secciones anteriores con las muestras de agua
grado reactivo y agua potable (tablas TIL5.1 y 1I152). Las muestras dopadas se
prepararon por los procedimientos para HAP's ligeros y pesados y se analizaron.

Los objetivos de estos experimentos fueron:
1. Deducir si en el agua de rio era posible detectar y cuantificar los HAP's a estas
concentraciones.
2. Cuantificar al antraceno y al fluoranteno presentes en el blanco del agua de rfo.

Las figuras 11155 y I11.5.6 muestran los cromatogramas obtenidos en UV y
fluorescencia respectivamente, { En ambas figuras se presentan, el cromatograma de la
muestra preparada para HAP's ligeros (cromatograma a) y el de la muestra preparada
para HAP's pesados (cromatograma b). El estandar correspondiente s €l mismo que se
utilizé para el estudio de-estabilidad en agua potable (figuras IIL.5.1¢ y 11L5.2¢) ). La
cantidad de cada soluto inyectado en el estandar corresponde aproximadzmente a la
cantidad que deberia ser analizada en cada muestra si la recuperacion fuera del 100%.
La comparacion cuidadosa de los cromatogramas muestra varios factores interesantes
que se discuten a continuacion.
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Se observd que los picos de los HAP's en las muestras dopadas tienden a ser
mas finos que en el estandar inyectado. Esto se ve claramente al comparar las alturas de
los picos en el estdndar y en la figura 1IL.5.6b, que corresponde a las condiciones en las
cuales se espera una recuperacion cercana al 100% para los HAP's pesados. Las alturas
de los picos 8 a 13 son significativamente mayores en la muestra. También se observa
en la figura II1.5.5b para los solutos frontera, fenantreno (pico 3) y pireno (pico 8). De
hecho, en este dltimo cromatograma se logra incluso separar el criseno (pico 10) del
pico de gradiente por este particular efecto de afinacién de los picos en la muestra. Se
piensa que debide a la gran cantidad de materia orgénica que se acumula en la
precolumna durante la etapa de carga y concentracton de la muestra, se produce un
efecto de compresién de bandas de los solutos y por lo tanto una afinacién de los picos.

Los efectos que provoca la matriz en la forma de los picos, aunados al *“ruido” o
“absorbancia de fondo™ de la propia matriz hacen inviable la cuantificacién de los
analitos por estandarizacién externa. En este caso el anico método de cuantificacién
aceplable es por adiciones patrdn.

Por otra parte, los cromatogramas obtenidos muestran que, a las concentraciones
trabajadas, los HAP's ligeros que se determinan por UV se encuentran practicamente al
nivel del limite de deteccidn en esta muestra. Por tanto, ain utilizando el método de
adiciones patron, su cuantificacion a estas concentraciones resultaria poco confiable.
Las inicas excepciones serian el fenantreno (pico 5) y el pireno (pico 8) cuyas seiiales
son francamente superiores al rtido de fondo.

Por el contrario, tode tos HAP's que se determinan por fluorescencia si pueden
ser cuantificados en esta matriz a los niveles de concentracién trabajados, es decir del
orden de algunas decenas o centenas de partes por trillén, dependiendo del analito
considerado.

La cuantificacién del antraceno y el fluoranteno presentes en el agua de rio se
realizd con base en los cromatogramas de la muestra blanco y la muestra dopada ambas
_ preparadas por el procedimiento para HAP's ligeros.

Los calculos se detallan en el anexo | y los resultados obtenidos se presentan en
la tabla 111.5.3 . Una porcion de la muestra se guardd en refrigeracion y se analizé dos
semanas después para ver si el antraceno y el flupranteno permaneccian estables en la
matriz en estas condiciones, Los resultados de este anilisis se reportan también en la
tabla Iif.5.3.
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TABLA 111.5.3 Anilisis de HAP s en una muestra de agua proveniente

del Rio Seco en Paraiso, Tab.

Observaciones

Soluto | Concentracion (ppt
Antraceno 29 ' Muestra analizada uBba
semana después de ser
Fluoranteno 26 colectada
Antraceno 25 Muestra analizada ftres] -
semanas después de ser
Fluoranteno 18 colectada.

De los resultados obtenidos en esta seccion se concluye lo siguiente.

a) El método desarrollado permite detectar naftaleno, acenafteno, acenaftileno y
fluoreno a niveles de concentracion ligeramente menores a 0.5 ppb en matrices

b)

<)

acuosas complejas como el agua de rio.

Este método permite cuantificar fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antracene, benzo{a)pireno, benzo(b}fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
dibenzoantraceno, benzo{ghi)perileno ¢ indeno-{1,2,3)}-pireno a concentraciones
infertores .a 0.5 ppb en aguas superficiales. De hecho la mayoria de estos
compuestos pueden incluso cuantificarse a concentraciones inferiores a 0.1 ppb.

Se detectd la presencia de antracero y fluoranteno en una muestra de agua
proveniente del Rio Seco en Paraiso Tab. Las concentraciones determinadas 1
semana después de haber colectado la muestra fueron de 29 y 26 ng/L
respectivamente. Sin embargo se observé una disminucién de la concentracién de
estos solutos en la muestra que fue guardada en refrigeracién por dos semanas. Por
lo tanto se presume que a concentracion de estos contaminantes en ¢l rio debio ser

ligeramente mayor a los valores determinados.
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Figura IT1.5.3.a Cromatograma UV obtenido del anilisis de una muestra del "Rio
Seco” sin dopar tratada por €l procedimiento para HAP's ligeros. Condiciones
cromatogrificas como en la figura IIL1.1, excepto diametro interne de la columna de
4,6 mm. .
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Figura HL53.b Cromatograma UV obtenide del andlisis de una muestra del "Rio
Seco" sin dopar tratada por el procedimiento para HMAP's pesados. Condiciones
cromatograficas como en la figura 1111, cxcepto diametro interno de la columna de
4.6 mm.
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Figura I1L5.4 3 Cromatograma de fluorescencia obtenidos del andlisis de uaa muestra de agua
del “Rio Seco” preparada por el procedimiento para HAP's ligeros .

Los picos sefalados corresponden probablemente a Antraceno y Fluoranteno. Condiciones
cromatograficas como en la figura ITL1.2.
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ioura 111.5.4. b Cromatograma de fluorescencia obtenido del anélisis de una muestra de
sua de "Rio Seco” preparada por el procedimiento para HAP s pesados. Los picos sefialados
rresponden probablemente a Antraceno y Fluoranteno. Condiciones cromatogrificas como
1la figura 1IL1.2, excepto didmetro interno de columna de 4.6 mm,
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Figura II1.5.5.a Cromatograma UV obtenido del anslisis de una muestra de agua del
""Rio Seco™ dopada con los analitos a las concentraciones reportadas er la tabla T1L5.1
y tratada por el procedimiento para HAP's ligeros. Condiciones cromatogrificas e
identidad de picos como en la figura [L1.1, excepto didmetro interno de columna de
4.6 mm.
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Figura ITL5.5.b Cromatograms UV obtenido del anilisis de unz muestra de agua de
"Rio Seco” dopada con los analitos a las concentraciones reportadas en la tabla 111.5.1
y tratada por el procedimiento para HAP’s pesados, Condiciones cromatograficas e
identidad de picos come en la figura IIL1.1, excepto didimetro interno de columna de-
4.6 mm. -
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Figura I1L5.6.a Cromatograma de fluorescencia obtenido de una muestra de agua del
"Rio Seco” dopada con los analitos a las concentraciones reportadas en Ia tabla I11.5.1
y tratada por el procedimiento para ligeros. Condiciones cromatogrificas como en la
figura II1.1.2, excepto didmetro interno de columna de 4.6 mm,
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Figura LIL5.6.b Cromatograma de fluorescencia obtenido de una muestra de agua de}
"Rio Seco™ dopada con los analitos a las concentraciones reportadas en la tabia ITL5.1
y tratatada por el procedimiente para HAP's pesados. Condiciones cromatogréficas e
identidad de picos como en la figura 1L1.2, excepto difimetro interno de columna de
4.6 mm. -
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a)
b}

d)

€)

CONCLUSIONES

Se implementd y certificd un método analitico que permite determinar 16 hidrocarburos
aromaticos polinucleares a niveles inferiores a 1a ppb en muestras de agua.

El método esti basado en el acoplamiento en linea del proceso de extraccion y
preconcentracion, por EFS, con el proceso de analisis, por HPLC. Esta tecnologia
permite optimizar y simplificar la prcparacmn de muestra, reduciendo al minimo su
manipulacion, lo que con lleva a las siguientes ventajas:

Mayor precision y exactitud en las determinaciones

Menores riesgos para el analista por exposicion a productos toxicos

Volimenes de muestra requeridos para una analisis completo relativamente pequefios
{150 ml ). Esto implica a su vez menor esfuerzo y costo para el transporte de muestras

desde el sitio de recoleccion,

Minimo consumo de disolventes organicos durante la etapa de preparacion de la
muestra.

Proceso mas limpio que no requiere de la evaporacion de disolventes.

Muy bajos limites de deteccion y cuantificacion debide a que todo el soluto de interés
contenido en Ta muestra es analizado.

En el intervalo de concentraciones estudiado, variable segin el analito pero comprendido
entre fas 8 ppt y las 5 ppb, usando muestras de agua grado reactivo dopadas, se constatd
que el método redne las siguientes caracteristicas de calidad para todos los HAP's:

a)

b)

Buena linealidad en las curvas de cantidad analizada vs cantidad recuperada (R® >
0.99).

Recuperacién promedio cercana al 100%, con intervalos de confianza comprendidos
entre un minimo de 84% y un maximo de 123%.

-Ausencia de errores sistemiticos; la ordenada al origen de las curvas de cantidad

analizada vs cantidad recupgrada es estadisticamente igual a cero.

103



¥ El estudio de exactitud y precisién del método en niveles de concentracién cercanos al
limite de cuantificacion mostrd que la recuperacion promedio de los 16 HAP's se
encuentra comprendida en el intervalo de 70 a 130% con coeficientes de variacidn
infertores al 20%. Estos resultados son excelentes para los niveles de concentracién
trabajados los cuales se sitian entre 8 y 200 ppt segin el analito considerado.

¥ Por otra parte, los limites de deteccién del método para los 16 HAP's en muestras de
agua grado reactivo dopadas se encuentran comprendido entre 1.5 y 75 ppt segln el
soluto considerado. )
v

Finalmente, mediante algunos ejemplos se demostro la aplicabilidad del método para el
seguimiento y determinacion de estos contaminantes en aguas superficiales y tratadas.
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ANEXO1

A. Ecuaciones estadisticas®"’

Linealidad, método de los minimos cuadrsdos. Se supone una relacién lineal entra la
cantidad de materia cargada y 1a materia recuperada la cual esta dada por la ecuacién:

Y=a+ bX

Donde a = ordenada al origen y b = pendiente de la recta.

Para la ordenada al origen de cada recta de regresion es necesario realizar una prueba
estadistica que verifique si las rectas pasan por €l origen del sistema de coordenadas. Es

decir probar si estadisticamente a = 0, para un nivel de significancia a = 0,05,
Sea la hipdtesis nula Hg : A =0, hipbtesis alterna Hy:  A# 0 y nivel de significancia: 0.05
Criterio: Empleando el estadistico t (student), en un nivel de significancia dado se rechaza

la hipdtesis nula

$it < -tun 0t > tyn , donde t,n es el valor de la t student para a = 0.05 con (n-2) grados de
libertad.

t= [@-A)/S]* [nSq/ (S + (nx)* ) ]2

n = nimero de puntos sobre la recta de regresién
x = ¢l valor promedio de los valores x;

S, T [ S« Syy - (Sxy)2 /n(n-2) S« ]

S-NZ ¢ - (2" x)

i=1 i=1
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Syy-nZ'yi - (Z"y)’

i=1 i=1

Sy~nZ"Xiyi - (Z"y) (27 x))

Intervalo de confianza:

at ton Se *[(Sxe + (nx)*) /11 S ]*

Para el coeficiente b o pendiente de cada recta de regresién es necesario realizar una
prucba estadistica que verifique si b es igual a la unidad es decir si la fraccién de soluto
recuperada es igual a uno (exactitud multinivel) para un nivel de significancia a = 0.05.
Sea la hipotesisnula Hy: B=1

Hipotesis altema Hy: Bz 1

Nive! de significancia: 0.05

t = (b-BY S )*(Se/m)"”

Criterio: Empleando et estadistico t (student), en un nivel de significancia dado se rechaza
la hipétesis nula

§it <ty 01> lan , dondeiys es el valor de la t student para @ = 0.05 con (n-2) grados de
libertad.
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Intervalo de confianza del coeficiente b:

bt ten Se *(/ Sk )"

Precisién. Se expresa como la desviacion estindar ¢ que es estimada por S expresado o

también como el coeficiente de variacion CV.

s- (" (x- 02/ (@-1)"?

1i=1

X;es valor medido del ensayo

X es el estimador de la media poblacional p

Donde X= X"x;/n
1=1

CV = (S*100y/X
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Exactitud mononivel. Esta definida por la diferencia del valor experimental con el valor
asignado previamente como verdadero, en este caso el interés es probar estadisticamente si
s¢ ha logrado una recuperacién equivalente al 100%. El estadistico empleado es el
siguiente:

t=(X - ) (s/n'?)

Con una distribucion t con (n-1} grados de libertad.

Sea la hipétesis nula Hy : J4= 100

hipétesis alterna Hy: LL = 100

Nivel de significancia: 0.05

Criterio: Empleando el estadistico t (student), en un nivel de significancia dado se rechaza
la hipétesis nula

Sit<1a2 01> tyn , donde ten es el valor de fa t student para a = 0.05 con (r-1) grados de
libertad.

Intervalo de confianza para un nivel de significancia: a =0.05

X -tyn * (S/ (M) SRS X +ton * (S/ (M)
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B. Variables y ecusaciones utilizadas en la cuantificacién de HAP's en agua de rio

Ay Elérea del pico del soluto de interés en ¢l cromatograma de la muestra blanco.
A Eldrea del pice de soluto de interés en el cromatograma de 1a muestra fortificada.
Qyeqm) Los nanogramos del soluto de interés determinados en la muestra blanco.

Qgevy Los nanogramos del soluto de interés determinados en la muestra fortificada.

Qactiagy Los nanogramos del soluto de interés determinados en la muesira fortificada que
provenian de la adicidn patron.

%R El % de recuperacion del soluto de interés considerando posibles pérdidas por
adsorcion durante la preparacién de la muestra o por fuga de la precolumna durante ia
carga de ésta con la muestra preparada. Se asume que el %R es idéntico para la muestra
blanco vy la muestra fortificada.

Q(m; Los nanogramos de soluto que serian analizados en Ia muestra blanco si no hubiera
ninguna pérdida.

qin Los nanogramos de soluto que serian analizados en Ja muestra fortificada si no hubiera
ninguna  pérdida. :

9.4y Los nanogramos de soluto provenientes de la adicidn patrén que serian analizados en
la muestra fortificada si no hubiera pérdida.

Se puede establecer que:

Qaetm) = qem * % R/100

Qcrat) = Gran *  %R/100

Qaeriny = Qaetiom) + Qieriat) = (QemyHGiaay) * Yo R/A00

Ay 7 Ay = Qaeem) £ Qaertn = Qumy * (%o R/100)
(Gt Qo ) * (%R/100)
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de donde:

Q) = A ™ Qoad)

A -Am
Qo= Cstd * 100 ul /75 ml * 1 my/1000 ul * 75 ml/100 ml * 25 ml

Donde: Cstd es la concentracidn del estindar (ng/ml) utilizado para fortificar 1a muestra;
100 pl es la alicuota de estindar adicionado a la muestra, 75 ml es el volumen de la
muestra; (75m1/100 ml) es el factor de dilucién de la muestra durante su preparacién y 25
ml es volumen de muestra cargado en la precolumna.

Finalmente la concentracién de soluto en la muestra blanco Cm queda dade por:

Cm = {qe/ 25 ml) * (100 ml/ 7S ml)
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