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RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) son contaminantes ampliamente distribuidos en el
ambiente cuya exposicién representa un riesgo severo para la salud debido a su toxicidad, mutagenicidad y
carcinogenicidad. Los microorganismos pueden ser excelentes indicadores de la contaminacion de HAP’s u
otros compuestos dado su amplia variedad de habitats. Por esta razén, en afios recientes se han estado
realizando diversos estudios sobre los efectos que causa la exposicion a contaminantes en los
microorganismos. Sin embargo, la mayoria de estos estudios son enfocados a los compuestos inorganicos
como los metales pesados, dejando mas escasos los estudios relacionados con los contaminantes
organicos. Lo anterior debido principalmente a la dificultad para hacer la determinaciéon de estos por no
contarse con los métodos de preparacién de muestra adecuados. Colpoda cucullus es un protozoario que
tiene potencial como bioindicador de contaminacién porque se ha observado que puede desarrollarse en
suelo y aguas contaminados. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue establecer las condiciones para
extraer y analizar tres de los HAP’s mds pesados, como son benzo[alantraceno, benzo[b]fluoranteno y
benzo[alpireno, en este protozoario y en sus medios de cultivo liquidos. El método analitico desarrollado se
basd en técnicas de extraccidn con adsorbentes y la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR)
con deteccién por fluorescencia. Los protozoarios fueron aislados de su medio de cultivo y concentrados
mediante centrifugaciones diferenciales. La extraccién de los contaminantes de los protozoarios se realizd
por Dispersion de la Matriz en Fase Sdlida (DMFS) con una silice C18 y la limpieza de interferentes con
mezclas de acetonitrilo/agua de diferente polaridad. Los recobros asi obtenidos estuvieron comprendidos
entre 84 y 96 %, el método de DMFS-CLAR presentd buena linealidad y repetibilidad en el intervalo de
concentraciones de 0.1-2.0 ng/mg de muestra, limites de deteccién (L. D.) entre 0.04 y 0.06 ng/mg, y
limites de cuantificacion (L. C.) entre 0.12 y 0.20 ng/mg. La optimizacion de un método para extraer a los
contaminantes del cultivo liquido se efectud en base a la técnica de Extraccidon en Fase Sdlida (EFS). La
optimizacion se realizé con ensayos en donde se agregaron al medio de cultivo 15 % de isopropanol y de
etanol a las muestras con el fin de mejorar la solubilidad y posterior elucién de estos compuestos tan
apolares que presentan alta adsorcidn a los materiales. El isopropanol fue el disolvente que produjo los
mejores recobros. El método por EFS-CLAR presentdé recobros comprendidos entre 70 y 74 %, buena
linealidad en el intervalo de concentraciones de las muestras entre 0.15-1.2 ng/mL de muestra para cada
compuesto, L.D. entre 0.03 y 0.04 ng/mL vy L.C. entre 0.10 y 0.14 ng/mL. El método se aplicé a cultivos de
Colpoda cucullus expuestos en el laboratorio a los HAP’s en concentraciones de 1 ng/mL de cada
compuesto en diferentes intervalos de tiempo. Los limites de deteccién y cuantificacién de los métodos
fueron lo suficientemente bajos para analizar con precision los HAP’s presentes en los protozoarios y en el
medio de cultivo liquido libre de células. EI mayor porcentaje de HAP’s encontrados en los protozoarios, se
obtuvo con un tiempo de exposicion de 5 hrs. Después de este tiempo, se observd que la adsorcién
comienza a disminuir junto con el nimero de protozoarios presentes en el medio de cultivo.



ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH's) are widely distributed pollutants in the environment.
Exposure to these compounds represents a severe risk to health because of their toxicity, mutagenicity
and carcinogenicity. The microorganisms can be excellent indicators of pollution with PAH’s and other
compounds because of their wide variety of habitats. For this reason, in recent years; some authors have
been conducting various studies on the effects caused by exposure to pollutants in the microorganisms.
However, most of these studies are focused on inorganic compounds such as heavy metals, leaving more
limited studies related to organic pollutants. This is mainly due to the difficulty to perform the
determination because there are not the suitable methods of preparation of sample. Colpoda cucullus is
a protozoan that has potential as a biomarker of contamination because it has been observed that it can
live in soil and contaminated water. Therefore, the objective of this study was to establish the conditions
to extract and analyze three of the heavy HAP's, such as benzo[alanthracene, benzo[b]fluoranthene and
benzo[alpyrene, in this protozoan and its liquid growth media. The analytical method develop was based
on extraction techniques with sorbents and High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with
fluorescence detection. Protozoa were isolated from the culture medium and concentrate through
differential spin. The removal of contaminants from the protozoa was conducted by Matrix Solid Phase
Dispersion (MSPD) technique, with silica C18 as dispersion sorbent and clean-up with mixtures of
acetonitrile/water of different polarity. The recoveries obtained were between 84 and 96 %, the MSPD-
HPLC method presented a good linearity and repeatability in the range of concentrations of 0.1-2.0
ng/mg of sample, limits of detection (LOD’s) between 0.04 and 0.06 ng/mg, and limits of quantification
(LOQ’s) between 0.12 and 0.20 ng/mg. Method optimization to removing contaminants from the liquid
culture was based on the Solid Phase Extraction (SFE) technique. The optimization was performed by
testing 15 % isopropanol or ethanol, added to the culture medium in order to improve the solubility and
subsequent elution of these very apolar compounds that show high affinity to the materials. Isopropanol
was produced the best recoveries. The method by SFE-HPLC presented recoveries between 70 and 74 %,
good linearity in the range of concentrations of the samples between 0.15 and 1.2 ng/mL of sample for
each compound, LOD’s between 0.03 and 0.04 ng/mL, and LOQ’s between 0.10 and 0.14 ng/mL. The
method was applied to a growth media with Colpoda cucullus exposed in the laboratory to PAH's in
concentrations level of 1 ng/ml for each compound at different time intervals. The limits of detection
and quantification of the methods were low enough to accurately analyze the PAH's present in protozoa
and in free cells liquid culture. The highest percentage of PAH's found in protozoa, was obtained with an
exposure time of 5 hrs. After this time, it was observed that PAH-adsorption begins to decline along with
the number of protozoa present in the culture medium



INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) son compuestos organicos formados por
tres o mads anillos aromaticos condensados, originados de diferentes fuentes relacionadas con la
actividad humana. Los HAP’s de cuatro o mads anillos y sus metabolitos son considerados
compuestos cuya exposicion causa riesgo severo para la salud debido a su toxicidad,
mutagenicidad y carcinogenicidad. Los HAP’s se forman por pirdlisis o combustidon incompleta

de la materia organica que contiene carbono e hidrégeno (0OIT, 2001).

En la actualidad se sabe que, parametros como la biodisponibilidad, toxicidad y
genotoxicidad pueden ser probados utilizando células completas en el monitoreo ambiental. Los
microorganismos del reino Protista son excelentes modelos para ensayos biolégicos y
ecotoxicolégicos. También estos organismos presentan un alto potencial como indicadores de
contaminacién ambiental dado que aun estando expuestos a los contaminantes, exhiben altos
grados de sobrevivencia e inclusive reproduccidn. Esto es muy util, cuando se pretende evaluar
si la bioacumulacién tiene relacidn con la resistencia de los microorganismos a los
contaminantes (Gutiérrez, 2003, Campbell, 1997). En particular, Colpoda cucullus es una especie
capaz de habitar diferentes ambientes, como el suelo, agua y aire, posee resistencia a diferentes
condiciones ambientales como sequedad, temperaturas altas y se puede encontrar en suelos
contaminados por hidrocarburos (Maeda, 2005). Los protozoarios como este microorganismo
pueden ser cultivados facilmente en el laboratorio bajo condiciones que simulen a las
condiciones naturales, por lo que desde hace algun tiempo se han estado utilizando para llevar
a cabo estudios sobre los efectos de compuestos xenobidticos como metales pesados,
hidrocarburos y pesticidas (Gutiérrez, 2003, Campbell, 1997, Ekelund, 1994; Foissner, 1997, Trielli,
2006) en su crecimiento y desarrollo. Sin embargo, en estos estudios solo se siguen los
pardmetros bioldgicos de las poblaciones y la desaparicion y/o acumulacién de los
contaminantes se evalia de manera indirecta en los medios de cultivo. Asi que, son pocos los
trabajos que hacen analisis de los contaminantes en los propios microorganismos, por no

contarse con métodos de preparacién de muestra adecuados.



La Dispersidon de Matriz en Fase Solida (DMFS) es una técnica de preparacion de muestra que
se caracteriza por su eficiencia para la separacién de un amplio rango de farmacos, pesticidas y
otros compuestos de diversos tipos de muestras sdlidas o semisélidas, ya sean vegetales o
animales. La técnica consiste en dispersar la propia muestra en los adsorbentes convencionales
utilizados en la Extraccion en Fase Sélida (EFS), formando una columna de cardcter
cromatografico Unico donde los componentes de la muestra son a su vez fraccionados por
eluentes apropiados (Barker, 2007). En particular, si la cantidad de muestra disponible es muy
pequeiia, existe la posibilidad de miniaturizar los métodos basados en esta técnica
disminuyendo la cantidad de fase dispersante a utilizar y la de disolventes de limpieza y elucién
(Kristenson, 2001). Considerando las caracteristicas de la DMFS, es de notarse que puede ser

aplicada a la extraccion de los HAP’s en microorganismos.

Los HAP’s también pueden ser extraidos de medios liquidos por medio de métodos basados
en la técnica de EFS con el uso de fases estacionarias apolares muy eficientes. Sin embargo, es
importante aclarar que, debido a la naturaleza quimica de los HAP’s, se aprecian pérdidas
importantes en los recobros, debido a su elucién incompleta de las columnas. Al respecto,
varios autores han hecho esfuerzos para identificar los parametros que afectan la exactitud y la
reproducibilidad de los métodos de EFS para HAP’s entre los que estan la baja solubilidad de los
compuestos en agua, adsorcion a los materiales, velocidad de flujo a través del cartucho de
extraccién, cantidad y tipos de modificadores orgdnicos agregados al agua, efectos de

interferencia de acido humicos, entre otros (Busetti, 2006).



OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo fue desarrollar un método que permitiera la
extracciéon y analisis de 3 HAP’s (benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno y benzo[a]pireno) en
protozoarios utilizando la técnica de Dispersion de Matriz en Fase Sélida (DMFS) como método
de preparacion de muestra y la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) con

deteccidn por fluorescencia para el analisis de los compuestos.

La optimizacion de un método por EFS-CLAR para la determinacién de los HAP’s en los
medios de cultivo fue realizado como objetivo secundario con el fin de realizar un bioensayo
simple en donde se demostrara que se puede discriminar la cantidad de HAP’s que se acumula

en los organismos de la que permanece en el medio liquido y adsorbida a la materia orgdnica.




CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1. Microorganismos y contaminacion.

Los microorganismos son esenciales para el medio ambiente ya que regeneran ciertos
nutrientes y participan en la propia limpieza de los ecosistemas mediante la degradacién de
materia organica y / o algunos contaminantes téxicos presentes en los sedimentos, suelos y
aguas. Por otra parte, en la actualidad, un gran ndmero de compuestos peligrosos, son
descargados al medio ambiente. Algunos trabajos realizados, se han enfocado en los analisis
globales de estos contaminantes, en particular, a gran escala. Sin embargo, los impactos
estudiados no tienen en cuenta la diversidad microbiana que es un contribuyente fundamental

a la calidad del suelo, el control y la sustentabilidad a largo plazo (Bending, 2007; Diaz, 2006).

Numerosas especies de organismos superiores se alimentan de microorganismos y como
consecuencia, los contaminantes pueden ser potencialmente transferidos a lo largo de las
cadenas alimentarias y afectar a organismos en los niveles troficos superiores, provocando

eventualmente, efectos adversos sobre la salud humana (Trielli, 2007).

De esta forma, las comunidades microbianas desempefian un papel importante en el
comportamiento de contaminantes a través de efectos directos como la capacidad de
metabolizar contaminantes orgdnicos en diferentes ecosistemas y, por tanto, eliminar estos
compuestos del sistema. El potencial de biorremediaciéon que tienen los microorganismos
puede ser evaluado mediante la investigacion de la relaciéon entre las concentraciones de

contaminantes y los tipos de comunidades microbianas y su distribucién (Slater, 2008).

Aksu, en el afio 2005, presentd una revision a cerca de la utilidad que tienen los
microorganismos en la remocion de contaminantes organicos como pesticidas, fenoles y tintes,
en aguas residuales. La remocidn se lleva a cabo por un proceso denominado “bioadsorcion” y
se esta convirtiendo en una alternativa prometedora para sustituir o complementar los
procesos de eliminacién de contaminantes organicos en aguas residuales usados actualmente.

Las ventajas que presenta este proceso son rapidez, bajo costo, facil disponibilidad, sencillas
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condiciones de funcionamiento, alta eficiencia a concentraciones muy diluidas o concentradas;
por lo cual, se han propuesto diversas metodologias para la limpieza de una gran variedad de
efluentes industriales. Las bacterias, hongos y levaduras son los organismos que muestran
mayor capacidad de eliminacién de compuestos organicos de las aguas residuales. Sin embargo,
la literatura indica que los estudios de bioadsorcidon de contaminantes organicos son limitados a
ciertos tipos de contaminantes y al uso de cierto tipo de organismos. Actualmente, existe la
necesidad de estudiar otros contaminantes orgdnicos y desarrollar nuevas cepas de
microorganismos con altas tasas de reproducciéon y que posean elevada capacidad de

bioadsorcion.

Otros organismos que se adaptan bien a los bioensayos son los protozoarios, ya que
crecen rapidamente, tienen una delicada membrana externa que puede reaccionar
rapidamente ante el estrés provocado por los contaminantes. Al ser los protozoarios
organismos eucariotas, los estudios de sus reacciones a los cambios ambientales pueden estar
mejor relacionados con los efectos que estos cambios producirian en organismos superiores,

que los estudios hechos en organismos procariotas (Campbell, 1997).

1.1.1. Estudios recientes de los efectos de contaminantes orgdnicos en

microorganismos.

La habilidad de identificar el impacto de sustancias toxicas en el medio ambiente y las
especies que habitan los ecosistemas depende de la capacidad de desarrollar métodos de
andlisis en agua, suelo, sedimentos y tejidos de los animales afectados (Crouch y Barker, 1997).
En el monitoreo ambiental, parametros globales como biodisponibilidad, toxicidad y

genotoxicidad pueden ser probadas utilizando células completas.

Sin embargo, pocos de estos trabajos reportan metodologias analiticas de extracciéon
en donde se aislen los propios contaminantes organicos de los microorganismos. La gran
mayoria de ellos hacen referencia a la realizacion de ensayos completamente biolégicos

como pruebas de toxicidad de los contaminantes sobre los propios microorganismos o
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experimentos de biorremediacién por microorganismos. A continuacién se describen

algunos de estos interesantes reportes:

En su trabajo, Trielli et al (2006) probaron el efecto de tres pesticidas organofosforados
(OF’s), basudin, cidial y fénix, en el microorganismo Colpoda inflata, examinando su
viabilidad, grado de reproduccién por fision y la capacidad de presentar y expulsar su
cromatina macronuclear en el citoplasma. En los resultados se demuestra que la exposicion
a estos tres OF’s causa un efecto dependiente de la dosis en la viabilidad de las células y
reduce significativamente el grado de reproduccién por fision. De igual forma, la exposicion
de quistes de resistencia a diferentes concentraciones de basudin y cidial, redujo

significativamente el nUmero de quistes de los controles sin pesticidas.

Li y colaboradores (2008) utilizaron una mezcla de organismos para degradar a los
HAP’s en un suelo contaminado a una concentracién de 15.72 mg/kg. Los resultados

indicaron que hasta el 85% del contenido total de HAP’s fue degradado.

Novotny y colaboradores en 2006, realizaron un estudio comparativo entre tres
diferentes tipos de organismos para realizar pruebas de toxicidad de colorantes azoicos vy
colorantes que contienen antraquinonas. Ellos utilizaron los microorganismos Vibrio fischeri
(bacteria), Selenastrum capricornutum (microalga) y Tetrahymena pyriformis (protozoario
ciliado). Se encontré que la microalga fue el organismo de mayor sensibilidad a la prueba de
toxicidad realizada. Sin embargo, los ensayos en el protozoario Tetrahymena pyriformis

mostraron que este organismo también puede ser un buen modelo de toxicidad.

Finalmente, en la tabla 1.1 se presenta una recopilacién de los trabajos que relacionan
microorganismos y contaminantes organicos, en donde se observa que en efecto, los
estudios se enfocan a la toxicidad, biorremediacién, impacto fisioldgico, viabilidad y
bioacumulacion. Sin embargo, en estos trabajos no se hacen analisis de los contaminantes
en los propios microorganismos, por no contarse con métodos de preparacion de muestra
adecuados. En el caso donde se da seguimiento a los niveles de estos contaminantes, se

efectuan analisis en las muestras ambientales (suelos, aguas, etc.) o en los cultivos.
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Tabla 1.1 Publicaciones recientes del estudio de contaminantes organicos en microorganismos.

Matriz Técnica
Microorganismo analizada Analito Estudio de Ref.
(Extraccion) analisis
Medicion de la toxicidad aguda e
Paramecium impacto fisiologico del analito en .
Carbofurano ] Hussain
caudatum . el protozoario que aparece ND
. (Pesticida) i (2008)
(protozoario) cominmente en muestras de
agua
Microfauna de una Tebuconazol, . . .
Suelo . Persistencia en el medio .
muestra de suelo ., Azoxystrobiny . Bending
. (Extraccion con . ambiente y efecto en las CLAR-UV
(protozoarios . clorotalonil . . . (2007)
i disolventes) . poblaciones microbianas
hongos, bacterias) (Fungicidas)
i Biorremediacion de sitios
Microfauna de una . ) .
. contaminados con diesel Cunningham
muestra de suelo Suelo Diesel . Grav.
. mediante el uso de placas con (2004)
fijada en PVA . . "
microorganismos fijos
Microfauna de una Suelo . Observar el comportamiento de
L, Pireno y fenantreno . Gentry
muestra de suelo (Extraccion con poblaciones degradadoras de CLAR-UV
, . (HC) (2003)
(bacterias y hongos)  disolventes) estos compuestos
Observar la viabilidad del
Euplotes crassus Diazinon (OP), Dicofol  microorganismo como indicador . Trielli
(Protozoario) (OC) y HgCl, de la toxicidad de los compuestos (2007)
en sedimentos marinos.
Determinar la capacidad de
Chlorella vulgaris . . P
. Extracto bioacumulacion de los i
(microalga) . o ] . Gonzalez-
obtenido de las Triazinas organismos y observar la utilidad .
Synechococcus . . . . GC-MS Barreiro
microalgas (Herbicidas) de estos microorganismos en la
elongatus . . (2006)
. . (EFS-C18) remocion de los contaminantes
(cianobacteria)
de muestras de agua.
Observar la bioacumulacién del
Azosplrtllum Sedimento de . contaminante en el WO
i . . Dicofol (OC) . . R. A.
lipoferum (bacteria) bacterias microorganismo y calcular (1996)
factores de bioconcentracion.
. . . Desarrollar un método basado en
Microcystis Sedimento de . . . Camean
. . . Microcistinas la DMFSy la CLAR para analizar
aeruginosa cianobacterias i CLAR-MS
i . (Hepatotoxinas) los compuestos y compararla con
(cianobacterias) (DMFS-C18 y ELL) (2004)

la técnica de ELL.

HC = Hidrocarburos; ND = No determinado, CLAR = Cromatografia de liquidos de alta resolucién, UV = Detector
Ultravioleta, PVA = Alcohol Polivinilico, OP = Pesticida Organofosforado, OC = Pesticida Organoclorado, GC-MS =
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas. R. A. = Contador de radioactividad YC; EFS = Extraccion en Fase
Sélida; C18 = Silice C18, DMFS = Dispersion de Matriz en Fase Solida; ELL = Extraccion Liquido-Liquido;
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1.1.2. Determinacion de contaminantes en microorganismos.

Los trabajos que estudian el efecto en organismos del reino Protista son cada vez mas
numerosos. Estos organismos, como parte de la microfauna, son excelentes modelos para
ensayos bioldgicos y ecotoxicoldgicos ya que estdn expuestos directamente a la
contaminacién ambiental y exhiben altos grados de reproduccion, por lo cual, se obtienen
multiples generaciones de organismos y con esto se pueden registrar ensayos de efectos
croénicos de compuestos xenobidticos en periodos de tiempo cortos (Gutiérrez, 2003; Trielli,

2006).

Una de las grandes ventajas en el manejo de los protozoarios es que pueden ser
cultivados en el laboratorio bajo condiciones que simulen a las condiciones naturales.
Gracias a esto, en afios recientes se han llevado a cabo diversos estudios sobre el efecto, en
estos organismos, de compuestos xenobidticos como metales pesados (Diaz, 2006; Martin-
Gonzélez, 2006, Madoni, 2006, Gutiérrez, 2003, Campbell, 1997, Fernandez-Leborans, 1995), hidrocarburos

y pesticidas, (Ekelund, 1994; Foissner, 1997, Trielli, 2006, Grzegorz Nacz-Jawecki, 2002).

La extraccion de metales pesados se realiza cominmente por medio de digestiones
acidas o basicas que permiten liberarlos de su matriz al destruir la materia organica que la
constituye. Los metales no pueden degradarse, por lo que a diferencia de los contaminantes
orgdnicos, las condiciones drasticas de extraccion no afectan su estructura. En la tabla 1.2 se
presentan algunos trabajos publicados para el analisis de metales pesados en diferentes

tipos de muestras.

En otros trabajos, no se realiza la determinacidn de los contaminantes directamente en los
microorganismos. De esta manera, Diaz (2006), desarrollé6 una técnica de monitoreo de la
contaminacién ambiental por metales pesados, basandose en ensayos de toxicidad aguda y
bioacumulaciéon de Zn, Cu y Cd en los protozoarios, Colpoda steinii, Colpoda inflata y
Cyrtolophosis elongata, aislados de diferentes muestras de suelo. Las pruebas de
bioacumulaciéon consistieron en exponer a los microorganismos a diferentes concentraciones
de los metales en los medios de cultivo durante 24 hrs. manteniendo los cultivos a una

temperatura de 28 °C.
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Después de este tiempo, la materia organica fue separada del cultivo liquido mediante
centrifugaciéon y al sobrenadante se le midid la concentracién de metales remanente
mediante Espectrometria de Induccion de Plasma Acoplado (ICP-AES). Por diferencia entre la
concentracion inicial y la final de cada metal en el medio de cultivo, se determina la cantidad

acumulada por las células de protozoarios.

Tabla 1.2 Publicaciones recientes del estudio de contaminantes inorgdnicos en algunos organismos.

Matriz Técnica
. . . Metales .,
Microorganismo analizada . Extraccion de Ref.
‘. analizados -

(Extraccion) analisis

Muestra
Pilayella littoralis pulverizada de Al (I11), Cu (I1), Co () En linea con una disolucion e Carrilho
(alga) algas unida a y Fe (1) de HCI0.12 M (2003)

silica gel
Lithognathus . o .

i 3 . Cu, Zn, Mn, Fe, Co, Digestion en microondas Uysal
mormyrus, Liza Musculo y piel . ICP-OES
Mg, Ni, Cry B con HNO; concentrado (2008)

aurata, (peces)

Bacterias
Bacillus thuringiensis  inmovilizadas en Cd (), Pb (I1), Mn (1),  En linea con una disolucién Es.F Mendil
(bacteria) fase sélido Cr (), Ni(I)yCo () deHCl1M (2008)

Chromosorb
Rapana venosa Digestion con HNO3 : ES-F Altu

P Carne Zn, Pb, Cu, Cd, As & 3 y 8

(Caracol) HClO, (5:1) ES-G (2002)

ICP-OES = Espectrofotometria de emisién acoplada a plasma inducido; ES-F = Espectrofotometria de flama,
ES-G = Espectrofotometria con horno de grafito

A pesar de que en el estudio anterior se hacen diversos testigos para medir la
acumulacién de los metales en otros componentes del cultivo, como bacterias, la medicidn
no deja de ser indirecta y puede conservar cierto error con respecto al valor real
bioacumuladows3 por los protozoarios, en particular, si la naturaleza de los contaminantes

les permite ser adsorbidos por la materia orgénica presente también en el medio de cultivo.

En lo que respecta a la extraccién de contaminantes organicos, no se aplican las
mismas técnicas que para los metales pesados. Por esta razon, solo se encontraron tres
publicaciones de metodologias que permiten determinar al analito de interés directamente

de las células de los organismos en estudio.
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En el primer trabajo, Mano y cols. (1996) describieron una metodologia para extraer y
analizar Dicofol (marcado con '*C) de un cultivo de bacterias (ver tabla 1.1). Los
microorganismos fueron aislados del medio de cultivo por medio de centrifugacion; al
sedimento se le determind la cantidad de Difocol unido a las células por conteo de

radiactividad.

En el segundo trabajo, Gonzalez-Barreiro y cols. (2006) determinaron los herbicidas
atrazina y terbutrin de muestras de cultivos liquidos de las microalgas, Synechococcus
elongatus y Chlorella vulgaris. Después de centrifugar 200 mL del cultivo, extraen los
herbicidas del sobrenadante mediante extraccidon en fase sélida en cartuchos empacados
con silice C-18. Los extractos se analizaron por Cromatografia de Gases—Espectrometria de
Masas (CG-MS). El sedimento fue resuspendido en medio de Bristol y nuevamente
centrifugado. Por otra parte, el sedimento fue resuspendido en metanol puro y colocado en
oscuridad durante 48 hrs. Después, las células de la suspension se rompieron al aplicarle
ultrasonido y se centrifugaron de nuevo para tener un liquido libre de material celular.
Finalmente, del sobrenadante se extrajeron los herbicidas por EFS en silice C18 y se

analizaron por CG-MS.

En el ultimo trabajo encontrado, Camedn y cols. (2004), describen el analisis de
microcistinas, que son una familia de hepatotoxinas producidas principalmente por
cianobacterias que pertenecen a los géneros Microcystis, Anabaena, Nostoc, Oscillatoria y
Haphalosiphon. El método que desarrollaron se basa en la DMFS, utilizando 50 mg de células
liofilizadas de Microcystis aeruginosa y 0.5 g de silice C18, realizando una limpieza de
interferentes con 10 mL de cloroformo y eluyendo los compuestos con 10 mL de una mezcla
MeOH-acido acético (1:1 v/v). Por otra parte, realizaron otro método de extraccién con la
técnica de ELL, utilizando la misma cantidad de células liofilizadas y extrayendo 3 veces con
10 mL de acido acético y 20 mL de una mezcla MeOH-cloroformo (1:1 v/v). las suspensién
de células fue colocada en un bano sdnico durante 15 minutos, agitada a temperatura
ambiente por 30 minutos mas y centrifugada a 4,500 g por 15 minutos. Finalmente, las fases
acuosas se combinaron, se evapord en un rotaevaporador y se resuspendio con 0.5 mL de
MeoH. Los investigadores obtuvieron buenas linealidades, buenos recobros y limites de

cuantificacion cercanos a 1 Yg/g para las dos técnicas de extraccién comparadas, con lo cual
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se observa que ambas técnicas son adecuadas para el analisis de las microcistinas. Sin
embargo, el consumo relativo de disolventes (90 mL para la ELL y 20 mL para la DMFS) y el
tiempo de andlisis (5 horas para ELL y 1 hora para DMFS), hacen que la extraccion por la

técnica de DMFS resulte mas rapida y barata.

1.2. Caracteristicas del microorganismo Colpoda cucullus.

Los protozoarios son microorganismos eucariontes con una amplia distribucién en
habitats terrestres y acuaticos. En muchos suelos, la biomasa de los protozoarios es igual o

excede a la de otros grupos de organismos, excepto las lombrices (Schréter,2003).

En los protozoarios, el mayor grupo de ciliados es la familia Colpodiade. Su ciclo de
vida, donde la reproduccién sexual no se ha reportado, incluye un “enquistamiento
resistente”, una estrategia adaptativa, que le permite a las especies sobrevivir bajo
condiciones ambientales adversas mediante la modificacion de las estructuras y funciones

celulares, ver figura 1.1 (Corliss, 1974).

Como todos los ciliados, las especies de Colpoda exhiben dos tipos de nlcleo a través
de su vida, el micronucleo y el macronucleo, que difieren uno del otro por su tamano, forma,
estructura y funcion. El micronucleo es considerado como el nucleo de la linea germinal. El
macronucleo, es el que controla el fenotipo de la célula y coloca los cuerpos de la cromatina
en el citoplasma durante la multiplicacidn celular formando quistes de reproduccidon ademas

de la formacidn de quistes de resistencia, figura 1.1B (Trielli, 2006).

En particular, Colpoda cucullus es considerado como una especie capaz de habitar
diferentes ambientes, tanto en suelo, agua y aire, principalmente se le encuentra en
ambientes con vegetacion como se observa en la tabla 1.3. Este ciliado edaficola, posee
resistencia cuando se encuentra en forma de quistes a diferentes condiciones ambientales
como sequedad, temperaturas altas (resisten 3 horas a 80 °C) y bajas (3 horas a -30 °C)
(Maeda, 2005). Su ciclo de vida comienza como trofozoito (forma vegetativa activada) de 40

pum de longitud, nada mediante cilios, se alimenta y crece hasta una longitud maxima de 110
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pum. Su reproduccién es asexual, formando quistes de reproduccion que se dividen dos
veces, produciendo de esta forma cuatro células de 40 um por quiste y el ciclo de
reproduccién comienza de nuevo. La ruptura del quiste de reproduccion se puede retardar si
el ambiente se torna seco. Desde el punto de vista funcional, en su forma tréfica, cada célula
cuenta con una delicada membrana externa, lo que le confiere la posibilidad de responder
de forma inmediata a los cambios ambientales, y en consecuencia, a la presencia de
contaminantes (Castro-Ortiz et. al., 2007) Cuando el alimento o las condiciones ambientales no
son optimos, las células forman quistes de resistencia. En estos ultimos, la division celular
no se lleva a cabo, asi que una vez que las condiciones ambientales sean favorables este
quiste de resistencia se romperd, emergiendo de él una sola célula. Colpoda cucullus se
alimenta de bacterias, pero también puede hacerlo con materia organica en descomposicién

(Mueller, 1970).

Figura 1.1 Colpoda inflata. Micro-fotografia electrénica de una célula vegetativa (A). Micro-fotografia éptica de
un quiste de reproduccion (B) presentando micronucleo (m), macronucleo (M) y una cromatina macronuclear
(e). Micro-fotografia electrénica de un quiste de resistencia (C). Barra = 5 um (Trielli, 2006).

Tabla 1.3 Porcentaje de colectas tomadas de diferentes habitats que contuvieron al protozoario Colpoda
cucullus (Mueller, 1970; Foissner, 1993, Bamforth, 2001)

L. No. de % de colectas que
Coleccion .
colectas contienen C. cucullus
Pequeiias plantas 540 88
Corteza de arboles ( cerca de 5 cm de diametro) 210 98
Suelo con vegetacion 428 83
Suelo sin vegetacion 176 28
Suelo con depresiones alternadas, hUumedo y seco 222 96
Zona litoral — Charcas y lagos 28 7
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En lo referente a la morfologia del microorganismo, el citoplasma de C. cucullus es
transparente y sus cilios miden 10 um aproximadamente, se desplaza mediante un
movimiento en espiral hacia la izquierda. Datos reportados por algunos autores seialan que

el peso de una cantidad de 10° células de C. cucullus esta entre 70-140 mg (Foissner, 1987).

La Figura 1.2 muestra una microfotografia electronica y una Optica de este

microorganismo.

Figura 1.2 Colpoda cucullus. A. Micro-fotografia electrénica (Lock, 2008) y B. Micro-fotografia dptica
(Holt, 2008) de una célula vegetativa.

1.3. Propiedades de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s)

1.3.1. Estructura Quimica de los HAP’s

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s), compuestos que integran una amplia
familia de hidrocarburos, solo contienen carbono e hidrégeno. En su estructura, estdn
formados por dos o mas anillos aromaticos condensados, en donde algunos dtomos de carbono
son comunes a dos o tres anillos. Esta estructura también se denomina sistema de anillos
fusionados; los anillos pueden estar en linea recta, angulados o racimados (0I7, 2001; Connell,
2005). Poseen gran estabilidad quimica debida a los sistemas conjugados de dobles enlaces, son

sélidos a temperatura ambiente y su volatilidad es muy pequefia. Debido a su caracter
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aromatico, los HAP’s absorben luz ultravioleta y producen un espectro fluorescente
caracteristico (Kalf y Crommentuijn, 1997). La estructura quimica de algunos de estos compuestos

se presenta en la Figura 1.3

A Ko o

Benzo(a)antraceno

Indeno(1,2,3,¢d)pireno
Benzo(b)fluoranteno

oelleteRolace

Benzo(k)fluoranteno Dibenzo(a,h)antraceno Benzo(a)pireno

Figura 1.3 Estructura quimica de algunos HAP’s (OIT, 2001)

El nimero posible de diferentes HAP’s es enorme, algunos estan presentes cominmente en la
naturaleza, el caso del naftaleno (CioHg, P.M. 128.2) considerado el miembro mas simple de
esta familia, mientas que el coroneno (Cy4H1>, P.M. 300.4) se considera como el compuesto de
interés ambiental con mayor peso molecular (Connell, 2005). Sin embargo, en la mayoria de los
casos las determinaciones se limitan al andlisis de 16 compuestos, considerados por la Agencia
de Proteccion al Ambiente de Estados Unidos (EPA), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
y la Comunidad Econdmica Europea (CEE), como contaminantes prioritarios debido a sus
efectos carcinogénicos (Tabla 1.4) en matrices como agua potable, industrial y de desecho,
sedimentos, suelos, particulas atmosféricas, asi como en tejidos bioldgicos (Pefia, 2003; Nadal,

2004).
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Tabla 1.4 Propiedades de algunos Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (Cram, 2005)

Peso

Solubilidad

Presion

HAP’s Log Log Efectos en
(# de anillos) Molecular | en agua de vapor Kow Koc la salud
g/mol (mg/L) (kPa)

Naft(""z')e”" 128 31.0 0012 | 337 | NR Téxico
Ace”?;;"e”" 152 3.5 0004 | NR | 323376 NR
Ace”"z‘;t)a'em 154 3.9 5.81x10* | 4.00 | 3.0-4.17 | Téxico

F'“‘(’sr;eno 166 1.98 4.16x10° | 4.18 | 3.59-4.05 NR
A””(Z‘;eno 178 0.073 2.26x10° | 4.54 | 3.88-4.31 | Carcindgeno
Fe”a(r;t)reno 178 1.3 9.04x10° | 457 | 4.13-4.31 | Carcinégeno
F'“Or(zr)‘te”" 202 0.26 0.0012 | 5.22 | 4.52-4.90 NR

P‘[Z)m 202 0.14 3.33x107 | 5.18 | 4.56-4.90 |  Toxico

Benzo{a%zytfaceno 228 0.04 2.93x10”7 | 5.75 | 5.28-5.58 | Carcindgeno
C”(T)”o 228 0.002 8.38x10° | 5.75 | 5.29-5.59 | Carcinégeno

Benzo[b]ngj)oranteno 252 0.0012 6.66x10° 6.09 | 5.46-6.08 NR
Benzo[k]f(l:)oranteno 252 0.0006 | 7.86x10™ | 6.03 | 5.88-6.08 | Carcinégeno
Be”ZO[(‘;])p"em 252 0.0038 | 7.45x10™ | 6.04 | 5.46-6.42 | Carcindgeno
Dibenzo[a(’;])a""aceno 278 0.0005 | 1.33x10™ | 675 | 597 | Carcindgeno

Benzo[gf’é])per”eno 276 0.0003 | 1.39x10™ | 6.86 | 6.31-6.78 NR
Indeno[a,2,3]pireno 276 0.053 1.33x10™2 6.58 7.66 Carcindgeno

(6)

Kow — coeficiente de reparto octanol/agua

Koc - Coeficiente de reparto agua/materia organica (expresada como fraccién de carbono organico, oc)

NR = No reportado
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1.3.2. Fuentes de produccion de los HAP’s y usos.

Los HAP’s se forman por pirdlisis o combustién incompleta de materia organica que
contiene carbono e hidrégeno. A temperaturas a la llama mayores a 500 °C, algunos de los
enlaces C-C, C-H y de otros tipos pueden producir radicales libres. Dependiendo de la
abundancia del oxigeno, algunos fragmentos reaccionaran con él para formar CO, y vapor de
agua; sin embargo, la mayor parte del tiempo la cantidad de oxigeno no estd suficientemente
bien dispersada y mezclada con los fragmentos, dando como resultado una mezcla entre estos
fragmentos, algunos de los cuales pueden ser radicales libres, los cuales al enfriarse conducen a
la formaciéon de fragmentos mds pesados, la mayoria de las veces HAP’s como se representa de

una manera general en la figura 1.4 (Connell, 2005).

{ o c Cc
c c” e e
| —= | — — | —
[+ c c
e &

cheoaNce

fenil-butlitetralin tetralin

|
l

SO

benzo(a)pireno

Figura 1.4. Posible mecanismo para la formacidn de HAP’s durante la combustién de materia orgdnica
(Connell, 2005)
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La composicién de los productos resultantes de ésta piro-sintesis depende del
combustible, la temperatura y el tiempo de estancia en la zona de la llama. Como regla general,
a elevadas temperaturas de combustién, se forma menor cantidad de HAP’s alquilados. Los
compuestos que contienen cadenas laterales, los compuestos insaturados y las estructuras
ciclicas suelen favorecer la formacién de HAP’s. Los combustibles que forman HAP’s son
metano, otros hidrocarburos, hidratos de carbono, ligninas, péptidos, celulosa, tabaco,

polietileno, etc. (0IT, 2001; Connell, 2005).

Debido a sus bajas presiones de vapor, la mayoria de los HAP’s se condensan
rapidamente sobre particulas de hollin o forman ellos mismos particulas muy pequeias. Los
HAP’s liberados a la atmdsfera en forma de vapor son adsorbidos por las particulas presentes
en ella. Por ello, se produce una diseminacién de aerosoles que contienen HAP’s, que pueden
ser transportados a grandes distancias por los vientos (O/T, 2001). Durante la formacién
geoldgica de combustibles fésiles como el petréleo y carbdn, el material biolégico se rompe
debido a la presién y una temperatura moderada (200 °C aproximadamente). Bajo estas
condiciones, los HAP’s se originan por mecanismos similares a los que ocurren durante la

combustién incompleta (Connell, 2005).

Existe una gran cantidad de fuentes naturales productoras de HAP’s, sin embargo las
gue sobresalen son la actividad volcanica y los incendios forestales. Como fuentes antrdpicos
en la produccidon de estos compuestos se tiene la quema de combustibles fdsiles para la
produccién de electricidad, los vehiculos de combustion interna, plantas incineradoras y la
guema de combustibles para uso residencial, ademas del humo del tabaco y en los alimentos

a la parrilla, ahumados y fritos (Connell, 2005; Schwedt, 2001; OIT, 2001).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos se utilizan principalmente en la fabricacién
de colorantes y en sintesis quimicas. El antraceno se utiliza en la produccién de
antraquinona, una importante materia prima para la fabricacidon de colorantes rdpidos. Se
emplea también como diluyente para conservantes de la madera y en la produccién de
fibras sintéticas, plasticos y monocristales. El fenantreno se emplea en la fabricacion de
colorantes y explosivos, en la investigacién clinica y en la sintesis de farmacos. El

benzofurano se utiliza en la fabricacion de resinas de cumarona-indeno. El fluoranteno es un
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componente del asfalto derivado del alquitrdn y del petréleo que se utiliza como material de
revestimiento para proteger el interior de las tuberias de agua potable de acero y hierro

ductil y los tanques de almacenamiento.

El anodo de Soéderberg utilizado en el proceso electrolitico de produccién de aluminio,
es la principal causa de exposiciéon a HAP’s en la industria del aluminio. Este danodo esta
formado por una mezcla de coque y alquitrdn de hulla. En los trabajos siderometalurgicos y
en las fundiciones se produce exposicién a HAP’s liberados por los productos de alquitran al
entrar en contacto con el metal fundido. Los preparados de brea se utilizan en hornos,
canales de colada y lingoteras. El asfalto que se utiliza para pavimentar las calles y las
carreteras procede principalmente de los residuos de destilacion del petréleo crudo. El
asfalto de petrdleo contiene pocos HAP’s superiores. No obstante, en algunos casos este
asfalto se mezcla con alquitran de hulla, lo que aumenta el riesgo de exposicion a HAP’s
cuando se trabaja con el asfalto caliente. En otras actividades en las que se utiliza alquitran
derretido y se rocia sobre una gran superficie, los trabajadores pueden sufrir una intensa
exposicion a HAP’s. Tales operaciones incluyen el recubrimiento de oleoductos, el

aislamiento de paredes y tejados (0IT, 2001).

1.3.3. Toxicologia y metabolismo de los HAP’s.

Los HAP’s, especialmente los de cuatro o mas anillos y sus metabolitos son
considerados compuestos con riesgo severo para la salud debido a su toxicidad,
mutagenicidad y carcinogenicidad (Kalf y Crommentuijn, 1997; NTP, 2002). En el afio de 1775, un
médico inglés, Sir Percival Pott, describid por primera vez un cancer de origen profesional, el
cancer de escroto de los limpiadores de chimeneas asociado a su prolongada exposicién al
alquitran y al hollin en condiciones deficientes de higiene personal. Cien afios mas tarde se
describié el cancer de piel en los trabajadores expuestos a alquitran o aceites bituminosos
como los aceites lubricantes para motores, los aceites de corte y los aceites que se utilizan

en maquinas de descarga eléctrica. A finales de 1910 se describid el desarrollo experimental
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de cancer de pulmdn en animales de laboratorio tras la aplicaciéon repetida de alquitrdn de

hulla.

En 1930 se describieron casos de cancer de pulmdn en los trabajadores de la industria
del acero y en la del coque. En 1933 se demostrd que un hidrocarburo aromatico policiclico
aislado del alquitran de hulla era cancerigeno. El compuesto aislado resulté ser el
benzo(a)pireno. Desde entonces se han descrito cientos de HAP’s cancerigenos. Los estudios
epidemioldgicos indican una mayor frecuencia de cancer de pulmén en los trabajadores de
las industrias de coque, aluminio y acero. Aproximadamente un siglo después se han
clasificado algunos de los HAP’s como cancerigenos laborales (OIT, 2001; EPA, 2008; ATSDR, 1993,

1995).

Como se puede observar en la tabla 1.4, la mayoria de los HAP’s tienen un coeficiente
de distribucién Ko, mayor a tres lo que indica baja solubilidad (compuestos lipofilicos),
inmovilidad, bajas tasas de biodegradacién, tendencia a acumularse y a ser persistente
(McElroy, 1989; Ney, 1990, Luttrell, 2007). El riesgo de exposicion no se limita a las particulas
aspiradas sino también al contacto de la piel con sustancias que contengan HAP’s. De
manera general, después de treinta minutos de haber inhalado altos niveles de los
compuestos, estos se pueden encontrar en higado, eséfago e intestino, e incluso, algunos
pueden atravesar facilmente la placenta y causar toxicidad al feto. Los metabolitos son
primeramente removidos del cuerpo por secreciones biliares y posteriormente eliminados
mediante las heces. Los HAP’s tienen la capacidad de unirse a moléculas como el ADN y la

hemoglobina, por lo que también producen dafio a los glébulos rojos (Connell, 2005; RAIS, 2007).

El hecho de que los HAP’s cancerigenos reaccionen con otras sustancias no significa
necesariamente que se inactiven como tales; por el contrario, muchos HAP’s que contienen
sustituyentes son carcindgenos mas potentes que el correspondiente compuesto progenitor

(o1T,2001).

El largo periodo de latencia entre la primera exposicidn y la aparicion de los sintomas,
junto con muchos otros factores, han hecho que el establecimiento de los valores limite

umbral para los HAP’s en la atmdsfera del lugar de trabajo sea una tarea ardua y dificil.
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También existe un largo periodo de latencia para la formulacién de normas. Hasta 1967,
practicamente no existian Valores Limite Umbral (TLVs) para los HAP’s, afio en el que la
Conferencia Americana de Higienistas Industriales del Gobierno (ACGIH) adoptdé un TLV de
0,2 mg/m? para los alquitranes de hulla volatiles. En 1978 se establecié en Suecia un TLV de
0,1 mg/m3 para el benzo(a)pireno. En 1997, la Occupational Safety and Health
Administration (OSHA) de Estados Unidos establecié un Limite de Exposicién Permisible (PEL)
para el benzo(a)pireno de 0,2 mg/m°. El Limite de Exposicién Recomendado (REL) por el
National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) de Estados Unidos es de 0,1

mg/ms.

En la siguiente lista se presenta una clasificacidon sobre el grado de exposicién a los
HAP’s en distintos tipos de lugares de trabajo, teniendo como base, las mediciones de

benzo[a]pireno:

(o} Exposicion muy alta a benzo(a)pireno (mds de 10 mg/m’)—trabajos en
fabricas de gas y coque; plantas de aluminio; fabricas de electrodos de grafito;
manipulacion de alquitranes y breas calentados.

(o] Exposicion moderada (0,1 a 10 mg/m’)—trabajos en fabricas de gas y coque;
siderurgias; fabricas de electrodos de grafito; plantas de aluminio; fundiciones.

0 Exposicion baja (menos de 0,1 mg/m3)—fundiciones; produccién de asfaltos;
plantas de produccion de aluminio con electrodos precocidos; talleres de reparacion

de automdviles y garajes; minas de hierro y construccién de tuneles

Otro de los HAP’s cancerigenos es el benzo(a)antraceno, el cual esta presente en el
alquitran de hulla en una concentracion de hasta 12,5 g/kg; en la madera y el humo del
tabaco en cantidades de 12-140 ng en el humo de un cigarrillo; en aceites minerales, en el
aire exterior, en una concentracion de 0,6 a 361 ng/m> y en las fabricas de gas en una
concentraciéon de 0,7 a 14 mg/m>. El benzo(a)antraceno es un cancerigeno débil, pero
algunos de sus derivados lo son mucho mas, como los 6-, 7-, 8-y 12-metilbenz(a)antracenos
y algunos de sus derivados dimetilados, como el 7,12-dimetilbenz(a)antraceno. La

introduccion de un anillo de cinco miembros entre las posiciones 7 y 8 del
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benzo(a)antraceno forma colantreno (benzo[jlaceantrileno), que conjuntamente con su
derivado 3-metilado, es un cancerigeno extremadamente potente. El dibenzo(a,h)antraceno

fue el primer HAP puro cuya actividad carcinogénica quedé demostrada (0I7,2001).

El fluoranteno estd presente en el alquitran de hulla, el humo del tabaco y los HAP’s
atmosféricos. No es una sustancia cancerigena, pero sus isomeros benzo(b)-, benzo(j)- y

benzo(k)-fluoranteno si lo son.

El pireno estd presente en el alquitrdn mineral, el humo del tabaco y los HAP’s
atmosféricos. También estd presente en los productos derivados del petréleo en una
concentracién de 0,1 a 12 mg/mL. El pireno no tiene actividad cancerigena, pero sus
derivados benzo(a)pireno y dibenzopireno son cancerigenos muy potentes. En el aire
exterior se han medido concentraciones de benzo(a)pireno de 0,1 ng/m> o menores en
zonas no contaminadas y valores hasta varios miles de veces superiores en atmdsferas
urbanas contaminadas. El benzo(a)pireno se encuentra en asfaltos, alquitran de hulla,
alquitran de madera, gases de escape de los automoviles, humo del tabaco, aceites
minerales, aceites de motor usados y de equipos eléctricos. El benzo(a)pireno y muchos de

sus derivados alquilados son carcindgenos muy potentes (0/T, 2001).

En la tabla 1.5 se presentan los 16 HAP’s considerados como potenciales agentes
genotoxicos y carcinégenos por el Comité Europeo Cientifico de Alimentos (European

Scientific Committee on Food).

Tabla 1.5 HAP’s considerados como sustancias potencialmente cancerigenas y genotdxicas
(Stolyhwo, 2005)

Benzolg, h,i]perileno Dibenzo[a,h]antraceno Dibenzo[a,/]pireno
Benzo[a]pireno Dibenzola,c]pireno Indenol[1,2,3-c.d)
Criseno Dibenzo[a,h]pireno Pireno

Ciclopenta[c,d]pireno Dibenzo[a,i]pireno 5-metilcriseno
Benzo[a]antraceno Benzo[b]fluoranteno Benzolj]fluoranteno

Benzo[k]fluoranteno
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1.3.4. Presencia y comportamientos de los HAP’s en el ambiente.

El recorrido de los HAP’s en el ambiente depende mucho de la forma y del modo en que se
incorporan. Pueden ingresar a las aguas superficiales a través de la atmdsfera y de descargas o
vertidos directos. También se detectan en aguas freaticas, como resultado de la migraciéon
directa de aguas superficiales contaminadas o como consecuencia de suelos contaminados. Las
concentraciones que se encuentran son muy variables, desde concentraciones muy altas en
particulas provenientes de combustiones hasta concentraciones muy bajas que generalmente
ocurren en agua de mar (Hammel, 1995; Connell, 2005). Algunas concentraciones tipicas en el

ambiente de algunos HAP’s se presentan en la tabla 1.6.

Tabla 1.6 Ejemplos tipicos de concentraciones de algunos HAP’s en el medio ambiente
(OIT, 2001; Connell, 2005; Stolyhwo, 2005)

. Lodos de
Part(;::eulas Aire Pescado a.guas
Compuesto combustion (Ciudad) ahumado re(s»ld;lales
(ng/m3) (ng/K ng/Kg
(mg/Kg) 8 2/Ke) peso seco)
Fluoranteno 4-400 1-15 300-3000 2-7
Benzo[a]antraceno 2-160 0.1-20 20-200 1-4
Perileno 0.1-138 1 1-4 0.1-2
Benzo[a]pireno 0.2-64 1-1000 4-16 0.5-3
Coroneno 0.1-40 2 1-10 0.1-2

La unidén de los grupos aromaticos en estos compuestos le da cierta estabilidad, sin
embargo, la naturaleza de sus dobles enlaces conjugados provocan una fuerte absorcion a la luz
visible y UV, con lo cual se favorece la transformacién de estos compuestos disminuyendo la
estabilidad en el ambiente. La incorporacion de cloro y ozono en el tratamiento de aguas
residuales reduce la presencia de HAP’s significativamente, de igual forma, la exposicidon de
agua a la luz solar favorece la degradacion de estos compuestos. En aguas turbias, el proceso
anterior es mas lento ya que los HAP’s se adsorben en las particulas de materia organica. La
biodegradacién por microorganismos ocurre regularmente por procesos de oxidacién, como los

ejemplos presentados en la figura 1.5 (Connell, 2005; Hammel, 1986, Xu, 2004).
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Figura 1.5 Reacciones conocidas del metabolismo del antraceno y del fenantreno por P. chrysosporium
(Hammel, 1986).

El tiempo de vida media de los HAP’s en sistemas sedimento-agua aumenta al
incrementarse el tamafo de la molécula. Mientras que el naftaleno presenta una vida media de
2.4-4.4 semanas, el benzo[a]pireno presenta valores cercanos a los 6 afios en las mismas

condiciones (Sienra, 2002; Connell, 2005).

En la siguiente figura se presentan un diagrama general del proceso de biodegradacion

de los HAP’s en suelos.

Remediacién :
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Figura 1.6 Rutas de eliminacion de los HAP’s durante su descomposicion bioquimica en suelo
(Schwedt, 2001)
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1.3.5. Presencia en México de los HAP’s.

En México no se cuenta con un estimado de las emisiones totales de HAP’s al ambiente,
por lo que todas aquellas fuentes fijas y méviles reportadas en la literatura y que se llevan a
cabo en México, emitirdn una cierta cantidad de HAP’s, que en un futuro se tendra que
cuantificar. En la tabla 1.7 se presentan algunas actividades importantes en México que pueden

emitir HAP’s.

Las quemas agricolas y las practicas de troza, tumba y quema pueden contribuir de
manera importante a la carga de HAP’s en el ambiente, ya que 2.6 % de la superficie de la
republica es quemada anualmente como parte de una tecnologia para limpiar terrenos vy
prepararlos para la siembra (CENICA, 2001). No podemos estimar cuanto se genera de HAP’s
segun la tabla 1.7, ya que no se conoce la cantidad de materia organica que se quema

anualmente en este proceso, ni durante los incendios.

Tabla 1.7 Magnitud de las actividades antropogénicas que pueden generar emisiones que
contienen HAP’s.

Actividad, proceso o fuente de Cantidad |Unidad
emision
Superficie incendiadal 235914 hafafio
Superficie quemada en agriculrural 3 Millones hafafic
Thtilizacién de lefia como combustible® |23.2 2346 [mifafio
Produccién de energia primaria con: - petajoules

Carbdn 220

Petrdleo 6799

Condensados 122

Gras asociado 1272

Bagazo de cafia 29

Lefia 251
Produccién de energia secundaria con: 3 petajoules

Coque 39

GLE 322

Gasolinas maftas B89

Cuerosenc 120

Diesel 242

Combustdlec 1135

(Fas natural 1087
Incineracién de: 1
BEasura 741,243 tonfafio
Eesiduo s biolégice infecciosos ] tonfafio
Extraccién de crude® 723 Miles barriles diarios

1) CENICA, 2001; 2) Diaz, 2000; 3) SENER, 2004; 4) Delgado y col., 2004.
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Con respecto a la produccién de energia primaria se utiliza petréleo como fuente
principal (70%) y para generar energia secundaria se utiliza sobre todo combustéleo (22.5%),
gas natural (21.%) y gasolinas/naftas (17.6%). La lefia, aunque no represente un porcentaje
importante del total de generacion de energia (2.9%), si lo es como fuente de energia en
muchos hogares de zonas rurales y seria importante evaluar la generacion de HAP’s durante Ia
combustion de la lefia, porque generalmente se quema dentro de los hogares, en condiciones

de ventilacion pésimas y las personas estdn muy expuestas a las emisiones de humo.

Durante la explotacion, extraccién y transporte de petrdleo muchas veces se originan
derrames accidentales ocasionando la contaminacion de suelos y aguas superficiales el 97% de
estas actividades se lleva a cabo en Tabasco y Campeche (Delgado y col., 2004), zona que registré
666 contingencias con un volumen total derramado de casi 2 millones de litros de crudo y otros

productos entre 1993 y 1998 (PARS, 1999).

Gran parte de las investigaciones que se han realizado en México han sido para
cuantificar el grado de contaminacion en diferentes matrices, en la tabla 1.8 se enlistan
algunas de ellas, indicando la matriz en la que fueron medidos los HAP’s y su localizacién.
Puede apreciarse que en la mayoria de los trabajos no se analizan compuestos individuales
sino la suma de HAP’s, que normalmente se refiere a los 16 HAP’s definidos por la EPA. Para
fines de comparacion seria muy importante que el método de extraccién y cuantificacion
fuera el mismo. Mucho de lo que se ha hecho en suelos y sedimentos esta relacionado con
actividades petroleras, practicamente no existen datos de concentracién de HAP’s en

diferentes fuentes de emisidn y su destino en el ambiente.

La Unica norma en la que se especifican limites maximos permisibles para HAP’s
individuales es la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 “que establece los limites maximos
permisibles de hidrocarburos en suelos y especificaciones para su caracterizacién vy
restauracion” y es muy especifica para hidrocarburos del petréleo que provienen de
derrames y/o fugas tanto recientes, como pasivos ambientales. Esta norma establece limites

segun el uso de suelo, tabla 1.9.
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Tabla 1.8 Concentraciones de HAP’s en diferentes matrices en México.

HAP’s Concentracion Matriz Localizacion Método de Referencia
analisis
SHAP’s y nitro- | 0.2-1.0 pg/m’ | Materia organica PM10 | Cd. México Sonicacion/CG- Villalobos-
HAP’s MS Pietriniy col.,
2007
Fen, Ant, Flu, 0.3-4 ng/ m’ Aire PM10 Cd. México Particulas Villalobos-
Pir, Ret, BA, colectadas en Pietriniy col.,
BeP, BaP, Per, filtros- 2006
InP, DA, BghiP, Extraccion-GC-
Cor. MS
SHAP’s 60-910 ng/m’ | Particulas de aerosoles | Cd. México EcoChem PAS Marry col.,
2000 2004
SHAP’s 4.85-9.40 Aire PM10 Cd. México Sonicacion/CG- | Calderon-Segura
ng/m3 MS y col., 2004
SHAP’s Suelo con: Planicie Soxhlet/CG-FID Cramy col.,
-Derrames antigilios aluvial en 2004
92-208 mg/kg -Derrames recientes Tabasco
-Nivel de fondo
252-478
mg/kg
0.03-20 mg/kg
SHAP’s 77.06-772.24 Peces Chetumal, Soxhlet/CG-FID Norefia-Barroso
ug/g Ariopsis assimilis Quintana y col., 2004
Roo
SHAP’s 19.3-563 ng/g Hojas de pino Cd. México, Extraccidn en Hwang vy col.,
zonas columnas 2003
residenciale | abiertas/CG-MS
se
industriales
Cri, Nap, BaP, 3.11-4.21 pg/g Suelo Morelia, Extraccion/CG- Iturbey col.,
Acy Michoacan FID 2003
SHAP’s 10.24-22.86 Bivalvos Océano Soxhlet/CG-FID Botello y col.
ug/g Crassostrea palmula, Pacifico 2002
Mytella strigata, subtropical
Crassostrea mexicano
corteziensis,Crasostrea
iridescens
SHAP’s 6.91-53.91 Suelo arcilloso Samaria, Soxhlet/CG-FID Gutiérrez y
ug/g Suelo arenoso Tabasco Zavala, 2002
2.57-10.97
He/g
SHAP’s 0.12-3.52 pg/g Bivalvos Océano Soxhlet/CG-FID Pérez-Osunay
Crassostrea Pacifico col., 2002
corteziensis, mexicano
SHAP’s 0.02-3.2 ug/g Sedimentos marinos Salina Cruz, CLAR Botello y col.,
Oaxaca 1998
SHAP’s 0.01-0.24 pg/g Bivalvos Tabasco Soxhlet/CG-FID Gold-Bouchot y
Crassostrea virginica col., 1997

CG-FID = Cromatografia de Gases-Espectrometria de masas; CG-FID= Cromatografia de Gases-Detector de ionizacién de
llama; CLAR= Cromatografia de liquidos de alta resolucién; Nap= Naftaleno; Acy= Acenaftileno, Fen= Fenantreno; Cri=
Criseno; Pir= Pireno; Ant= Antraceno; Flu= Fluoranteno; Ret= Reteno; BA; Benzo[a]antraceno; BeP= Benzo[e]Perileno;

BaP= Benzo[alpireno; Per= Perileno; InP= Indeno(1,2,3cd]pireno; DA= Dibenzo[a,k]antraceno;Benzo[ghi]Perileno.
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Tabla 1.9 Limites maximos permisibles en suelos segiin la NOM-138- SEMARNAT/SS-2003 y
niveles de limpieza en suelos en Estados Unidos (en mg/kg) (a) (Kostecki, 2001)

Suelo
HAP's Agricola | Residencial | Industrial | E.U.A. @

Benzo[a]antraceno 2 2 10 0.56-1.4
Dibenzo[a]antraceno 2 2 10 No Reportado

Benzo[b]fluoranteno 2 2 10 0.56-1.4

Benzo[K]fluoranteno 8 8 80 1.5-5.5

Benzo[a]pireno 2 2 10 0.1-0.33

Indeno 2 2 10 1.5-0.33

En cambio, la normatividad referente a aguas residuales (NOM-001 a 003),
aprovechamiento y disposicién final de lodos (NOM-004) y especificaciones que hacen

peligroso a un residuo (NOM-052), no incluyen limites permitidos para HAP’s.

En el aire tampoco se mencionan compuestos individuales de HAP’s, aunque varias
normas regulan la cantidad de emisiones en forma de gas y particulada, por ejemplo, para la
industria cementera (NOM-044) 6 en la contaminacién atmosférica por fuentes fijas vy

moéviles (NOM’s 075, 085, 086, 137).

1.3.6. Propiedades fisicoquimicas

Los HAP’s son solubles en muchos disolventes organicos, pero muy poco solubles en
agua, tanto menos cuanto mayor sea su peso molecular (Jhonsen, 2005). Sin embargo, los
detergentes y compuestos que forman emulsiones en agua 6 los HAP’s adsorbidos en
particulas en suspensién, pueden aumentar el contenido de HAP’s en aguas residuales o

naturales (Kalf y Crommentuijn, 1997).

Desde el punto de vista quimico, los HAP’s reaccionan por sustitucion del hidrégeno o
por adicion cuando se produce su saturacién. Generalmente se conserva el sistema de
anillos. La mayoria de los HAP’s se fotoxidan, la cual es una reacciéon importante para
eliminarlos de la atmdsfera. La reaccion de fotoxidacion mas frecuente es la formacién de

endoperodxidos, que pueden convertirse a quinonas (0OIT, 2001).

24



Capitulo 1. Antecedentes

En el presente trabajo se estudiaran benzo[a]pireno, benzo[alantraceno vy

benzo[b]fluoranteno, por lo que a continuacidn se describen sus propiedades fisicoquimicas:

e El benzo[a]antraceno, tiene un peso molecular de 228 g/mol y es relativamente
insoluble en agua (0.001 mg/L), es ligeramente soluble en acido acético, etanol caliente,
soluble en acetona y muy soluble en benceno. Es sdlido a temperatura ambiente, incoloro e

inodoro.

e El benzo[a]pireno, también llamado 3-4 benzopireno, es un compuesto de alto peso
molecular (252 g/mol), formado por 5 anillos bencénicos. Es soluble en benceno, tolueno y
xileno (Luttrell, 2007), pero tiene una solubilidad muy baja en agua (0.003 mg/L) vy esta
catalogado como el hidrocarburo mas genotoéxico de la lista de 16 hidrocarburos segun la
Agencia de Proteccion Ambiental (Rivera, 2006). A temperatura ambiente se encuentra en
forma de cristales de color amarillo palido y puede absorberse a través de la piel (IPCS, 2005).
Este compuesto puede ser metabdlicamente oxidado por cierto nimero de microorganismos

produciendo varios metabolitos (Chen y Aitken, 1999).

e El benzo[b]fluoranteno es un sdlido cristalino a temperatura ambiente, su peso
molecular es de 252 g/mol y su solubilidad en agua es de 0.001 mg/L. Es ligeramente soluble

en benceno y acetona (RAIS, 2007, ATSDR, 1995).
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1.4. Analisis de HAP’s por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR).

En el analisis de HAP’s a partir de muestras ambientales, el pre-tratamiento de la muestra
al analisis cromatografico es largo, en algunos casos el tiempo de extraccion de los HAP’s puede
durar hasta 56 horas (Al-Saad, 1996). En la tabla 1.10 se recopilan los métodos reportados
recientemente en diferentes publicaciones para la determinacién de HAP’s en diferentes tipos
de matrices. Se desglosa el tipo de tratamiento para la preparacién de muestra, asi como los
detectores acoplados a la cromatografia de liquidos para el analisis de los extractos y los limites

de deteccion de los métodos.

Se puede observar en dicha tabla que la mayoria de las extracciones se realizan con
disolventes para cualquier tipo de muestra. En lo que respecta a las muestras liquidas, se
observa que la técnica de eleccidn es la Extraccion en Fase Sélida (EFS), utilizando cartuchos

con silice C18 (No. Ref. 3, 4, 9).

La limpieza de los extractos obtenidos depende de la complejidad de la muestra,
describiéndose el uso de la extraccion liquido-liquido (Refs. 1, 2), la cromatografia en columna

(No. Ref. 1,8y 10) y la EFS (No. Ref. 4).

Para las muestras sdlidas, se utilizan diversas técnicas para la extraccion de los
compuestos; algunas sencillas como la simple homogenizacién de la muestra en disolventes de
baja polaridad (No. Ref. 4 y 10) hasta técnicas mas sofisticadas que requieren equipos especificos
como la Extraccién Asistida por Microondas (EAM) (No. Ref. 1). AuUn cuando pueden ser tan
diferentes estos dos modos de extraccion, ambas técnicas, tienen los inconvenientes de
consumir una gran cantidad de disolventes y aumentar la manipulacién de la muestra por la
necesidad de realizar varios pasos de limpieza una vez que se tiene el extracto. Ademas,
proporcionan bajos recobros para algunos de los HAP’s, en especial, los de menor peso

molecular.
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La técnica de Dispersion de Matriz en Fase Sélida (DMFS) se utilizé solamente en dos de
los trabajos, utilizando principalmente silice C18 como fase de dispersion y puede aplicarse
tanto para muestras ambientales inertes como biolégicas (No. Ref. 5 y 6) dando muy buenos

recobros para los compuestos estudiados.

Cabe destacar que en los trabajos donde se utilizaron la EFS y la DMFS como técnicas de
extraccién, la limpieza de interferentes se realizéd al mismo tiempo que la extraccién de los

analitos, lo cual proporciona una ventaja mas con respecto a las otras técnicas.

Finalmente, para el analisis de los compuestos por cromatografia de liquidos, se nota que
el mas usado, es el detector de fluorescencia, proporcionando limites de deteccién del orden

de ng/g de muestra para muestras sélidas y de ng/L para liquidas.

En la literatura, no se encontraron trabajos sobre la determinacion de HAP’s en
microorganismos. Slater y cols. en el afio de 2008, realizaron un monitoreo en la bahia de
Hamilton, en Ontario, Canada, para determinar la concentracién de HAP’s, junto a bifenilos
policlorados (BPC’s) y algunos metales pesados en muestras de suelo provenientes de
diferentes profundidades, cuyas concentraciones totales de HAP’s estan entre 10y 90 pug/g de
suelo, el analisis fue hecho utilizando cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas (CG-MS). Al mismo tiempo, se midieron las concentraciones de fosfolipidos unidos a las
membranas celulares de los microorganismos que habitaban esa zona, mediante la extraccién
liguida con una mezcla de metanol:diclorometano:amortiguador de fosfatos (2:1:0.8) vy
posterior fraccionamiento en una columna con silica gel desactivada usando metanol para eluir
los fosfolipidos. Se halld una relacidon inversamente proporcional entre la concentracion de
HAP’s en suelo y la concentracién de fosfolipidos, determinada en microorganismos, con lo cual
concluyeron que la microfauna presente en los sitios estudiados, contribuye a la estabilidad de

los HAP’s en los sedimentos.
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En particular, el andlisis de HAP’s en microorganismos se considera una tarea dificil
debido a la baja concentracion de los compuestos individuales (algunos en ng/g) vy a la cantidad
de materia disponible (algunos miligramos) tan limitada. Es por esto que, debido a la poca
manipulacion de la muestra y la rapidez para hacer cada extraccion, la técnica de DMFS resulta
un proceso de purificacion y al mismo tiempo de pre-concentracion, mas eficiente, confiable y

rapido en comparacion con las otras técnicas reportadas.

Por lo tanto, considerando la informacion obtenida en la literatura se decidié que la
mejor técnica para realizar la extraccion de los HAP’s de los protozoarios es la DMFS y para los

cultivos liquidos es la EFS. A continuacién se detallan sus caracteristicas y aplicaciones.

1.5. Extraccion en Fase Soélida (EFS).

La EFS es una técnica moderna, rapida y confiable en el analisis de compuestos trazas
tanto en el area ambiental como en la biolégica. Se empezd a utilizar en 1978 como
cartuchos y a principios de los afios 80 como pre-columnas para el analisis en linea por
cromatografia de liquidos. Sin embargo, cuando surgid la necesidad de hacer ensayos
utilizando la menor cantidad posible de disolventes organicos, la EFS empezd a desarrollarse
rapidamente con mejoras en los tipos, automatizacién e introduccién de nuevas fases
estacionarias. La EFS ahora es aceptada por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos de América(US EPA, Environmental Protection Agency) como un método
alternativo a la extraccién liquido-liquido (ELL) para la preparacién de muestras de agua

potable y agua residual para el analisis de contaminantes organicos (Hennion, 1999).

La EFS se utiliza para la extraccion de analitos a partir de muestras liquidas, y los
materiales para llevar a cabo son muy sencillos. Se tiene un cartucho, empacado con algun
tipo de fase o soporte sélido, entre 50 a 2000 mg de fase por cartucho. Los cartuchos estén
hechos regularmente con materiales inertes como el polipropileno y polietileno. La fase
sélida puede ser de diversos materiales y dependera de las necesidades del ensayo, el

didmetro de poro estd entre 40 y 60 um. Cuando el sistema de extraccion se maneja por
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separado del analisis, de la elucién de los disolventes y de la muestra, entonces se puede
hacer por simple accién de la gravedad o con el apoyo de varios tipos de accesorios, algunos
de los cuales permiten el uso de cartuchos empacados en serie, lo cual favorece el analisis
de varias muestras a la vez (figura 1.7). Cuando la EFS se utiliza en linea, puede ser adaptada
con los dispositivos adecuados al sistema analitico como una precolumna. Existen aparatos

en linea que soportan mas de 24 precolumnas al mismo tiempo (Hennion, 1999, Liska 2000).

El proceso de la EFS se puede considerar como una simple cromatografia de liquidos
en donde, el soporte sélido es la fase estacionaria y la muestra es la fase mévil en el proceso
de extraccion y los disolventes de elucion en el proceso de elucién de los compuestos (Pichon,

2000).

Gravedad

Desplazamiento Positivo

Figura 1.7. Algunas formas de eluir los disolventes en la EFS (Waters, 2001).

Los pasos generales que constituyen un experimento de EFS son los siguientes:

= Acondicionamiento del cartucho. Antes de cargar la muestra, es recomendable hacer
pasar por el cartucho cierta cantidad del mismo disolvente en que ésta se encuentra.
Cuando se trabaja en linea se puede omitir este paso, sin embargo se debe tener
cuidado al determinar los recobros. Los materiales en fase inversa se suelen

acondicionar con disolventes orgdnicos (metanol, acetonitrilo, isopropanol,
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tetrahidrofurano, etc.) antes de acondicionar con agua; con esto se pueden obtener
resultados reproducibles. Sin este paso, una cantidad alta de disolvente en la
muestra seria incapaz de penetrar en los poros y humedecer la superficie del
soporte. Si esto sucediera, una menor superficie estaria disponible para la unién de
los analitos a separar. Por esta razdn es importante evitar que el cartucho se seque

antes de cargar en él la muestra.

= Carga de la muestra. La muestra se hace pasar por el cartucho cominmente a
velocidades de flujo entre 1 y 20 mL/min dependiendo del tamafio de la muestra. La
mayoria de las veces se controla el flujo mediante el uso de cajas de vacio con

medidores de presion.

= [impieza de interferentes. Antes de eluir los analitos de interés, se puede agregar una
serie de disolventes, puros o mezclas, de menor fuerza eluente para eliminar a todos

los componentes de la matriz que puedan causar interferencias en el analisis.

® Flucion de los analitos. Finalmente los analitos se recuperan del cartucho usando
disolventes adecuados. La mayoria de las veces no es necesario hacer otro paso de

limpieza, por lo que el extracto se puede analizar en estas condiciones.

Este es el procedimiento mas utilizado para llevar a cabo una EFS para el andlisis de
multiresiduos o cuando se necesite aumentar la concentracion del analito debido a su
presencia en bajas concentraciones en la muestra. Sin embargo, en los casos en que el o los
analitos estén en la muestra en concentraciones altas, se pueden retener los interferentes

en el cartucho y permitir que los analitos pasen sin ser retenidos (Waters, 2001).

Un esquema general de un procedimiento por EFS se presenta en la figura 1.8.
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1.5.1. Factores que afectan a la EFS (Pichon, 2000; Hennion, 1999).

» Particulas suspendidas en las muestras. En ocasiones las muestras ambientales
tienen gran cantidad de particulas sdlidas por lo que deben ser filtradas antes de
trasvasarse al cartucho de EFS para evitar que los filtros se tapen y se impida el flujo

constante de la muestra y los disolventes de elucién y limpieza.

» Debido a su similitud con la Cromatografia de Liquidos, la eleccién del tipo de fase
estacionaria a utilizar depende del disolvente de la muestra. Una muestra acuosa
requerird el uso de materiales del tipo de cromatografia en fase reversa o
intercambio idnico dependiendo de la capacidad de los analitos para ionizarse,
mientras que una muestra no acuosa requiere el uso de materiales del tipo de la

cromatografia en fase normal.

M Limpieza de .
uestra Interferentes Elucion

Acondicionamiento

6 @ & 4

m———
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Extracto para

Figura 1.8 Esquema general de un experimento de EFS.
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» Cantidad de fase utilizada. Determina tanto la cantidad de muestra que va a ser
utilizada, como la cantidad de disolvente en que van a ser recuperados los analitos.
En general, al aumentar la cantidad de fase estacionaria utilizada, mayor cantidad de
analito sera retenida y serd necesaria una mayor cantidad de disolvente para la
elucion. Los cartuchos comerciales suelen tener cantidades desde 100 mg hasta los

10 g de fase estacionaria.

1.5.2. Pardmetros de la EFS (Pichon, 2000; Hennion, 1999).

Los parametros de la extraccion en fase sdlida (EFS) son el volumen de fin de fijacion o

fuga (Vp) y el rendimiento de extraccion.

El volumen de fuga (Vb), representa el volumen maximo de muestra que puede ser
aplicada al cartucho de EFS para obtener recobros del 100% al realizar la elucién de los
compuestos que previamente fueron retenidos en él. Por tanto, si se requieren lograr
recobros cuantitativos, se debe trabajar con volUmenes de muestra que no sobrepasen este
valor. El valor de Vb dependerd del tipo de adsorbente y la cantidad utilizados, pero
principalmente de las caracteristicas de polaridad de los analitos. Este parametro puede

medirse de diversas formas:

a) Determinacion directa: o bien, es cuando una solucidon con concentracion traza de un
analito, que produce una sefial inicial Ap en un detector, se aplica a una precolumna
empacada con cierta cantidad de fase estacionaria a su vez, conectada directamente a
un detector espectrofotométrico. Entonces se monitorea el efluente cuya respuesta en
absorbancia genera el perfil de la fuga del analito, presentado en la figura 1.9. Este
frente de elucién presenta absorbencia nula en un inicio, ya que el analito es retenido
por el adsorbente, hasta que este mismo deja de ser retenido, y comienza a eluir al
sobrepasar un volumen Vb (volumen de fuga) que corresponde al volumen de disolucion
fortificada que da una sefial correspondiente al 1 % de la seiial inicial (A0). Si se sigue
monitoreando el paso de la disolucidn en el cartucho, la absorbencia aumenta en forma

sigmoidea hasta llegar a un valor maximo y constante.
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Como se observa en la figura 1.9.A, en condiciones ideales, la curva obtenida tiene una
forma bilogaritmica en donde el punto de inflexion, Vr, corresponde al valor del volumen

de retencidn del analito.

Precolumna | = petector A

Muestra fortificada

Sefial del detector a concentraciones

T traza del analito

. =

T
Vi

Vm Volumen de muestra
Inyeccion
directa de una W i [ElRENOT
dizolucidn
concenirada

Fase mdvil.
Muestra sin analitos. B

Ag

:’.‘.‘—-....-.

Senal del detector

0.6

3]

0

Volumen de muestra

Figura 1.9 Similitud entre la EFS y la cromatografia de liquidos. A) Perfil de fuga obtenido en el
monitoreo del efluente de una precolumna o cartucho de EFS. B) Pico de elucidon del analito aplicado
a una precolumna por medio de una inyeccion directa de una disolucién concentrada.
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b)

c)

Finalmente, el valor Vm (volumen mdaximo de preconcentracién), representa el volumen
al cual la seiial del efluente de la precolumna o cartucho de EFS es igual al 99 % de la
sefial inicial. Por tanto, éste representa el volumen al cual se retiene la cantidad maxima
de analito en la precolumna (zona sombreada), por lo cual, la cantidad de analito que siga
entrando ya no serd retenida mas y la sefial obtenida para la disolucidn sera igual antes y
después de pasar por la precolumna o cartucho de EFS. El inconveniente de este método
directo es que a veces es dificil medir con exactitud el 1 % de la senal, debido al ruido del
equipo, y también que la determinacién completa es muy lenta. Al mismo tiempo, para
demostrar la analogia existente entre la cromatografia de liquidos y la extraccién en fase
sélida, en la misma figura 1.9.B se presenta el pico de elucidon que se obtendria si una
disolucién concentrada del mismo soluto se inyectara a la precolumna con una fase movil
constituida por agua pura. El volumen de retencién corresponde en este caso, a la cima

del pico de elucidn.

Otra forma de determinar el volumen de fuga, Vb, es preconcentrando en una
precolumna diferentes volimenes de disoluciones fortificadas con uno o mas
compuestos a cantidades fijas. Al eluir cada uno, se mide el érea o la altura que dan los
picos de los compuestos. Entonces, como el volumen de la muestra aumenta y no la
cantidad, la concentracidon de los analitos disminuye, pero la cantidad eluida de la
precolumna es constante mientras no exista fuga de los analitos. Cuando la fuga

ocurre, la sefial de los analitos eluidos disminuirad y a este volumen se le denomina Vb.

Un método reciente consiste en fortificar diferentes volumenes de muestra a una
misma concentracion y hacerlas pasar por la precolumna o cartucho, eluyendo
posteriormente los analitos retenidos. De esta forma, las alturas de los picos, que dan
los compuestos eluidos, se relacionan con el volumen de muestra preconcentrado.
Como el volumen de muestra ird en aumento, el analito se concentra mas y el tamafio
o el area de los picos irdn en aumento, siempre y cuando no exista fuga de los
compuestos. En el momento en que se pierde la relacién lineal entre volumen de
muestra agregado y el tamafio de los picos, se considera que se ha alcanzado el

volumen de fuga, Vb. Estos dos ultimos métodos tienen la ventaja de que permiten
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determinar el volumen de fuga de varios analitos simultdneamente y de manera mas

rapida que el método directo (Hennion, 1999).

El rendimiento de extraccion o recobro, representa la relacion entre la cantidad de
analito extraida y la cantidad total inicial aplicada a la precolumna o cartucho. De esta forma,
la importancia del volumen de fuga, Vb, indica el volumen méximo de muestra que se puede
aplicar a una precolumna o cartucho obteniendo un recobro tedrico del 100 %. Lo anterior
explica el por qué se hace énfasis en la determinaciéon y prediccion de los valores de Vb para
los analitos a extraer por EFS. Por otra parte, la cantidad maxima de analito que puede ser
extraida, corresponde a la aplicacion de un volumen de muestra Vm, sin embargo, se
obtendran recobros menores al 100% si se aplica este volumen, por lo cual, preconcentrar
voliumenes mayores a Vm resulta inutil, ya que no se consigue retener y extraer una mayor
cantidad de analitos. Asi, el recobro dependera basicamente del volumen de muestra

aplicado y del volumen de fuga.

La analogia existente entre la EFS y la CL permite relacionar al factor de retencion (k’)
con los volumenes de fuga o retencidn de los analitos en el sistema de extraccion. Dado que
la determinacion directa del volumen de fuga es dificil y requiere mucho tiempo en el caso
de las muestras acuosas, se han desarrollado modelos para predecir su valor, utilizando el
factor de retencidon en agua pura, k'w. Al ser la EFS similar a la cromatografia de liquidos,
cada compuesto tiene cierta retencién en la fase sélida con respecto a la matriz de la
muestra. Entre mayor sea el valor de k’'w, mayor serd la retencién de un compuesto. El
volumen de fuga se puede relacionar con el volumen de retencidn con la siguiente relacién

fundamental (1):

Vb =Vr — 230, (1)

Donde, o, es la desviacidn estandar dependiente de la dispersidn axial a través del lecho
de particulas en la precolumna o cartucho. Si se conoce el nimero de platos (N) del cartucho, el
volumen muerto (Vo) y el factor de retencién (k’), el término o, puede calcularse con la

relacion (2):
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o, = [Z| @ +k) 2

El término N puede medirse si se trabaja con precolumnas en linea mediante el
registro de la curva de fuga o la inyeccién directa del analito utilizando como fase movil el
disolvente de la matriz. Su medicién para los cartuchos es mas dificil por lo que se han hecho
estimaciones para las silices C18 de diametro de particula entre 40 y 55 um, obteniendo un

valor promedio de 20 platos tedricos para un flujo de 5 mL/min con 500 mg de adsorbente.

Vo depende de la porosidad del adsorbente (g) y el volumen geométrico de la

precolumna (Vc) con la relacién (3):

Vo = &eVce
(3)

La porosidad, g, tiene un valor promedio para las silices n-alquil enlazadas entre 0.65 y

0.70. El valor de Vo ha sido estimado para este tipo de fases en cartuchos convencionales

como 0.12 mL por cada 100 mg de adsorbente.

Finalmente, si se considera la relacién entre el volumen de retencion, Vr,y el k’ con la

ecuacion (4):

Vr=Vo(1+k")
(4)

Al sustituir (2) y (4) en (1), se obtiene la ecuacién (5) para estimar el volumen de fuga a

partir del valor de k':

Vb =Vo(l+k') — 2.3 L‘;—%] (1+k")

Vb =Vo(l+k") [1 - [j—; ] (5)
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Hennion y cols. (1998) simularon curvas tedricas de fuga y curvas tedricas de recobro,
al variar k’ (kw’, cuando la fase madvil es agua) y el volumen de muestra aplicado. Dichas
graficas se presentan en la figura 1.10 y en ellas se puede apreciar que mientras mayor sea
el valor de kw’, mayor es la cantidad de muestra que se puede hacer pasar por el cartuchoy
obtener recobros cercanos a 100 %, lo cual representa una ventaja en el analisis ambiental
ya que se puede preconcentrar con facilidad un analito que esté en concentraciones muy
bajas. De esta forma, el kw’ (pardmetro cromatografico) proporciona un valor guia para la
eleccion del adsorbente y la prediccion de los recobros. Por esto, para preconcentrar a los
analitos se recomienda trabajar con kw’ cercanos a 3 para obtener buenos recobros con

cantidades de muestra grandes.

Por otra parte, el coeficiente de reparto octanol/agua (Kow 6 P) es un parametro
considerado equivalente al k'w cuando se determina en silice C-18 y con fases moviles
metanol: agua.Por esta razén, se puede hacer una estimacion del kw’ a partir de los valores
del coeficiente de reparto octanol/agua (Kow o P) del compuesto a extraer. Este coeficiente
es un parametro que se deriva de estudios de distribucion del soluto, en particular entre
agua y un disolvente no polar inmiscible como el octanol, P, representa la tendencia relativa
de un compuesto a solubilizarse en la mayoria de los disolventes no polares y sélo
moderadamente en agua. P proporciona una idea de la hidrofobicidad o la polaridad de los
compuestos (Hennion, 1999). Siempre y cuando los valores de k’ buscados sean mayores a 1.5,
se ha observado que el kw’ y el logKow (6 logP) guardan una relacion casi lineal (utilizando
diferentes silices C18 y usando como fases méviles mezclas MeOH-Agua). Por medio de esta
relacion, se puede obtener kw’, sin embargo, es necesario recalcar que es soélo una

aproximacion y que su valor puede ser subestimado por un factor de 10 a 50 (Pichon, 2000).
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Fig. 1.10. Efecto del coeficiente de retencién (log kw’) del analito en curvas de fuga y recobro tedricas vs
volumen de la muestra (Calculados con 450 mg de adsorbente C18 y N = 20) (Hennion, 1999).
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1.5.3. Ventajas de la EFS (Waters, 2001; Pichon, 2000; Liska, 2000; Hennion, 1999).
Entre las ventajas que presenta la EFS se pueden enlistar las siguientes:

e Bajos costos, por menor consumo de disolventes, reactivos y equipos.

e Buenos recobros y exactitud, debidos a la menor manipulacién de las muestras.

e Protocolos de extraccidon rdpidos, al proporcionar ensayos con menos pasos, lo que
evita también problemas de formacién de emulsiones.

e Mayor seguridad para el analista. Menor exposicidn a sustancias téxicas.

e No hay necesidad de transportar las muestras al laboratorio, porque los ensayos son
tan sencillos que se pueden realizar en el mismo sitio donde se toma la muestra.

e Menor ruptura de material, ya que se evita el uso de materiales de vidrio que puedan
romperse.

e Capacidad de concentrar analitos que estdn a niveles trazas.

1.5.4. Extraccion de HAP’s por EFS en muestras acuosas.

La extraccion de HAP’s en muestras acuosas tiene el inconveniente de que al ser
compuestos muy hidrofébicos, se deberia facilitar su extraccion mediante el uso de
materiales en fase inversa, sin embargo, existen algunos problemas de adsorcion a
superficies, principalmente para los HAP’s de mayor peso molecular, durante la toma de
muestras y el almacenaje, los cuales que deben tomarse en cuenta. De esta forma, los
recobros obtenidos para la mayoria de los HAP’s dependeran de su estructura quimica en las
disoluciones acuosas. Mientras que para los metabolitos de HAP’s se alcanzan recobros
entre 100 y 124 % (Giindel & Angerer, 2000), para los HAP’s sin metabolizar sus recobros son
menores al 70 %, para los HAP’s mas ligeros, y cercanos a 35 % para los mas pesados. Los
HAP’s metabolizados, presentan grupos —OH principalmente, lo cual les proporciona un
caracter mas polar y aumenta su solubilidad en el medio acuoso, por lo cual al pasar en el
cartucho de EFS, se preconcentra una mayor cantidad de analitos. Los HAP’s de bajo peso
molecular, tienen suficiente solubilidad en agua y logP para que, a concentraciones trazas, se

encuentren disueltos en el medio liquido. Sin embargo, compuestos a partir de 4 anillos o

41



Capitulo 1. Antecedentes

mas, sufren una gran adsorcion, ya sea en los recipientes donde se almacena la muestra o en

aquellos donde se lleva a cabo la EFS.

Para incrementar la solubilidad de los HAP’s, un disolvente organico, como metanol,
acetonitrilo 6 2-propanol, 6 algln surfactante suele ser agregado a las muestras. El volumen
de disolvente agregado es un punto critico en los ensayos, ya que si es muy bajo, no sera
suficiente para solubilizar a los HAP’s de pesos moleculares altos, y si el volumen agregado
es muy alto, los volumenes de fuga de los HAP’s mas ligeros seran disminuidos, provocando
pérdidas en el ensayo de extraccion (Marcé, 2000). La polaridad del disolvente agregado
también es importante, debe ser un disolvente orgdnico de polaridad intermedia, es por
esto que diversos autores, han utilizado como disolvente modificador el 2-propanol en
porcentajes entre 10 y 25 % (Jeanneau, 2007; Nirmaier, 1996; Kiss, 1996; Busetti, 2006) obteniendo

recobros superiores al 90 %.

En lo que respecta a la fase sélida utilizada, se han hecho comparaciones entre
diversos materiales y la que proporciona los mejores recobros es la silice C-18 (Nirmaier, 1996;
Kiss, 1996, Busetti, 2006, Jeanneau, 2007). Sin embargo, se han estado usando materiales hechos a

base de carbdn grafitizado, obteniendo bueno recobros (Wang, 2007; Hennion, 2000).

Una vez retenidos los HAP’s en el cartucho, los disolventes de eleccion para eluir los
compuestos son de tipo organico. Los mas utilizados son n-hexano, diclorometano,
acetonitrilo, tetrahidrofurano, acetona, 2-propanol y acetato de etilo. Entre mayor sea el
numero de anillos de los HAP’s, se requerird un disolvente menos polar para extraerlo del
cartucho con buenos recobros, por lo que, a menudo se eluyen con mezclas de disolventes
organicos. Sin embargo, se debe considerar que si el extracto se inyectara directamente a un
sistema de CLAR en fase inversa, causaria conflictos con la fase mdvil utilizada, que es mas
polar. Por esto, en ocasiones es conveniente evaporar el extracto obtenido y reconstituir el
solido en algun disolvente afin a la fase movil utilizada, metanol 6 2-propanol en la mayoria
de las veces (Marcé, 2000, Busetti, 2006). En su estudio Kiss y cols. (1996) analizaron otro aspecto
importante que influye en los recobros, el cual es, secar los cartuchos de extraccion antes de
agregar el disolvente de elucidon. En el trabajo se demuestra que existen diferencias
significativas entre los recobros obtenidos dejando secar los cartuchos una vez cargada la

muestra acuosa y los recobros obtenidos sin dejar que el cartucho estuviera seco al utilizar
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dos disolventes orgdnicos de diferente polaridad (tetrahidrofurano y diclorometano). En sus
resultados muestran que cuando se seca el cartucho se obtienen mejores rendimientos para
ambos compuestos. Ademas, cuando no se seca el cartucho, se obtiene una mayor variacion

con RSD% >20 en los recobros obtenidos con el diclorometano.

La mayoria de las muestras liquidas analizadas por esta técnica en la busqueda de
HAP’s, son muestras acuosas como agua de lluvia, potable, tratada o de desechos
industriales. Sin embargo, existen algunos trabajos como el realizado por Giindel y Angerer
(2000), en donde se analizan matrices biolégicas como orina de trabajadores expuestos a los
HAP’s. Mediante una EFS en linea separan metabolitos del benzo[alpireno vy

benzo[alantraceno, para su posterior analisis por CLAR con deteccion de fluorescencia.

La limpieza dependera de la complejidad de la muestra, en las referencias
encontradas, solo Busetti y cols. (1996) realizaron una secuencia de limpieza al extraer HAP’s
de muestras de agua residual. La limpieza se realiz6 con disolventes polares (agua:2-
propanol, 90:10 v/v). Cuando se analizan los extractos con CLAR y la deteccidn se realiza por
fluorescencia, en muchas ocasiones no es necesario realizar limpieza en los extractos debido
a la selectividad del detector. Sin embargo, cuando los analisis se hacen con CG, es necesario
agregar un paso de limpieza previo a la extraccion de los HAP’s. Esta limpieza se realiza en

otros casos pasando la muestra previamente por cartuchos empacados con silice o alimina.

En el trabajo publicado por Jeanneau y cols. (2007) se describe un estudio del efecto de
la materia organica presente en las muestras para el analisis de contaminantes organicos en
agua por la técnica de EFS. El estudio fue hecho para el andlisis de HAP’s, HAP’s oxigenados y
n-alcanos; se encontré que los contaminantes se enlazaban a la materia orgdnica presente
en el medio, dando recobros muy bajos en los ensayos realizados. En su trabajo concluyen
que este efecto puede ser parcialmente evitado agregando 10 % de isopropanol a las

muestra y agitando durante 5 minutos antes de pasarlas por el cartucho de EFS.
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1.6. Dispersion de Matriz en Fase Sélida (DMFS).

resultado ser muy eficiente para la separaciéon de un amplio rango de farmacos, pesticidas y
otros compuestos constituyentes de diversos tipos de muestras complejas ya sean vegetales o

animales. Esta técnica ha encontrado una aplicacion particular en la preparacion, extraccion y

La dispersién en matriz de fase sélida (DMFS) es una técnica utilizada desde 1989 que ha

fraccionamiento de muestras sélidas, semisélidas o altamente viscosas.

a)

b)

La DMFS se basa en algunos procedimientos fisicos y quimicos sencillos como son:

Dispersion de la muestra en un soporte sdlido. Este procedimiento involucra fuerzas
qgue se aplican a la muestra mediante una molienda mecdnica en un mortero, que
conduce a una ruptura completa de la muestra, interaccionando ésta con una fase
solida enlazada (por ejemplo, Ci5) o la superficie de algin otro soporte. De esta
forma, a través de interacciones hidrofdbicas e hidrofilicas se produce una fase
estacionaria Unica que permite el aislamiento del analito de interés. Se logra buena
precisién y exactitud, aun cuando la presidon aplicada en la molienda puede ser
diferente entre un analista y otro (Barker, 2007). La muestra, por lo general, debe estar
seca, aunque cierta cantidad de agua es adsorbida por la silice y en ese caso, se
pueden agregar otras sustancias desecantes antes de homogenizar la muestra, como

el sulfato de sodio (Barker, 2000).

Empaque de la columna. La mezcla homogenizada se empaca en un cartucho para
EFS, el cual previamente tiene colocado un filtro en el fondo. Después de que se
transfiere la mezcla, se cubre con otro filtro y se comprime con un émbolo de jeringa
plano. Debido a la similitud entre el cartucho y una columna cromatografica, para
llevar a cabo la elucion de los analitos de interés, es necesario que la muestra tenga
un empaquetamiento que sea homogéneo, evitando la aparicién de canales a lo largo
de la columna formada por la fase dispersa. Por otro lado, el empaquetamiento no
debe ser excesivo, de tal forma que permita el paso de los disolventes, ya sea por
accion de la gravedad, por la aplicacion de presion con un émbolo en la parte

superior del cartucho o por accién del vacio cuando se coloca el cartucho en un
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dispositivo adecuado que permita regular el flujo del disolvente a través del cartucho

(Barker, 2000).

c) Elucion selectiva de los analitos de interés. Se adapta particularmente a cada ensayo.
Se pueden hacer separaciones multiples o individuales de los compuestos presentes
en la muestra empacada, permitiendo aislar un compuesto Unico, una determinada
clase de compuestos o varias clases de compuestos con la dispersién de una sola
muestra. Los disolventes utilizados dependeran de la fase seleccionada para la

dispersidn y podran ser puros o mezclas con acidos, bases, sales u otros disolventes.

En algunos ensayos, se incluye el uso de co-columnas para obtener un fraccionamiento
posterior al obtenido en la extraccion, permitiendo una mejor limpieza de la muestra. Los
adsorbentes de estas co-columnas suelen ser de silice C18, florisil, alimina o silice. Suelen
colocarse en el fondo del cartucho de extraccidn, antes de cargar la fase dispersa o pueden
usarse en columnas externas conectadas en serie que colecten las fracciones que eluyen del

cartucho de DMFS.

En la figura 1.11 se presenta un esquema general del proceso de DMFS anteriormente

descrito.

1.6.1.  Factores que afectan a la DMFS (Barker, 2000 y 2007; Kristenson, 2006).

La DMFS, al igual que la EFS, es un proceso cromatografico, por lo cual se pueden aplicar
los mismos principios. Sin embargo, la DMFS es diferente a la EFS por el hecho de que en este
sistema cromatografico los analitos no solamente sufren interacciones con el soporte sélido y la
fase movil, sino también con todos los componentes de la muestra. Estas interacciones no son
completamente entendidas hasta el momento, sin embargo se pueden sefialar a continuacién

algunos factores que son importantes para que las interacciones se lleven a cabo:
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1)

2)

Muestra
-
Transferir
/ Pulverizar en
mortero
Soporte sélido : Mezcla
(fase) homogénea
rmnie
* Filtro (Frit) y
—_—
co-columna
Disolvente
Comprimir con émbolo
=
Muestra para Elucion
rd 1ol H#
el andlisis

Figura 1.11 Diagrama general del proceso de DMFS (Barker, 2007)

El efecto del tamafio promedio de particula del soporte sdlido. Los tamanos de particula
pequefos (3 a 10 um) producen largos tiempos de elucion y la necesidad de aplicar gran
presion o vacio para obtener el flujo adecuado. El uso de silices con tamafio de particula
entre 40 a 100 um proporcionan buenos resultados ademas de que los materiales son

mas econdmicos.

Naturaleza de la fase enlazada. Muchos trabajos se han realizado utilizando materiales
de fase inversa como Cig y Cg, en la busqueda de aislar compuestos lipofilicos. Existen
pocos trabajos donde se han utilizado fases de cianopropil y materiales relacionados
con la fase normal para el aislamiento de compuestos mas polares. En general, se
considera que la fase organica enlazada a la silice, es la que permite la ruptura completa
de los componentes de la muestra mediante interacciones hidrofébicas e hidrofilicas,

dependiendo de la polaridad.
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3)

4)

5)

6)

Uso de silices no derivatizadas u otros soportes sdlidos. Los principios no pueden ser los
mismos que ocurren con las fases enlazadas como Cig. Sin embargo, se ha observado
por microscopia electrdnica que las silices no derivatizadas pueden romper la estructura
de la muestra durante el proceso de molienda, pero no a las células. En cambio, con las
fases Cig, esta ruptura es evidente. Entre las fases utilizadas se encuentran silice,

alumina, florisil, resinas, carbdn activado y materiales poliméricos.

Proporcion entre muestra y soporte sdlido. La proporcion mas utilizada es 1:4, aunque
proporciones con mas o menos muestra pueden funcionar correctamente. En particular,
cuando la cantidad de muestra disponible es muy pequefia, se ha podido miniaturizar la
técnica disminuyendo la cantidad de fase a utilizar y la de disolventes de limpieza y
elucion. Kristenson y cols. (2001) utilizaron 25 mg de fruta para llevar a cabo sus estudios
de anadlisis de pesticidas usando la misma cantidad de fase C18 y eluyendo los
compuestos en tan solo 100 plL de acetato de etilo. Los recobros que obtuvieron fueron
mayores a 83 % y C. V. menores a 13 % para los pesticidas estudiados. En una revisién
presentada por Kristenson (2006) se mencionan otros métodos realizados para la
determinacién de diversos compuestos utilizando cantidades de muestras muy variadas,
desde frutas y tejidos de animales, hasta heces de rata; todas en cantidades menores a

los 100 mg.

Modificacion de la matriz. La adicién de agentes quelatantes, acidos, bases, etc. en el
momento de la homogenizacion de la muestra afecta la distribucién y elucién de los

analitos de interés y de los demas componentes de la matriz.

La naturaleza de los disolventes de elucion y la secuencia de adicion a la columna. La
polaridad de los disolventes de elucion con respecto a la del soporte sélido permite las

dos opciones siguientes:
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7)

a. Que el analito “A” se quede retenido en la columna y los compuestos
interferentes sean eluidos en uno o varios pasos de limpieza con disolventes que
no sean afines al analito “A”, finalmente, el analito es eluido por un disolvente

apropiado.

b. Que los interferentes sean selectivamente retenidos en la columna y el analito

“A” sea directamente eluido.

La DMFS permite la separacion de analitos de diferente polaridad o de una misma clase
utilizando un solo disolvente de elucion. La separacién se debe enfocar en eluir los
analitos de interés con alto grado de especificidad. En ocasiones, el extracto no queda lo
suficientemente limpio para llevar a cabo el andlisis por lo que es necesaria la utilizacién

de co-columnas u otras técnicas para la limpieza.

La naturaleza de la muestra. La muestra se encuentra dispersa sobre casi toda la
superficie del soporte, sin embargo, mientras el soporte es inmovil, algunos
componentes de la muestra se van desplazando a través de la columna mientras se lleva
a cabo el proceso de elucidén, lo cual puede afectar el orden de elucion de los analitos de
interés. Sin embargo, en la mayoria de los casos, las polaridades entre los analitos y los
componentes de la muestra, suelen ser muy diferentes y basta con realizar una simple
EFS para limpiar las interferencias. En pocas ocasiones es necesario adicionar acidos,
bases, sales, agentes quelantes, antioxidantes, etc. cuando se esta formando la pasta o
en el disolvente de elucidn para permitir que ocurra la interaccion de la fase unida al

soporte y el disolvente.
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1.6.2. Ventajas de la DMFS como técnica de extraccion (Crouch, 1997; Barker, 2007).

Algunas ventajas de la DMFS son las siguientes:

Es aplicable tanto a las muestras faciles como a las dificiles de romper.

Tiene flexibilidad para aplicarse a diversas necesidades, ya sea el analisis de un solo
analito o analisis multirresiduos.

Se utilizan cantidades de disolvente muy pequenas.

Permite aislamientos rapidos y especificos, mediante la incorporacién de co-columnas u
otras técnicas de limpieza.

Es una técnica que puede automatizarse permitiendo obtener mejores resultados,
disminuir las cantidades de reactivos y tiempo de analisis, con resultados iguales o

mejores que algunos de los “métodos oficiales”.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

2. 1 Materiales y equipos.

2.1.1 Sistema Cromatogrdfico.

e Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién VARIAN Inc., Palo Alto, CA, EUA, con bomba
ternaria modelo 9010.

e Detector de fluorescencia VARIAN, modelo 363.

e Tarjeta de interface VARIAN, modelo Star 800.

e Software de control y procesamiento de datos “Star Workstation” VARIAN, version 6.0
1989-2003

e Columna analitica de acero inoxidable VARIAN, de 150 x 4.60 mm d. i., empacada con
silice fase reversa RES ELUT C18, tamafio de particula 5 um.

e Precolumna de guarda de acero inoxidable de 13 x 4.5 mm d. i., empacada con silice
fase inversa nucleosil C18 Phenomenex, Torrance, CA, EUA, tamafio de particula 10 pm.

e Jeringa marca Hamilton, Reno, NV, EUA, de 50 L.

2.1.2 Materiales y equipo para la obtencion de la muestra.

e Frascos de vidrio de 100 mL

e Incubadora marca Quincy Lab Inc., Chicago, IL, EUA, modelo 10-140.

e Cultivo puro de C. cucullus en medio de cultivo de infusién de cebada y alimentado con
E. coli. Donado por el laboratorio de Microbiologia Experimental, Facultad de Quimica,
UNAM.

e Microscopio 6ptico marca National, Carnation, WA, EUA, modelo B2-220.

e Portaobjetos y cubreobjetos.

e Pipeta Pasteur de 5 mL

e Espatula de acero inoxidable.

e Centrifuga marca SIGMA, Osterode am Harz, Germany, modelo 2-5.

e Tubos de plastico para centrifuga de 15 mL de capacidad.
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2.1.3 Preparacion de la muestra.

Mortero de agata de 30 mL.

Reservorios con filtro para empacar cartuchos para extraccidén en fase sélida de 6 y de
1.5 mL, VARIAN, EUA.

Filtros para cartuchos de extraccién en fase sélida de 6 mLy de 1 mL, VARIAN, EUA.
Jeringa de pldstico de 25 mL.

Cédmara de vacio con regulador de presidon marca Ashcroft, CT, EUA.

Viales de 1 mL de capacidad.

Viales de 12 mL de capacidad.

2.1.4 Otros equipos y accesorios utilizados.

Sistema de filtracidén por vacio para fase mdvil marca Cole Parmer, IL, EUA.

Membranas de Nylon Cole Parmer de 7 mm de diametro y 0.45 pm de tamafo de poro.
Bafio de ultrasonido para desgasificacion de soluciones y fase movil Bransonic, CT, EUA
modelo 1210.

Micropipeta de volumen variable de 2 — 20 UL Transferpette, CT, EUA).

Micropipeta de volumen variable de 50 — 200 pL (Eppendorf, Alemania).

Micropipeta de volumen variable de 100 — 1,000 UL (Eppendorf, Alemania).
Microbalanza analitica Mettler Toledo, OH, EUA, modelo AG245.

2.1.5 Disolventes y reactivos.

Metanol grado cromatografico J. T. Baker, D. F., México.
Acetonitrilo grado cromatografico J. T. Baker, D. F., México.

Agua grado cromatografico.
Silice C18, CHROMABOND C18-PAH, Macherey — Nagel, PA, EUA, tamafio de particula

45 pm.

51



Capitulo 2. Desarrollo Experimental

e Estandares de HAP’'s CHEMSERVICE, PA, EUA) pureza >99%:
0 Benzo[alantraceno
0 Benzo[b]fluoranteno

0 Benzo[a]pireno

2.1.6 Preparacion de disoluciones estandar de HAP’s.

Se prepard una solucion patrén de cada uno de los HAP’s (benzo[alantraceno,
benzo[bJfluoranteno y benzo[a]pireno) a una concentracion de 100 mg L™ utilizando acetonitrilo
como disolvente. Las demds disoluciones de trabajo, fueron preparadas a partir de esta solucién

por medio de diluciones en acetonitrilo.

Todas las disoluciones fueron almacenadas en refrigeraciéon a 4 °C.

2.2 Experimentacion.

En la figura 2.1 se presenta un esquema general de la experimentacion que se realizo, la
cual puede dividirse en las 5 etapas principales enlistadas a continuacién, la descripcién

detallada se presenta posteriormente en las secciones correspondientes.

1. Validacién de la separacidn analitica y la deteccién de los HAP’s por CLAR-DF.

2. Optimizacion en la obtenciéon de la muestra de protozoarios, libre de materia
orgdnica presente en el medio de cultivo.

3. Desarrollo y validacion de la técnica de Dispersion de Matriz en Fase Sélida, para la
extraccion de HAP’s en las muestras de protozoarios.

4. Optimizacion de la técnica de Extraccion en Fase Sélida, para la extraccion de HAP's
de las muestras de cultivos liquidos libres de microorganismos y materia organica.

5. Aplicacién de los métodos de extraccion a muestras de cultivos puros de Colpoda

cucullus expuestos a los HAP's.
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2.2.1 Optimizacion y validacion de la separacion analitica y la deteccion de los HAP’s

por CLAR-DF.

2.2.1.1 Condiciones optimas para la deteccion.

Se realizaron inyecciones de la mezcla de los tres HAP’s en acetonitrilo a una concentracion
de 12 ng mL™" en condiciones isocraticas a 1 mL min™ con 100 % MeOH como fase movil.
Variando las longitudes de absorcion y emision en el detector de fluorescencia se eligieron las
condiciones que presentaban una mejor respuesta en las sefales del cromatograma para los

tres compuestos.

2.2.1.2 Condiciones optimas para la separacion cromatogrdfica de los HAP’s.

Se empled una disolucion de 12 ng mL' de cada uno de los HAP’s y se realizaron
inyecciones al sistema cromatografico de fase inversa, en el cual, la fase estacionaria fue una
silice C18. La fase movil estuvo constituida por una serie de mezclas metanol:agua en diferentes
porcentajes (100 % metanol, 95:5, 90:10, 85:15) para cada ensayo y siempre a un flujo de 1
mL/min se obtuvieron los cromatogramas correspondientes para cada compuesto y se
determinaron los tiempos de retencién y el tiempo muerto utilizando nitrato de sodio 1 M. Con
estos datos se calculd el factor de retencion (k') para cada ensayo con la férmula (1) y se
verifico la dependencia del logaritmo de k’ en funcién del porcentaje de disolvente orgdnico en

la fase mévil de manera gréfica.

tr—t
= 2t G

tm

donde, tr = tiempo de retencion del compuesto y tm = tiempo muerto

Por otra parte, también se calcularon la selectividad (a) y la resolucion (Rs) para cada pico,
con el fin de observar si la separacién entre los compuestos era suficientemente buena. Los

calculos se realizaron con la siguiente férmula:
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q = X2 2)
= & o

donde k’; y k', son los factores de retencién del primer y segundo compuestos en eluir,

respectivamente.

2(tr2—tr1)
Rs = —/——1= 3
Wp1+tWho
donde tr; y tr, son los tiempos de retencidn del primer y segundo compuestos en eluir,

respectivamente, y Wb,y Wb, son las anchuras a la base de cada pico cromatografico.

2.2.1.3 Validacion del sistema cromatogrdfico.

2.2.1.3.1 Linealidad.

Se evalud la linealidad del sistema inyectando por triplicado 5 disoluciones con diferentes
concentraciones de los tres HAP’s en acetonitrilo, en un intervalo de concentraciones amplio,
0.9, 2.0, 6.0, 12.0 y 20.0 ng/mL. A partir de la curva obtenida entre las areas de los picos
cromatograficos y la concentracién de los analitos, se obtuvo la recta de calibracion y mediante
el ajuste de minimos cuadrados, se evalud la linealidad del sistema con el coeficiente de

correlacion (r?).

2.2.1.3.2 Limites de deteccidon y cuantificacion.

Se determind el limite de deteccidn experimental (LDE) inyectando disoluciones estandar
de cada compuesto cada vez mas diluidas, hasta que las sefales de los picos fueran parecidas a
3 veces la senal del ruido de fondo. También, se determind el limite de deteccion tedrico (LDT)
y el limite de cuantificacién (L. C.) del sistema con base en la curva de calibraciéon y con la
desviacion estandar de regresién, para cada compuesto. Para esto, se hicieron inyecciones, por

triplicado, de disoluciones estandar de concentraciones cercanas al LDE. Las concentraciones
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estuvieron en el intervalo de 0.2, 0.4, 0.8, 1.2 y 1.6 ng mL™. Finalmente, los limites fueron

estimados estadisticamente utilizando las férmulas (Garcia, 2002):
LD=(3.3*S,,)/b2 (4)

Donde S/« es la desviacidon estandar de regresion y bl es la pendiente de la curva de
calibracion. En el Anexo | se presenta un ejemplo detallado con los datos y cdlculos necesarios

para obtener estos valores.

2.2.1.3.2 Precision.

La precisidon del sistema se evalud con la repetibilidad al calcular el coeficiente de variacion
(C. V. %) obtenido con 5 inyecciones en un mismo dia, utilizando una disolucidon de HAP’s de
concentracién 10 ng/mL. También se evalud la reproducibilidad en 3 diferentes dias, utilizando

dos mezclas de los HAP’s de concentraciones 0.9 y 10 ng/mL, respectivamente.

2.2.2. Obtencion de la muestra de protozoarios libre de materia orgdnica.

Con el fin de separar los microorganismos de la mayor cantidad de materia orgdnica
presente en el medio de cultivo, se utilizé la centrifugacién a diferentes velocidades y tiempos.
Por observacion en el microscopio optico se determind cuales eran las condiciones que
permitian obtener el mayor nimero de protozoarios libres de materia organica. Las condiciones
finales se establecieron con 60 mL de cultivo puro de Colpoda cucullus y se realizaron 4 ensayos

con dos centrifugaciones a las condiciones presentadas en la tabla 2.1.
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Tabla 2.1 Ensayos para optimizar la obtencién de la muestra de protozoarios por centrifugaciones.

Ensayo Condiciones de centrifugacién

| 8 minutos a 3500 rpm

Il 2 minutos a Reposo por 5 minutos
1500 rpm

i 2 minutos a Reposo por 5 minutos
1100 rpm

v 2 minutos a Reposo por 5 8 minutos a
1100 rpm minutos 3500 rpm

2.2.3. Desarrollo y validacion de la DMFS para la extraccion de HAP’s en protozoarios
2.2.3.1 Preparacion de la columna de dispersion.

El acondicionamiento de la fase C18 utilizada en todos los ensayos se hizo agregando, por
cada 100 mg de fase, 2 mL de agua, 2 mL de una mezcla agua-acetonitrilo (70:30 v/v) y 2 mL de
acetonitrilo. Debido a la cantidad de muestra utilizada, que es del orden de mg, la cantidad de
fase utilizada en todos los ensayos fue de 100 mg y la de muestra fue de 5 mg. La fase y la
muestra fueron homogenizadas en un mortero para ser finalmente empacadas entre dos filtros

(frits) en un cartucho de 1 mL.

2.2.3.2 Optimizacion de la elucion de los HAP’s. DMFS con estdndar.

Al ser similar el sistema de extraccién a una cromatografia de liquidos en fase inversa se
propuso una secuencia de elucidén que utilizara mezclas de acetonitrilo: agua de fuerza eluente
creciente. De esta manera, se esperaba que los analitos no fueran eluidos con las mezclas de
acetonitrilo: agua, pero si los interferentes mas polares provenientes de la muestra. La elucién
de los analitos se esperaba con el acetonitrilo. Para verificar estas suposiciones, se evaluaron
los recobros de los analitos después de la aplicaciéon de cada una de las mezclas y el

acetonitrilo.
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Para preparar la columna de dispersion se fortificaron 100 mg de fase acondicionada C18-
PAH a una concentracion de 16 ng/g de fase de cada compuesto; una vez evaporado el

disolvente, se homogeneizé en un mortero y finalmente se empacé en un cartucho de 1 mL.

En columnas de dispersion preparadas independientemente se aplicaron las secuencias de

mezclas acetonitrilo: agua en los 3 ensayos mostrados en la tabla 2.2.

Tabla 2.2 Ensayos para optimizar la extraccion de los HAP’s

Ensayo St.ecuencia de aplicaciéon de | Fracciones de 1 mL Analisis
disolventes agregadas a los cartuchos por CLAR
1 Acetonitrilo 100 % 4 fracciones v
a) Agua a) 3 fracciones a)v
2 b) Agua:Acetonitrilo (50:50) | b) 2 fracciones b) v’
c) Acetonitrilo 100 % c) 2 fracciones c)v
a) Agua a) 3 fracciones a) x
3 b) Agua:Acetonitrilo (70:30) | b) 3 fracciones b) v’
¢) Acetonitrilo 100 % c) 2 fracciones c) v

xno realizado; v'realizado

Los ensayos se hicieron por triplicado y todas las fracciones de 1 mL indicadas se inyectaron
al sistema cromatografico comparando con una disolucidn estandar de una mezcla de HAP’s en

acetonitrilo de concentracién 1.6 ng/mL de cada compuesto para la determinacién del recobro.

El ensayo 1 fue importante para observar el frente de elucién de los analitos y determinar

el volumen de acetonitrilo necesario para extraerlos del cartucho.

Con el ensayo 2 se agregaron pasos previos a la elucidon de los compuestos para limpiar

interferentes que pudieran eluir junto a los analitos.

Con el ensayo 3 se disminuyd la fuerza eluente de una de los disolventes de limpieza para
favorecer la retencién de los analitos en el cartucho y lograr una eliminacion mas selectiva de
interferentes en las muestras, lo cual proporcionaria mejores recobros y mejor separacion

cromatografica. Finalmente, se calcularon los recobros globales de los ensayos.
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2.2.3.3 Optimizacion de la elucion selectiva de los HAP’s. DMFS con estdndares y
muestras de protozoarios.

Los ensayos se realizaron fortificando 5 mg de muestra a una concentracion de 0.32 ng/mg
de muestra de cada compuesto; una vez evaporado el disolvente, se agregaron 100 mg de fase
C18-PAH acondicionada, se homogeneizé en un mortero y finalmente se empacdé en un
cartucho de 1 mL. En columnas de dispersion preparadas independientemente se aplicaron las

secuencias de acetonitrilo: agua en 2 ensayos descritos en la tabla 2.3.

Tabla 2.3 Ensayos para optimizar la elucion selectiva de los HAP’s

S St.ecuencia de aplicacién de | Fracciones de 1 mL Analisis
disolventes agregadas a los cartuchos por CLAR
1 Acetonitrilo 100 % 4 fracciones v
a) Agua a) 3 fracciones a) X
2 b) Agua:Acetonitrilo (70:30) | b) 3 fracciones b) x
c) Acetonitrilo 100 % c) 2 fracciones c)v

xno realizado; v'realizado

Con el ensayo 1 se pretendié observar si al trabajar con la muestra se obtenian
interferentes en los extractos que dificultaran el analisis cromatografico; mientras que con el
ensayo 2 se pretendid observar si la secuencia de limpieza que proporcioné mejores recobros
en los ensayos sin muestra, descritos en la seccién anterior, resultaba ser eficiente para la

limpieza de los interferentes.

Los ensayos se hicieron por triplicado y solo los extractos en acetonitrilo fueron inyectados
al sistema cromatografico comparando con una disolucién estandar de una mezcla de HAP’s en
acetonitrilo de concentracion 1.6 ng/mL de cada compuesto. Se compararon los
cromatogramas obtenidos cuando se realiza la secuencia de limpieza y cuando no se lleva a

cabo.
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2.2.3.4 Validacion del método por DMFS-CLAR. Ensayos sin muestra.

Para la evaluacion de la linealidad, se efectuaron por triplicado 5 ensayos con 100 mg de
fase C18-PAH fortificada con la disolucién estandar de mezcla de HAP’s a niveles de 4,7, 12y
50y 100 ng/g de fase para los 3 compuestos. Una vez evaporado el disolvente se homogeneizd
en un mortero y finalmente se empacd en un cartucho de 1 mL. Antes de eluir los HAP’s con
acetonitrilo se agregaron 3 mL de agua y 3 mL de una mezcla agua-acetonitrilo (70:30 v/v), las
cuales fueron desechadas. Finalmente, los compuestos se recuperaron con 1 mL de acetonitrilo

y se inyectaron 20 UL de los extractos al sistema cromatografico.

La recta correspondiente a la cantidad recuperada vs la cantidad agregada de cada

compuesto fue graficada y se determind el coeficiente de correlacién (r?).

La pendiente de la misma recta determind la exactitud para el sistema DMFS-CLAR; de esta
forma, para una pendiente de 1 se tendra un recobro global de 100 %. Los recobros individuales
se calcularon con la formula (6), comparando el area obtenida en cada punto de la curva con el

area obtenida al inyectar disoluciones estandar a las mismas concentraciones de cada punto.

Area del pico del compuesto en el extracto

Recobro (%) = X100 ....... (6)

Area del pico del compuesto en la disolucién estandar

Para medir la precision se hicieron 5 extracciones en 5 diferentes dias con un nivel de
fortificacion de HAP’s de 80 ng/g de fase, utilizando el mismo procedimiento de extraccion y se

evalud el C. V. % obtenido.

2.2.3.5 Validacion del método por DMFS-CLAR. Ensayos con protozoarios.

Se efectuaron por triplicado 5 ensayos utilizando 100 mg de fase C18-PAH y 5 mg de
muestra fortificada a niveles de 0.10, 0.18, 0.30, 0.60 y 2.00 ng/mg de muestra para los 3
compuestos. Se realizdé el mismo procedimiento de extraccion y de inyeccidn en el sistema

cromatografico que en el ensayo 2 de la seccién 2.2.3.3.2.
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Para evitar la acumulacion de los HAP’s en el material donde se dispersa la fase sélida con la
muestra que produjera variacidon en los resultados fue necesario aplicar un lavado, previo a
cada dispersion, con dos mililitros de acetonitrilo para remover la cantidad de HAP’s adheridos

al mortero y pistilo.

Asi, se determiné el coeficiente de correlacién (r’) de la recta correspondiente a la cantidad
recuperada vs la cantidad agregada de cada compuesto. Los recobros se determinaron con la
pendiente de la misma recta para cada compuesto. Los recobros individuales se calcularon con
la formula (6). Los limites de deteccidon y de cuantificacion del método fueron calculados
estadisticamente con base en la curva de calibracion de Respuesta (drea del
pico)=f(concentracion) y la desviacién estandar de regresidn obtenida (ver formulas 4 y 5, pag.

55).

La precision se determind con 5 extracciones en 5 diferentes dias con un nivel de
fortificacion de HAP’s de 2 ng/mg de muestra utilizando el mismo procedimiento de extraccion

y se evalué el C. V. %.

2.2.4 Optimizacion y validacion del método de extraccion de HAP’s en medios de
cultivos liquidos por la técnica de EFS.

2.2.4.1 Ensayos de retencion y de elucion.

Se realizaron pruebas por triplicado con la aplicacién de 15 mL de agua pura fortificadas
con la mezcla de HAP’s en acetonitrilo para tener una concentracion de 0.8 ng/mL de muestra.
Se adiciond 15 % (v/v) de alguno de los modificadores organicos (etanol o isopropanol)
recomendados para mejorar la solubilidad de los HAP’s (Busetti, 2006) y se dejo equilibrar por 5
minutos. Cada muestra fortificada de 15 mL se hizo pasar a un flujo de 10 mL/min por
diferentes cartuchos empacados con 250 mg de fase C18-PAH, previamente acondicionada con
4 mL de acetonitrilo, 5 mL de mezcla agua: acetonitrilo (70:30 v/v) y 5 mL de agua.
Posteriormente, se dejé secar el cartucho al vacio durante 5 minutos y después se aplicaron a
los cartuchos 5 mL de agua y 5 mL de una mezcla agua-acetonitrilo (70:30 v/v) para la limpieza

de interferentes. Se recolectaron las 5 fracciones de 1 mL de agua y las 5 fracciones de 1 mL de
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la mezcla acetonitrilo: agua. Los compuestos se eluyeron con un volumen total de 5 mL de
acetonitrilo, recolectados también en fracciones de 1 mL. Todas las fracciones recolectadas
fueron inyectadas al sistema CLAR-DF para verificar que no existiera fuga de los analitos y para
observar el perfil de elucion de los compuestos con acetonitrilo. Se compararon los recobros

globales obtenidos.

Para la comparacion de los resultados de los ensayos con los 2 modificadores organicos

Ill

probados se realizé una prueba t mediante el “software” Excel, aplicando la funcién Prueba.T,
la cual nos proporciona la probabilidad de que dos conjuntos de datos sean diferentes entre si
con una confianza del 95 %, esto con el fin de observar si uno de los disolventes aportaba

mejores recobros con diferencias significativas.

Como hipétesis nula (Hg) se propone que los recobros promedio son iguales al utilizar los

dos disolventes y como hipodtesis alterna (H1) se considera que los promedios son diferentes.

Esta prueba se realiza utilizando un nivel de confianza del 95 %. De esta forma, si el
resultado de probabilidad obtenido al aplicar la funcién PRUEBA.T es < 0.05, indica que las
medias son significativamente diferentes entre si, a dicho nivel de confianza, y que un

disolvente (etanol o isopropanol) produce mejores recobros que el otro en los ensayos de EFS.

Finalmente, es necesario indicar que se realizd una comparacién a “2 colas” ya que la

diferencia entre las medias podia ser negativa o positiva.

2.2.4.2 Validacion del método por EFS con muestras de agua.

En estos ensayos se utilizaron como muestra 15 mL de agua HPLC a los que se agregd 15 %

de isopropanol como modificador organico.

Se agregaron volumenes suficientes de disolucién estdndar de HAP’s para tener 5
diferentes concentraciones 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 1.20 ng/mL de cada compuesto en la mezcla

agua-isopropanol. Se realizé el mismo procedimiento de extraccidn que en el punto anterior.
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Se determind el coeficiente de correlacién (r?) de la recta correspondiente a la cantidad
recuperada vs la cantidad agregada de cada compuesto. Los recobros se determinaron con la
pendiente de la misma recta para cada compuesto. Los recobros individuales se calcularon con
la formula (6). Los limites de deteccidon y de cuantificacion del método fueron calculados
estadisticamente con base en la curva de calibracion de Respuesta (drea del
pico)=f(concentracién) y la desviacidn estandar de regresion obtenida (ver formulas 4 y 5, pag.

55).

La precision se evaludé mediante la realizacion de 5 extracciones en 5 diferentes dias con un
nivel de concentracion en la muestra de 0.9 ng/mL utilizando el mismo procedimiento de

extraccién y evaluando el C.V.% obtenido.

2.2.4.3 Validacion del método por EFS con muestras de medios de cultivo liquidos sin

microorganismos.

En estos ensayos se utilizaron muestras de 15 mL de un medio de cultivo liquido al cual le
fueron separados los protozoarios y la materia organica. Este medio de cultivo se obtuvo como
se indica en la seccion 2.2.2 de este trabajo después de un periodo de incubaciéon con los
microorganismos de 24 hrs. A la muestra se le agregaron los HAP’s en concentraciones
variables y después 15 % (v/v) de isopropanol como modificador organico, dejando equilibrar la
muestra durante 5 min tras agregar el isopropanol, para evitar una mayor adsorcién de los

HAP’s en los recipientes y la volatilizacién del disolvente organico agregado.

Los volumenes de disolucion estandar agregados fueron suficientes para tener 5 diferentes
concentraciones 0.21, 0.33, 0.67, 0.87 y 1.00 ng/mL de cada compuesto en la mezcla cultivo
liquido acuoso-isopropanol. Posteriormente se realizé el mismo procedimiento de extraccion

que en la seccién anterior.

La linealidad se determind con los coeficientes de correlacién obtenidos con las curvas
correspondientes a la cantidad recuperada vs la cantidad agregada para cada compuesto. El
recobro se evalud con la pendiente de la recta anterior en el intervalo de concentraciones

estudiado. Los limites de deteccién y de cuantificacion del método fueron calculados
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estadisticamente con base en la curva de calibracién de respuesta (area del pico) =

f(concentracién) y la desviacion estandar de regresién obtenida.

La reproducibilidad fue evaluada realizando 5 extracciones en 5 diferentes dias con un nivel
de concentracidn en la muestra de 1.0 ng/mL utilizando el mismo procedimiento de extraccion

y evaluando el C.V. % obtenido.

2.2.5 Aplicacion del método a muestras de cultivo expuestas a los HAP’s.

2.2.5.1 Pruebas testigo en los cultivos de C. cucullus.

Se inocularon con microorganismos 60 mL de cultivo con infusién de cebada y se dejaron en
incubacién a 28 °C por 24 h. Después de esto, se procedié a observar el intervalo de tiempo al
cual el ndmero de microorganismos permanecia constante verificando por medio de
observaciones utilizando un microscopio éptico. Se realizd asi un conteo de microorganismos
existentes en alicuotas de 100 UL de cultivo a diferentes intervalos de tiempo, hasta que el
nimero de microorganismos comenzo a decaer. De esta forma, los intervalos de tiempo
utilizados fueron los siguientes: 2, 4, 6, 8, 10 y 24 h. El objetivo de este ensayo fue conocer la
tasa de crecimiento y/o el mantenimiento de la poblacion, para determinar el tiempo maximo
al cual el cultivo presenta un numero estable de células. Con estos datos se determiné el
tiempo maximo de exposicion a los contaminantes, con el fin de recuperar una mayor cantidad

de HAP’s en las células de protozoarios.

Por otro lado, se hicieron cultivos testigo adicionados con los volimenes de acetonitrilo
que se utilizarian en los experimentos de exposicién a la mezcla de HAP’s; esto con la finalidad
de verificar que el disolvente organico no inhibiera el crecimiento de los protozoarios en el
medio de cultivo inoculado. La muestra fue preparada en las mismas condiciones que en el
inciso anterior cada uno con el mismo ndmero inicial de microorganismos. La alicuota agregada
fue de 15 pL de acetonitrilo y se observd el numero de células con las mismas alicuotas de

cultivo y los mismos intervalos de tiempo.
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2.2.5.2 Ensayos de exposicion de protozoarios a los HAP’s.

Se utilizaron microorganismos inoculados en infusion de cebada y se colocaron en
incubacién a 28 °C durante 24 h. Después de este tiempo, se logrd tener cultivos con un

promedio de 700 células de protozoarios por cada mL de cultivo.

En experimentos diferentes, cultivos de 60 mL fueron expuestos a los contaminantes
durante periodos de 2, 5y 8 h, agregando al medio de cultivo la cantidad suficiente de HAP’s
para tener una concentracion de 1.0 ng/mL de cultivo y siempre a una temperatura controlada

de 28 °C, aunque sin alimentacion subsecuente.

Después de cada tiempo de exposicién, se procedié a separar de los protozoarios, a la
materia orgdnica y al medio de cultivo liquido con las condiciones de centrifugacién

establecidas en la seccién 2.2.2 del presente trabajo.

Con la metodologia de Dispersion de Matriz en Fase Sdélida desarrollada se extrajo la
cantidad de HAP’s adsorbidos en los protozoarios y con el método de Extraccion en Fase Sélida
optimizado se extrajo la cantidad de HAP’s remanente en el medio de cultivo. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Finalmente, para completar el balance entre las cantidades
recuperadas y poder calcular el recobro global de los ensayos, se determind la cantidad
adsorbida en la materia organica separada del cultivo mediante la metodologia de Dispersion

de Matriz en Fase Sélida - CLAR desarrollada.

Para calcular el recobro obtenido en cada constituyente del cultivo separado (cultivo,
protozoarios y materia orgdnica) y, por lo tanto, el recobro global, se realizé la comparacién con
un testigo de la cantidad total de HAP’s, el cual consistid en cultivos sin microorganismos que
recibieron el mismo tratamiento que los cultivos en los ensayos con protozoarios a cada tiempo

de exposicion. La extraccion en estos testigos se realizé por EFS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Optimizacion y validacion de la separacion analitica y la deteccion de los HAP’s

por CLAR-DF.

3.1.1 Condiciones dptimas para la deteccion.

Se ajusté el detector de fluorescencia a diferentes longitudes de onda de excitacion (Aex) ¥
de emision (Aem) para los tres compuestos. Las longitudes de onda éptimas para los tres
compuestos fueron las que proporcionaron la mejor respuesta en las sefiales y se presentan en

la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Longitudes de onda de excitacion y emision utilizadas en el andlisis de lo compuestos.

Compuesto Aex (nm) A (nm)
Benzo[a]antraceno 284 405
Benzol[b]fluoranteno 254 430

Benzo[a]pireno 263 410

Todos los andlisis de extractos y soluciones estandar se realizaron con estas condiciones en

el detector de fluorescencia.

3.1.2 Condiciones dptimas para la separacion cromatogrdfica de los HAP’s.

Para conocer el orden de elucidn de los compuestos se midieron los tiempos de retencién
(t;) individuales de cada compuesto utilizando diferentes proporciones de metanol: agua en la
fase movil. Con estos datos y el valor de t, se calculé el factor de retencién (k') para cada
compuesto. En la tabla 3.2 se presentan los datos completos de t, y de k’ obtenidos para los

tres HAP’s.
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Tabla 3.2 Orden de elucién de los HAP’s en estudio en la columna C18. Fase mévil a un flujo de 1 mLmin™y

composicién de MeOH variable para cada ensayo.

Porcentaje de MeOH en mezcla MeOH/agua

100 95 90 85
Compuesto Tiempo de retencién (min)
Benzo[a]antraceno 4.12 6.59 10.28 17.40
Benzo[b]fluoranteno 6.16 9.55 15.52 28.17
Benzo[a]pireno 7.21 11.63 18.54 34.74

Porcentaje de MeOH en mezcla MeOH/agua

100 95 | 90 | 85

Compuesto logk' (*)
Benzo[alantraceno 0.34 0.61 0.84 1.09
Benzo[b]fluoranteno 0.57 0.80 1.04 1.32
Benzo[a]lpireno 0.66 0.90 1.12 1.41

(*) Para obtener el valor de k’, se usd un valor de tm = 1.3 minutos

La figura 3.1 presenta la variacidon de k’ con el contenido de metanol en la fase mdvil, en

donde se se aprecia que las curvas correspondientes a cada compuesto siempre son paralelas

entre si, lo cual indica que es posible tener separados los tres compuestos haciendo la

separacion isocraticamente en los diferentes porcentajes de metanol utilizados.
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Figura 3.1. Variacion de factor de capacidad (k') de los HAP’s en estudio, en funcidn del porcentaje de
metanol en la fase mévil. Columna VARIAN 150 x 4.60 mm, empacada con fase inversa RES ELUT C18,
tamanio de particula 5 um. Flujo de 1 mL min ™. Concentracién de cada uno de los HAP’s 10 ng mL™.
Volumen de inyeccién 20 L.
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De los datos obtenidos se observa que el primer compuesto en eluir es el
benzo[alantraceno, seguido por el benzo[b]fluoranteno y el benzo[a]pireno. Existe una buena
diferencia entre el compuesto menos retenido, benzo[a]antraceno y el siguiente en salir, que es
el benzo[b]fluoranteno, debido a que, mientras el primer compuesto estd formado por 4
anillos, el segundo posee 5 y una condicidn menos polar, aumentado su retencién en la
columna. Comparando los tiempos de retencion de los Ultimos dos compuestos, se puede notar
gue al aumentar la proporcién de agua en la fase mévil, su separacién mejora, sin embargo, el
tiempo de analisis aumenta considerablemente. Al ser los dos compuestos
(benzo[b]fluoranteno y benzo[a]pireno) HAP’s de 5 anillos, sus coeficientes de reparto tienen
valores muy parecidos, por lo cual eluyen de la columna C18 en tiempos de retencidon cercanos,
aungue suficientemente diferentes para tener una buena resolucién. Cuando se realiza la
separacion con 100 % de MeOH, el tiempo de retencidn del primer compuesto es
suficientemente bueno para permitir la elucion de interferentes mds polares que pudieran
provenir de las muestras sometidas al proceso de extraccién. También se obtienen resoluciones

satisfactorias y un tiempo de corrida maximo de 8 minutos.

La separacion realizada con 100 % de metanol como fase mdvil proporciona valores de
resolucion satisfactorios, lo que indica una separaciéon aceptable de los compuestos (Rs1;, =

5.95; Rs,.3 = 2.07).

Por lo anterior, todos los analisis, se realizaron utilizando como fase mévil 100 % de metanol
a un flujo de 1 mL min™. Esto proporciond la ventaja de hacer un andlisis rapido, menor a 10
minutos para cada corrida y por consiguiente, tener un menor consumo de disolvente ya que,
una vez que se enciende el equipo y se ha equilibrado a las condiciones de analisis, no es

necesario establecer tiempos de equilibrio entre las inyecciones.

En la figura 3.2 se presenta un cromatograma obtenido con las condiciones de analisis

Optimas.
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Figura 3.2. Cromatograma obtenido de una disolucién estandar de la mezcla de HAP’s a una
concentracion de 12 ng/mL para cada compuesto. Columna VARIAN 150 x 4.60 mm, empacada con fase
inversa RES ELUT C18, tamafio de particula 5 um. Flujo de 1 mL min™* con fase mévil MeOH 100 %.
Volumen de inyeccidn 20 L.

3.1.3 Linealidad, precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion del sistema

cromatogrdfico.

En la figura 3.3 se presentan las curvas de calibracién obtenidas para los tres compuestos en
el intervalo de concentraciones 0.9-20 ng mL™. Se obtuvieron coeficientes de correlacién
mayores a 0.99 lo cual indica una respuesta lineal del detector de fluorescencia con respecto a

la concentracion de los analitos.
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Figura 3.3 Curva de calibracién obtenida para los tres HAP’s en estudio en el intervalo de concentraciones de

0.9-20 ng mL*. BA= Benzo[a]antraceno; BF = Benzo[b]fluoranteno, BP = Benzo[a]pireno

En la tabla 3.3 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacidon de la precision del

sistema.

Tabla 3.3 Resultados de la precisién del sistema cromatografico. Coeficientes de variacidon % del drea para 5

inyecciones a dos niveles de concentracion.

Compuesto Benzo[alantraceno Benzo[b]fluoranteno Benzo[a]pireno
Concentracion | 10 0.9 10 0.9 10
(ng mL™")
C.V.% 2.75 1.78 2.75 1.45 1.45 0.77

70




Capitulo 3. Resultados y Discusion

Observando los resultados de la tabla 3.3, se puede decir que la variabilidad maxima del
sistema es menor al 3% en concentraciones bajas y disminuye cuando se trabaja a
concentraciones mas altas, ya que estdn mas alejadas del limite de deteccidén del instrumento.
Los resultados de repetibilidad se presentan en la tabla 3.4. Se obtuvieron buenos CV %

menores a 1.66.

En la medicién del limite de deteccion experimental (LDE) se obtuvo un valor entre 0.1-0.2
ng mL" de cada compuesto ya que este resulté el intervalo de concentracién en que se daba
una sefial mayor a 3 veces el ruido de fondo. Los resultados de esta evaluacion se presentan en
la tabla 3.4, junto a los limites de deteccidn tedricos y limites de cuantificacién, obtenidos de

acuerdo con la metodologia estadistica descrita en la seccion 2.2.1.3.

Tabla 3.4 Repetitividad, limites de deteccidn y cuantificacidn del sistema cromatografico
(inyeccién de 20 pL)

L.D.T.
C.V.% L.D.E. D.E L. C.
Compuesto *k
ng/mL ng/mL ng/mL
Benzo[alantraceno 1.66 0.10 OlUBEEED L 0.27

Benzo[b]fluoranteno 1.34 0.10 0.05+0.02 [ 0.18

el e 0.80 0.10 | 0.04+0.02 [ 0.15

** 5 inyecciones de una disolucidn de concentracién 10 ng mL™ en un mismo dia. L.D.E. = Limite de deteccién
experimental; L.D.T= Limite de deteccidn tedrico; L.C. Limite de cuantificacion. Intervalo de concentraciones de la
curva de calibracién 0.2 — 1.6 ng mL™. D. E. = Desviacién estandar.

Los limites de deteccion calculados, se obtuvieron con una curva de calibracién que abarca
concentraciones de los compuestos cercanas al limite de deteccidn del instrumento, con el fin

de obtener un valor mas preciso.

Después de ajustar la curva con el método de minimos cuadrados, los limites se calcularon
utilizando la desviacidn estandar de regresién y la pendiente de la curva. Un ejemplo de estos

calculos y las férmulas se presentan en el Anexo I.
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Los limites calculados resultaron menores a los valores experimentales, sin embargo, los

cuales valores muy cercanos.

Por otro lado, los limites de cuantificacién calculados muestran que es posible medir con
exactitud concentraciones mayores a 0.27, 0.18 y 0.15 ng/mL de los tres compuestos

benzo[alantraceno, benzo[b]fluoranteno y benzo[a]pireno, respectivamente.

3.2 Obtencion de la muestra de protozoarios libre de materia orgdnica.

De los diferentes ensayos con velocidades y tiempos de centrifugacidn realizados se observé
gue a velocidades mayores a las 3000 rpm y durante 8 minutos se sedimentaban los
protozoarios junto con la materia organica. Al disminuir el tiempo de centrifugacién a 2
minutos, la velocidad a 1500 rpm y dejando 5 minutos de reposo, la sedimentacién de la
materia orgdnica fue efectiva, sin embargo, aparecia en el sedimento una gran cantidad de
microorganismos y a su vez, un numero reducido de los mismos en el sobrenadante. De esta
forma, se disminuyd la velocidad de centrifugacién a 1100 rpm con lo cual se favorecié la
presencia de las células de protozoarios en el sobrenadante y la sedimentacién de la mayor

cantidad de materia orgdnica posible.

Asi, el protocolo final para la obtencidn de la muestra de protozoarios es presentado en la

figura 3.4.
60 mL de cultivo, centrifugar a 1100 rpm
durante 2 min
/\
~ B
Sedimento 1 (Materia Organica) Sobrenadante 1

. (Liquido + protozoarios)
Se deja secar para hacer DMFS

Se centrifuga a 3500 rpm durante 8 min

e —

Sedimento 2 (Protozoarios) Sobrenadante 2

Se deja secar para pesarse y (Liquido sin células)
ensayos de DMFS

15 mL del cultivo sin microorganismos
para ensavos de EFS

Figura 3.4. Diagrama del método de obtencién de la muestra de protozoarios.
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En la figura 3.5.A se presenta una muestra de cultivo de C. cucullus centrifugada a una
velocidad alta. Se aprecia que la mayoria de las células de protozoarios quedan embebidas en la
materia organica presente en el medio de cultivo. Debido a que los HAP’s suelen adsorberse en
la materia orgdnica cuando estan en disoluciones acuosas (Jeanneau, 2007), fue necesario
separar esta materia orgdnica de las células de protozoarios para poder diferenciar la cantidad

de HAP’s que se adsorbian o bioacumulaban en ellas.

Considerando lo anterior, la metodologia propuesta en la figura 3.4 permitié obtener células
de protozoarios con la menor cantidad de materia orgdnica posible. Previamente se probaron
otros métodos de separacién, como la filtracién, pero se tenia el inconveniente de que las
células quedaban atrapadas en los filtros y no era posible recuperarlas. Por lo tanto, la
centrifugacidn resulté ser la mejor opciéon para aislar a los microorganismos de la materia
organica. De no haber hecho esta operacion, la materia organica se hubiera juntado con las

células de protozoarios quedando interferentes masivos en el analisis por CLAR-DF.

De esta forma, al realizar una primera centrifugacion a una velocidad baja y dejando
sedimentar unos minutos el cultivo, se logré separar gran cantidad de materia organica. En el
sobrenadante quedd la mayor cantidad de células de protozoarios y al separar este
sobrenadante para realizar la segunda centrifugacién, ahora a una velocidad mas alta, fue

posible concentrar las células en un sedimento lo mas libre posible de materia organica.

Este sedimento se dejoé secar a temperatura ambiente para realizar los ensayos de DMFS,
mientras que el cultivo liquido, que quedod libre de protozoarios y de materia organica, se utilizé

para los experimentos de EFS.

En la figura 3.6 se presenta la fotografia de una muestra que se limpié mediante
centrifugaciones a las condiciones establecidas. En esta ultima foto, se observa un mayor

numero de células libres de materia organica en comparacién a la figura 3.5.
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Figura 3.5 Observacidon al microscopio dptico de una muestra de cultivo de C. cucullus centrifugada a
3500 rpm durante 8 minutos. Las flechas sefialan a las células.
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Figura 3.6 Observacion al microscopio éptico de una muestra de cultivo de C. cucullus sometido al

procedimiento descrito en la figura 3.4. Sedimento 2. Las flechas indican las células.
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3.3. Desarrollo y validacidn de la DMFS para la extraccion de HAP’s en protozoarios.

3.3.1 Optimizacion de la elucion de los HAP’s. DMFS con estdndar.

Conociendo el orden de elucidon de los compuestos en el sistema cromatografico y
haciendo analogia de su comportamiento con el sistema de extraccion, se planted en primer
lugar, la optimizacion del volumen de disolvente orgénico para extraer los compuestos del
cartucho empacado con 100 mg de fase C18-PAH. El disolvente utilizado fue acetonitrilo grado
HPLC y los resultados promedio de los tres ensayos planteados se presentan en las tablas 3.5-

3.7.

Tabla 3.5 Ensayo 1. Elucion de los compuestos con 100% de acetonitrilo.
Fortificacién a 16 ng g de fase. Cartuchos empacados con 0.1 g de fase.

Recobro (%) promedio * D.E.
n=3
Compuesto
Fracciones de 1 mL de acetonitrilo
Global
1 2 3 4
* 3k %k * 3k
Benzo[alantraceno 99.5 +3.08 99.5
Benzo[b]fluoranteno 103.0+4.31 | ** ** ** 103.0
Benzo[a]pireno 92.8+4.34 * * * 92.8

** No cuantificables, < L.D. D. E. = Desviacién estandar

Como se aprecia en la tabla 3.5, al usar acetonitrilo como disolvente de elucién de los
compuestos, es suficiente utilizar s6lo 1 mL de acetonitrilo ya que los recobros mayores al 92 %.
Esto proporciona la ventaja de que los HAP’s quedan suficientemente recuperados y
concentrados en 1 mL, lo cual facilita el analisis de los extractos en el sistema cromatografico

sin tener que evaporar el disolvente.

Los resultados del ensayo 2 se presentan en la tabla 3.6 en donde se observa que debido al
caracter apolar de los tres analitos, no se observa fuga de los compuestos en el cartucho al
agregar el agua. Sin embargo, en las fracciones de agua: acetonitrilo (50:50) utilizadas, si se

aprecia fuga de los tres compuestos. Por lo tanto, no se selecciond esta mezcla como disolucion
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de limpieza para la columna de dispersidn puesto que se obtendrian bajos rendimientos al eluir

los compuestos con acetonitrilo. Los recobros obtenidos en acetonitrilo 100% son menores al

79%.
Tabla 3.6 Ensayo 2. Elucién de los compuestos con mezclas agua: acetonitrilo de polaridad
decreciente. Fortificacion a 16 ng g de fase. Cantidad de fase utilizada 0.1 g.
Recobro (%) promedio + D.E.
n=3
Compuesto Fraccionesde 1 | Fraccionesde 1 mLde | Fraccionesde 1 mL CV.%
mL de agua agua:acetonitrilo de acetonitrilo Recobro
(50:50 v/v) Global  D.E.
1 2 3 1 2 1 2
Benzo[a]antraceno *k *k *k 17.1+1.67 | 143+1.43 62.5+ 2.67 0 93.7+3.08 3.3
Benzo[b]fluoranteno ** ** ** 7.8+2.06 15.3+1.83 79.1+2.78 0 102.2+4.31 4.2
Benzo[a]pireno *k *k *k 11.6+0.68 | 10.0+3.37 72.4+7.08 0 94.0+4.34 4.6

** No cuantificables, < L.D. D. E. = Desviacion estandar

Por lo anterior, con el fin de aumentar la cuantitatividad en la recuperacién de HAP’s en Ia
fraccién de acetonitrilo, se decidié probar otra disolucion de limpieza que estuviera constituida
por una mezcla de agua: acetonitrilo de mayor polaridad, lo cual se logré6 aumentando la
proporcion de agua (de 50 a 70 %) en la mezcla agua: acetonitrilo, para evitar la fuga de los
HAP’s del cartucho al momento de agregar los disolventes de limpieza. Los resultados

obtenidos se presentan en la tabla 3.7.

Con esta secuencia de elucién, se lograron mejores recobros en el extracto de acetonitrilo,
con respecto a la secuencia de elucion del ensayo 2 y no se presentaron los analitos en las
fracciones agua: acetonitrilo (70:30). Por lo tanto, se decidié probar dichas condiciones en caso
de observarse que eran suficientes para eliminar posibles interferentes provenientes de la

muestra del sedimento de protozoarios. Dichos resultados se discuten en la seccidn siguiente.
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Tabla 3.7 Ensayo 3. Optimizacion de la limpieza de interferentes. Fortificacion a 16 ng g”* de fase.
Cantidad de fase utilizada 0.1 g.

Recobro (%) promedio + D. E.

n=3
i 1mL
Compuesto Fracciones de 1 mL Fracciones de . m de Fracciones de 1 mL C.V.%
de agua agua:acetonitrilo de acetonitrilo Global
(70:30 v/v)
D. E.
1 2 3 1 2 3 1 2
Benzo[a]antraceno ** *x ** *x *x *x 97.5 +4.52 0 97.5 +4.52 4.6
Benzo[b]fluoranteno | ** ** ** ** *x *x 101.4 +2.63 0 101.4 +2.63 2.6
Benzo[a]pireno ** *x *x *x *x o 90.8 +2.78 0 90.8 +2.78 3.1
** No cuantificables, < L.D. D. E. = Desviacion estandar
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Benzo[a]antraceno Benzo[b]fluoranteno Benzo[a]pireno

®m DMFS Secuencia de limpieza 1

Compuesto

O DMFS. Secuencia de limpieza 2

Figura 3.7. Comparacion de los recobros promedio * D. E. obtenidos en la fraccidn de acetonitrilo,

después de utilizar las dos secuencias de limpieza en la DMFS sin muestra.
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3.3.2 Optimizacion de la elucion selectiva de los HAP’s. DMFS con estdndares y muestras de

protozoarios.

Al inyectar los extractos en acetonitrilo correspondientes al ensayo 1 provenientes de una

muestra fortificada y sin realizar la limpieza de interferentes en la secuencia de elucién, se

observé el cromatograma de la figura 3.7.A.
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&
\ Q
\./’f\ Eimmaipunnn
50 \ Benzo(b)fluoranteno
J /
0 = ———— “-\-.L ’J'_ e .‘-\"“_\_‘_‘-‘
!
Zona de Interferentes R W) r
< >
50 T T G T 1 1 i 5
Minute
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B
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Benzo(b)lueranteno Benzo{a)pirena
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R P e S . T i, VR ——\s-,_ __,'f \ / L
L &4 " “_LH—H__...;\.\?I__,, _/_ e
“ LY o 3 Ta s B G 1™
Minutes

Figura 3.8. Cromatogramas de extractos obtenido por DMFS con muestras de protozoarios fortificadas
con 0.32 ng/mg de cada compuesto. A) DMFS sin limpieza, B) DMFS con limpieza

Los interferentes observados resultaron ser mas polares que los tres HAP’s, ya que tenian
una menor retencion en el sistema cromatografico. Estos interferentes dificultaban la

integracion del primero de los HAP’s en eluir, que es el benzo[alantraceno, por lo cual se
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propuso el ensayo 2, agregando la secuencia de limpieza con 3 mL de mezcla acetonitrilo:
agua (30:70) antes de eluir los compuestos en acetonitrilo puro, con lo cual se logré realizar
una limpieza muy eficiente, ya que se lograron eliminar los picos provenientes de los

interferentes como se ilustra en la figura 3.7.B.

Una vez que se observé que la secuencia de limpieza era efectiva, se procedié a adoptarla 'y
verificar la linealidad de la técnica de DMFS, realizando la fortificacion del adsorbente con

disoluciones estandar en un primer lugar.

3.3.3 Validacion del método por DMFS-CLAR. Ensayos sin muestra.

Con los ensayos de DMFS sin muestra se observd buena linealidad del método con
coeficientes de correlacién lineal mayores a 0.99 para los tres compuestos. A partir de las
pendientes correspondientes de las rectas ng agregados vs ng recuperados se obtuvieron
buenos recobros promedio, mayores a 90.8 %. La precision del método también resultdé muy

buena con coeficientes de variacion menores a 2 %.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla siguiente.

Tabla 3.8 Resultados de la validacion de la técnica de DMFS sin muestra

Precision Ecuacion de la recta Coeficiente de
Sl A ng recuperados (y) vs ng G
(C.V. %) B 2
agregados (x) (r?)
Benzo[a]antraceno 1.64 y = 0.948x - 0.046 0.9996
Benzo[b]fluoranteno 0.79 y =1.037x + 0.007 0.9997
Benzo[a]pireno 1,76 y =0.908x - 0.028 0.9998

"Nivel de fortificacion = 80 ng/g de fase, n = 5 repeticiones; ° Intervalo de concentraciones 4-100 ng/g de fase.
Cantidad de fase utilizada=0.1g
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Con esto se aprecia un buen desempeiio del método para la extraccién de los HAP’s, con lo
cual se procedio a la validaciéon del método de extraccion de HAP’s por DMFS con muestras de

protozoarios fortificadas con estandares de los compuestos de interés.

3.3.4 Validacion del método por DMFS-CLAR. Ensayos con protozoarios.

Los resultados de la validacion del método de extraccidn por DMFS se presentan en la tabla

3.9.

Tabla 3.9 Resultados de la validacion del método de extraccién de HAP’s por DMFS en muestras de
protozoarios y analisis por CLAR

Precision Ecuacién de la recta | Coeficiente
d
Compuesto a | ngrecuperados (y) vs correlicién e
0,

(C.V. %) g agregados (x)° ) ng/mg | ng/mg

Benzo[a]antraceno 3.30 y =0.908x + 0.034 0.9987 0.05 0.15

Benzo[b]fluoranteno 3.97 y =0.957x + 0.125 0.9956 0.04 0.12
Benzo[a]pireno 2.55 y =0.841x + 0.026 0.9936 0.06 0.20

"Nivel de fortificacién = 2 ng/mg muestra, 5 repeticiones; ® Intervalo de concentraciones 0.1-2 ng/mg muestra.

En ella se aprecia una buena linealidad del método, con coeficientes de regresion mayores a

0.99.

Con las ecuaciones de las curvas de ng agregados vs ng recuperados, para cada compuesto, se
obtuvo el recobro promedio del método dentro del intervalo de concentraciones utilizado, que
corresponde al valor obtenido para la pendiente de cada curva. Se obtuvieron buenos recobros,
aunque, fueron menores a los obtenidos en la validacién sin muestra. Los recobros promedio
fueron mayores al 90 % para benzo[a]antraceno y benzo[b]fluoranteno, mientras que para el

benzo[a]pireno fueron de 84 %.

El hecho de trabajar con un intervalo de concentraciones mdas amplio, afectéd un poco los
limites de deteccién y cuantificacién estadisticos. Se obtuvieron L. D. y L. C. menores a 0.2
ng/mg de muestra (ver tabla 3.9) lo que permite la cuantificacién de cantidades muy pequefias

de los tres compuestos adsorbidos en los protozoarios expuestos a los contaminantes. Asi, para
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muestras de 5 mg de protozoarios, se podrian determinar con buena precision, cantidades
adsorbidas en los protozoarios cercanas a 0.75, 0.60 y 1.00 ng para benzo[a]antraceno,

benzo[b]fluoranteno y benzo[a]pireno, respectivamente.

Como se explicard mas adelante en este trabajo, en la secciéon de aplicacién del método,
estos niveles resultaron suficientes para cuantificar las cantidades de HAP’s encontradas en las

muestras de protozoarios expuestos.

3.4. Optimizacion y validacion del método de extraccion de HAP’s en medios de

cultivos liquidos por la técnica de EFS.

3.4.1 Ensayos de retencion y elucion.

En esta seccidon se determinaron los recobros de los HAP’s a partir de la extraccién de 15 mL

de muestra adicionada con 15 % (v/v) de dos diferentes modificadores organicos.

Los rendimientos obtenidos a partir de la EFS en muestras de 15 mL de agua fortificadas con
HAP’s resultaron ser bajos, menores al 50 %, pero al agregar los disolventes etanol e
isopropanol en porcentajes de 15 %, se mejord el rendimiento de la extraccion de los HAP’s por
EFS, dandose los resultados que se presentan en la figura 3.9. No se probaron porcentajes
mayores de estos disolventes para evitar la fuga de los compuestos al momento de cargarlos en

el cartucho de EFS.

En la figura 3.9 se aprecia en el recobro el efecto positivo que tienen los disolventes
agregados. El efecto es mayor para los HAP’s de 5 anillos (benzo[a]pireno vy
benzo[b]fluoranteno) en donde sus recobros casi se duplican con respecto a los ensayos en
donde no se agrega a las muestras ninguno de los disolventes. Sin embargo, aun con la adicién
de los disolventes en este porcentaje, no se alcanza un recobro del 100 % debido a la alta
hidrofobicidad de los compuestos, cierta cantidad de los HAP’s queda adsorbida a los

materiales donde se encuentra la muestra antes de pasar por el cartucho de EFS.
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Figura 3.9 Resultados promedio % D. E. de la optimizacién de la extraccion de los HAP’s en agua por EFS con la
adicién de modificadores orgénicos. Fortificacion a 0.8 ng/mL de cada compuesto, n=3.

Debido a que se tuvo una variacion relativamente alta, con C.V. % cercanos a 6.6 en algunos
casos, se decidié comparar las dos medias resultantes de los ensayos con modificador agregado
(etanol o isopropanol) mediante una prueba de t de Student. Para esto, se utilizé la funcion
PRUEBA.T del software Excel. Esta funcién da la probabilidad de que dos medias de dos

poblaciones, distintas y con el mismo niumero de muestras, sean iguales.

Los resultados obtenidos mostraron diferencia significativa entre los promedio obtenidos
para cada compuesto, utilizando los dos disolventes, por lo que el disolvente que resultd mas
eficiente para la EFS fue el isopropanol, dando los mejores recobros. Este disolvente se utilizd

para la validacion del método por EFS en muestras de cultivos sin protozoarios.

Los recobros correspondientes a todos los ensayos realizados junto con los recobros globales

y coeficientes de variacién se presentan en la tabla 3.10.

Cabe mencionar que al analizar las fracciones de 100% agua y acetonitrilo:agua 30:70, no se

observé fuga de los compuestos.
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Tabla 3.10 Resultados completos de la optimizacién de la EFS en agua.

Fortificacion a 0.8 ng/mL de cada compuesto.

Recobros %

Compuesto 15 % Etanol 15 % isopropanol .Si.n
modificador
60.99 63.43 48.75
60.94 63.34 49.85
61.65 68.85 48.45
59.76 68.13 47.87
Benzo[a]antraceno 59.10 64.46 48.28
p* 0.0013
Recobro % Promedio 61.19 65.64 49.01
D. E. 1.03 2.65 0.74
C.V.% 1.71 4.04 1.50
15 % Etanol 15 % isopropanol .SI.n
modificador
Recobros %
54.72 59.94 36.38
54.76 60.04 39.03
Benzo[b]fluoranteno >7.10 66.45 3582
54.76 68.13 47.87
57.1 64.46 48.28
p* 0.0017
Recobro % Promedio 58.49 63.80 37.08
D.E. 3.34 3.72 1.72
C.V.% 5.71 5.83 4.63
15 % Etanol 15 % isopropanol .Si'n
modificador
Recobros %
54.66 61.16 35.59
54.16 55.52 38.61
Benzo[a]pireno 60.79 62.09 34.20
59.76 68.13 47.87
59.1 64.46 48.28
p* 0.0446
Recobro % Promedio 56.54 62.67 36.14
D. E. 3.69 3.94 2.26
C.V.% 6.53 6.29 6.24

*Un valor de p < 0.05, indica diferencia significativa entre las medias con un nivel de confianza del 95 %.

Volumen de muestra = 15 mL.
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En la figura 3.10, se presentan los patrones de elucién del cartucho de EFS para los tres
compuestos, al agregar los modificadores organicos en el agua. Se observa claramente que el

isopropanol proporciond los mejores resultados.
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Figura 3.10 Patrones de elucidn para los tres HAP’s en estudio. Elucién con acetonitrilo 100 %. Cartucho de EFS con

250 mg de fase C18-PAH. Fortificacién a 0.8 ng/mL de cada compuesto. Volumen de muestra = 15 mL.
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También, en todos los casos se aprecia que la totalidad de los compuestos que pueden ser
eluidos del cartucho de EFS se efectua al utilizar 3 mL de acetonitrilo. Asi, un volumen un poco
mayor (4 mL) se utilizé para los siguientes ensayos de validacion con muestras de cultivos

liquidos sin protozoarios.

Las concentraciones a las cuales quedaron los HAP’s en los extractos con acetonitrilo fueron
suficientes para analizarlas con el detector de fluorescencia sin necesidad de concentrar aun
mas el extracto obtenido, ya que al pasar los compuestos de un volumen de 15 mL en las
muestras a uno de 4 mL en el extracto se obtiene un factor de concentracion de 3.75, que
mejora la sefal de los picos cromatograficos al inyectar extractos mas concentrados que las

muestras.

3.4.2 Limpieza de interferentes.

Considerando los resultados obtenidos para la DMFS, se propuso para la EFS con cultivos
liquidos una secuencia de limpieza similar, antes de eluir a los compuestos del cartucho de EFS.
Los disolventes de limpieza utilizados fueron primero agua y después agua: acetonitrilo (70:30
v/v), ambos en volimenes de 5 mL. Finalmente los compuestos se eluyeron del cartucho con 4
mL de acetonitrilo. De estos ensayos se recuperaron fracciones de 1 mL de cada uno de los
disolventes aplicados, cada fraccion fue analizada para determinar el contenido de HAP's y el

recobro.

Los andlisis de las fracciones indicaron que en los disolventes de limpieza (agua y mezcla
agua: acetonitrilo) no se encontraron cantidades medibles de los compuestos, mientras que en
las fracciones de acetonitrilo se recuperd la mayor cantidad posible de los mismos. Ademas, en
los cromatogramas correspondientes a los HAP’s recuperados en acetonitrilo no se observaron
interferentes que impidieran realizar un buen analisis, como en el caso de la DMFS, con lo cual
se determind que la secuencia de limpieza propuesta era eficiente para los ensayos. En la figura
3.11 se presenta el cromatograma obtenido al inyectar un extracto en acetonitrilo con las

condiciones establecidas para este método de EFS.
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Figura 3.11. Cromatograma de un extracto obtenido por EFS a partir de una muestra de cultivo libre de
protozoarios con una concentracion de 0.8 ng/mL de cultivo para los tres HAP’s en estudio.

Los recobros promedio para cada una de las fracciones analizadas se presentan en la tabla
3.11.
Tabla 3.11 Optimizacién de la limpieza de interferentes en EFS.

Fortificacion a 0.8 ng mL™" de muestra. Volumen de muestra utilizado= 15 mL de cultivo sin protozoarios
adicionado con 15% de isopropanol.

Recobro (%) promedio t D.E. n=3
. Fracciones de 1 mL .
Fracciones de 1 mL de . Fracciones de 1 mL de
Compuesto agua de agua:acetonitrilo acetonitrilo C.V.%
& (70:30 v/v) Global
112|134 5 1/2|13(4]|5 1 2 3 4
* %k * %k * %k * %k * %k * %k * %k * %k * %k * %k 0
4.04
BA 52.40 | 13.43 8.78| 0.15| 74.76
* ¥ * ¥ * ¥ * ¥ * ¥ * %k * %k * %k * %k * %k
5.83
BF 47.35 | 15.14 7.57| 0.80| 70.86
* %k * %k * %k * %k * %k * %k * %k * %k * %k * %k
6.29
BpP 41.00 | 18.75 8.46| 0.89| 69.10

BA = Benzo[a]antraceno, BF = Benzo[b]fluoranteno, BP = Benzo[a]pireno. ** No cuantificables, < L.D.
D. E. = Desviacion estandar

87



Capitulo 3. Resultados y Discusion

Al realizar los ensayos de recobro utilizando muestras de cultivos sin protozoarios, se
observé un pequeiio incremento en los rendimientos de la EFS con respecto a los resultados
obtenidos al utilizar solo agua como muestra. Este aumento, se confirma mas adelante en los

resultados de la validacidon de la técnica de EFS con muestra.

El aumento puede explicarse de una manera muy aproximada, utilizando el estudio
publicado por Jeanneau y cols. (2007), en donde se reporta que puede suceder que la presencia
de materia organica soluble en el medio de cultivo provoque la adsorcién de cierta cantidad de
HAP’s. De esta forma, en el medio de cultivo hay una fraccién de los HAP’s solubles, otra unida
a la materia organica soluble y una mas que se une al recipiente que contiene a la muestra.
Mientras que en los ensayos con agua, solo se tienen dos fracciones, una soluble y otra unida al
vidrio de los recipientes. Al agregar el isopropanol a la muestras (agua o cultivo), se mejora la
solubilidad de los HAP’s por lo cual cierta cantidad de los HAP’s se desprende del material de
vidrio aumentando la cantidad de HAP’s solubles. Sin embargo, en la muestra de cultivo, esta
cantidad soluble serd mayor porque habrd que sumar la cantidad de HAP’s adherida a la
materia organica soluble y por lo tanto, una mayor cantidad de los HAP’s pasaran por el
cartucho de extraccidn cuando se utilicen muestras de cultivos, aumentando el rendimiento de

la extraccidon en estas muestras.

3.4.3 Validacion del método por EFS para la extraccion de HAP’s en agua.

Se obtuvo una buena linealidad de la técnica con coeficientes de correlacion mayores a 0.99
dentro del rango de concentraciones utilizado. Cabe senalar que se utiliz6 como punto
maximo de la curva, el valor de solubilidad maxima en agua, del compuesto mas insoluble, el
benzo[b]fluoranteno. Para calcular con mayor precisiéon los limites de deteccion vy
cuantificacion de los compuestos para el método por EFS-CLAR, se decidid trabajar a

concentraciones menores a este valor de solubilidad.

En la tabla 3.12 se observa que los valores obtenidos para los limites de cuantificacion
resultaron ser bajos para los tres compuestos, permitiéndonos trabajar con precisidon en

concentraciones mayores a 0.13 ng/mL de muestra.
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Si se utiliza el factor de concentracidn para calcular las concentraciones al L. C. del

benzo[a]pireno, en el extracto de 4 mL obtenido en esta técnica de EFS:

0.13 ng 15 mL muestra

Concentracion en extractoenel L.C.= = 0.49 ng/mL

*
mL muestra 4 mlL extracto

Dicho valor resulta ser mas alto que el encontrado para el mismo compuesto en la validaciéon

del sistema (0.15 ng/mL, mostrado en la tabla 3.4).

Lo anterior puede explicarse por el hecho de que la técnica de EFS no alcanza recobros del
100%, lo cual hace que la pendiente de la respuesta = f(concentracién del analito) sea menor.
Sin embargo, con el factor de concentracién de la muestra, las cantidades de los analitos que
se obtienen en los extractos del método por EFS, son lo suficientemente altas para cuantificar

con exactitud su contenido sin necesidad de concentrarlos por evaporacion.

Ademas, se observa en la tabla 3.12 una buena repetibilidad del método con coeficientes de
variaciéon menores a 3.50 %. En la misma tabla se presentan las ecuaciones de las rectas ng

agregados vs ng recuperados, y sus respectivos coeficientes de correlacién lineal.

Tabla 3.12. Resultados de la validacion del método por EFS-CLAR en muestras de agua grado
cromatografico.

Precisia Ecuacion de la recta

recision Coeficientes de

Compuesto A ng recuperados (y) vs ng correlacion L. D. L. C.
0,
(C.V. %) agregados (x)° ng/mL | ng/mL

Benzo[a]antraceno 2.93 y =0.694x + 0.018 0.9964 0.02 0.08
Benzo[b]fluoranteno 2.71 y = 0.684x + 0.049 0.9970 0.02 0.06
Benzo[a]pireno 3.50 y =0.698x + 0.010 0.9960 0.04 0.13

A .. ., B .
5 repeticiones a una concentracion de 0.9 ng/mL de muestra; ~ Intervalo de concentraciones 0.1 —
1.2 ng/mL con tres repeticiones de cada concentracidn

89



Capitulo 3. Resultados y Discusion

3.4.4 Validacion del método por EFS con muestras de medios de cultivo liquidos sin

microorganismos.

En la tabla 3.13 se presentan los resultados obtenidos en la validacidn de la EFS con cultivos

liquidos libres de protozoarios.

Tabla 3.13. Resultados de la validacion del método por EFS-CLAR en medios de cultivo libres de protozoarios.

Precisié Ecuacion de la recta

recision Coeficientes de

Compuesto A ng recuperados (y) vs ng correlacion L. D. L. C.
0,
(C.V. %) B Tyye ng/mL ng/mL

Benzo[a]antraceno 6.00 y =0.744x + 0.049 0.9914 0.04 0.12
Benzo[b]fluoranteno 6.30 y =0.727x + 0.040 0.9834 0.03 0.10
Benzo[a]pireno 7.75 y =0.700x + 0.021 0.9912 0.04 0.14

A . - B .
5 repeticiones a una concentracién de 0.5 ng/mL; - Intervalo de concentraciones 0.15 — 1.20 ng/mL con tres
repeticiones de cada concentracion

En este caso, se observa mayor variabilidad en los resultados con respecto a las muestras de
agua grado cromatografico. Sin embargo, se considera buena la repetibilidad del método por
EFS, dado que los coeficientes de variacidn para los tres compuestos son menores a 7.75 %, aun

cuando se obtuvieron con una muestra tan compleja como el medio de cultivo liquido.

Los recobros obtenidos fueron mayores al 70 % y la linealidad del método fue buena, con
coeficientes de correlacién mayores a 0.99 para dos de los compuestos, Benzo[a]antraceno y

Benzo[a]pireno y de 0.98 para el Benzo[b]fluoranteno.

La linealidad en el intervalo estudiado y los limites de cuantificacion calculados
estadisticamente demuestran que el método permite trabajar en un amplio intervalo de
concentraciones por debajo de la solubilidad de los compuestos en agua. Estos valores
resultaron ser ligeramente mas elevados que en los ensayos anteriores con agua, debido a que
hay mayor variacién en cada uno de los ensayos, reflejados en C. V. mayores y r* menores a

0.99 en algunos casos, lo que aumenta el valor calculado estadisticamente.
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De esta forma, el diagrama completo de trabajo se presenta en la figura 3.12. En este

diagrama se incluye el protocolo de extraccién por DMFS de los HAP’s en los microorganismos y

el protocolo de extraccién por EFS de los HAP’s en los medios de cultivo liquidos.

Centrifugar a
1100 rpm
durante 2

minutos y dejar
reposar 5
minutos

Sobrenadante 1

Cultivo de Agregar solucion
estandar e
, CUCU//LIIS > incubara2s°cal [
en infusion :
de cebada tiempo
correspondiente
A 15 mLde
cultivo,
agregar 15 % Sobrenadante 2
de iSOprOpanol —

-

Centrifugar a
3500 rpm
durante 8

minutos y dejar
reposar 5
minutos

Equilibrar durante 5 minutos.
Aplicar a un cartucho de EFS
empacado con 0.25 g de silice
C18-PAH acondicionada.

Sedimento 1
—

Materia organica

Dejar secar a
temperatura
ambiente.

Sedimento 2
—(

Protozoarios

/

Extraccion

1

Agregar a cada sedimento 100 mg de
fase C18-PAH acondicionada y
pulverizar en mortero de agata.

por EFS

Limpiar con a) 5 mL de aguay
b) 5 mL de ACN:Agua (30:70)

Desechar eluatos

1

Eluir con 4 mL de ACN

v

Empacar en cartuchos de EFS.

v

Limpiar con a) 3 mL de aguay
b) 3 mL de ACN:Agua (30:70)

Desechar eluatos

}

Eluir con 1 mL de ACN

/

Inyectar 20 L al sistema
CLAR-DF

Analisis

/

Obtencion
dela
muestra de
protozoarios

Extraccion

por DMFS

Figura 3.12 Protocolo completo para la determinacion de los tres HAP’s en cultivos de protozoarios utilizando
técnicas de extraccion con adsorbentes y cromatografia de liquidos con deteccion de fluorescencia.
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3.5. Aplicacion del método a muestras de cultivos expuestos a los HAP’s

3.5.1 Pruebas testigo en los cultivos de C. cucullus.

Después de 24 h de la inoculacidon del cultivo, se obtuvo un nimero de células de C. cucullus
entre 70-80 por cada 100 uL de cultivo. A partir de este tiempo, se agregé la alicuota de ACN a
los cultivos correspondientes y en las siguientes 24 h se realizd un conteo de protozoarios a
diferentes tiempos en cultivos con y sin alicuota de acetonitrilo. Los resultados se presentan en
la figura 3.13, en esta figura, se aprecia que la adicién de la alicuota de acetonitrilo, no afecta el
crecimiento de los protozoarios en el medio de cultivo ya que, el conteo promedio arrojé
numeros de células muy parecidos para ambas muestras a lo largo del intervalo de tiempo en el
cual se realizaron las observaciones al microscopio. Entre las 6 y 9 h, se mantiene un nimero de
células relativamente estable ya que se observa que después de las 9 h comienza a disminuir
considerablemente el nimero de organismos, llegando hasta casi la mitad del valor inicial al
llegar a un periodo de exposiciéon 24 h. Debido a esto, el intervalo de tiempo que se tomé para

los ensayos de exposicion a los HAP’s fue de 2 a 8 h.

90 -

NUumero de células **

30 T T T T

0 5 10 15 20
Tiempo de exposicidon al acetonitrilo (h)

e\ Cultivo = ® =Cultivo + 15 pL de acetonitrilo
testigo

Figura 3.13 Numero de células de C. cucullus después de 24 hrs de crecimiento en cultivo liquido de infusiéon de
cebada. ** En 100 UL de cultivo.
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De esta forma, en los ensayos siguientes se agregd una concentracién conocida de HAP’s en
el medio de cultivo y se varié el tiempo de exposicion de los protozoarios a estos

contaminantes.

3.5.2 Ensayos de exposicion de protozoarios a los HAP’s.

El objetivo de estos ensayos consistid simplemente en corroborar si el tiempo de exposicion
a los contaminantes se refleja en la cantidad acumulada en los microorganismos. Ademas, se
tratd de verificar si las extracciones eran discriminantes para cada uno de los componentes del
cultivo, como son los microorganismos, la materia organica insoluble y el medio de cultivo
liquido, llegandose a cumplir con el balance de materia. Asi, con las condiciones establecidas en

los métodos de extraccidn, se analizaron los diferentes componentes del cultivo de C. cucullus.

Debido a la alta adsorcién que presentan los analitos estudiados en los recipientes que
contenian las muestras, especialmente porque se encuentran en medios acuosos; se realizaron
cultivos testigo de adsorcion, sin microorganismos. Estos consistieron en incubar a las mismas
condiciones el medio conteniendo la misma cantidad de HAP’s agregada. Las cantidades de
compuestos recuperadas por la EFS representaron el total de los HAP’s disponibles en el medio
de cultivo liquido para ser adsorbidos por los protozoarios y por tanto, se consideraron como el
valor maximo a alcanzar al sumar las cantidades obtenidas de cada fracciéon analizada en los
ensayos de exposicion. Dicho de otra forma, este valor se consideré como el recobro de 100 %

en cada tiempo de exposicion.

A continuacidn, se presentan las cantidades y concentraciones recuperadas para cada cultivo

testigo en un volumen de 60 mL de cultivo a cada tiempo de exposicion.
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Tabla 3.14 Cantidades de HAP’s recuperadas por EFS en los cultivos control de adsorcion a los diferentes tiempos
de exposicion.

Tiempo 2h 5h 8h
exposicidn
TS Cantidad | Concentracidon | Cantidad | Concentracion | Cantidad | Concentracion
(ng) (ng/mL) (ng) (ng/mL) (ng) (ng/mL)
BaA 24.5 0.41 16.3 0.27 18.3 0.30
BbF 21.4 0.36 19.9 0.33 21.2 0.35
BaP 21.6 0.36 19.3 0.32 18.8 0.31

La concentracion de cada compuesto a cada intervalo, se calculdé con base en un volumen de 60 mL de cultivo

liquido. Cantidad agregada = 1 ng/mL de cultivo.

Se observa una gran adsorcién de los compuestos al ser agregados al medio de cultivo, ya
que, inicialmente se agregaron los compuestos en concentraciones de 1 ng/mL de cultivo y se
tiene una muestra de 60 mL de cultivo, se tendrian que recuperar 60 ng para tener un recobro
del 100%. Sin embargo, la cantidad recuperada flucttia entre un 30 y 40 % del valor esperado. Si
bien, el recobro alcanzado con la técnica de EFS demostrd ser cercano al 70 % para los
compuestos, los valores recuperados en estos ensayos estdn muy por debajo de los valores
determinados anteriormente. Esto se puede atribuir a que en estos experimentos, los HAP’s
permanecieron en el medio acuoso durante un mayor intervalo de tiempo, a diferencia de los
ensayos realizados en la validacion del método, en donde la permanencia de los compuestos en
el medio acuoso era de 5 a 10 minutos, antes de agregar el isopropanol y realizar la EFS, por lo

que la pérdida se refirié solamente al del sistema de extraccidn y no a la adsorcion al vidrio.

Afortunadamente, aln con la adsorcién alta al vidrio de los HAP’s, las concentraciones
remanentes después de los intervalos de tiempo seleccionados, son superiores al limite de
cuantificacidon encontrado para cada compuesto, al utilizar el método de EFS-CLAR. Esto nos da
la seguridad de que fue posible calcular las concentraciones de estas muestras con

confiabilidad.

A continuacién se discutirdn los resultados obtenidos de los ensayos de exposicion. Se
presentardn las cantidades encontradas en los protozoarios, los medios de cultivo liquidos y la

materia orgdnica, en ese orden.

La cantidad de HAP’s recuperada en la fraccidn de protozoarios se presenta en la tabla 3.15.
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Tabla 3.15 Cantidades de HAP’s recuperadas en las muestras de protozoarios sometidas a diferentes
tiempos de exposicion.

Cantidad total
Tiempo de recuperada (ng) Cantidad Desv. %
Compuesto | exposicion Ensayo Promedio - C.V.% Promedio
(horas) (ng) recuperado
1 2 3
2 2.61 291 3.12 2.88 0.26 8.88 11.76
BaA 5 3.66 | 3.73 | 4.34 3.91 0.38 9.62 24.06
8 1.86 1.87 2.08 1.94 0.12 6.25 10.60
2 3.53 3.90 4.25 3.90 0.36 9.22 18.17
BbF 5 6.82 7.04 7.77 7.21 0.50 6.91 36.29
8 3.70 3.74 3.32 3.59 0.23 6.42 16.94
2 2.68 2.99 3.24 2.97 0.28 9.39 13.73
BaP 5 5.76 6.41 6.78 6.32 0.52 8.17 32.77
8 2.26 2.54 2.49 2.43 0.15 6.28 12.92

BaA = Benzo[alantraceno; BbF =Benzo[b]fluoranteno; BaP = Benzo[a]pireno
Cantidad de muestra =5 mg promedio

En los resultados anteriores, se aprecia que la metodologia desarrollada para la extraccion
de los compuestos, permitié cuantificar con buena precision, las cantidades encontradas en las

células de protozoarios expuestos a los HAP’s.

Analizando los datos de las cantidades recuperadas con respecto a los limites de
cuantificacion del método de DMFS-CLAR, se observa que todas caen por arriba de los limites
reportados en la tabla 3.9. Asi, por ejemplo, considerando la cantidad promedio encontrada
para el benzo[alantraceno en el ensayo de 8 h, que fue la cantidad menor de todas (1.94 ng),
se calcula que corresponde a 0.39 ng/mg de muestra, valor mayor al L. C. encontrado en la
validacion del método de extraccién por DMFS-CLAR (0.12 ng/mg). Lo mismo ocurre para el

resto de resultados con cantidades recuperadas con valores mayores.

Los cromatogramas obtenidos al inyectar los extractos, presentaron buena resolucién de los

picos y buena respuesta, como se observa en la figura 3.14.
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Figura 3.14 Cromatograma obtenido al inyectar un extracto de una muestra de protozoarios expuestos a una
concentracién de cada HAP de 1 ng/mL durante un intervalo de tiempo de 5 h BA = Benzo[alantraceno; BF =
Benzo[b]fluoranteno; BP = Benzo[a]pireno. Concentracidn de los compuestos en el extracto BA = 3.6 ng/mL;
BF =6.8 ng/mLyBP =5.7 ng/mL

Continuando con la interpretacion de los datos de la tabla 3.15, se observa para cada
compuesto, que la mayor cantidad adsorbida de HAP’s en las células de protozoarios se

encontré al exponer los cultivos durante un periodo de 5 horas.

Se hizo un analisis ANOVA de 1 via, para demostrar la diferencia significativa entre los
recobros en protozoarios para los diferentes tiempos de exposicion y se encontrd diferencia
significativa entre los porcentajes recuperados a las 5 h, con respecto a los otros dos tiempos
estudiados. Estos resultados se representan en la figura 3.10 y fueron obtenidos con ayuda del

software GRAPHPAD PRIM 4 DEMO.
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Benzo[a]antraceno Benzo[a]pireno
—  kkk
— kkk
25_ 35' s
30+
204
o O 254
o ©
§ 15 § 20-
3 10 3 ——
R —
Q ()
- = 10+
X g X
5
0 0 T T
5 8
Tiempo (hr) Tiempo (hr)

Benzo[b]fluoranteno

— kkk
40m L kkk
° 30+
o
o
8 20+
3 ——
g
X 104
0 Y T
2 5 8
Tiempo (hr)

Figura 3.15 Analisis estadistico entre las cantidades de los HAP’s recuperadas en las muestras de protozoarios
en cada ensayo de exposicidn. ***Existe diferencia significativa entre los grupos comparados con una p<0.05

El compuesto que presentd mayor cantidad adsorbida a las células de protozoarios fue el
benzo[b]fluoranteno, esto concuerda con la solubilidad relativa de los tres compuestos. El
benzo[a]antraceno es el compuesto mas soluble (0.04 mg/L y Kow=5.75), por tanto, de los tres
HAP’s, es el que tiende a permanecer en mayor proporcién en el medio acuoso. El
benzo[a]pireno es el que le sigue en solubilidad (0.0038 mg/L y Log Kow=6.04) y por ultimo esta
el benzo[b]fluoranteno (0.0012 mg/L y Log Kow=6.09) que es el compuesto que tiene una
menor polaridad. Estos dos compuestos tiene valores muy cercanos de solubilidad y Log Kow,
por lo cual, sus recobros son similares. Sin embargo, se realizdé una prueba t de Student con un
valor de o=0.05, para observar diferencias significativas en los recobros de estos dos

compuestos en cada uno de los intervalos de tiempo estudiados. Los recobros en los ensayos
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de 2 y 8 h mostraron una diferencia significativa entre los recobros para benzo[a]pireno y
benzo[b]fluoranteno, siendo este ultimo el que tiene un mayor recobro. Sin embargo, en el
ensayo a 5 h muestra que los recobros promedio son iguales. Los resultados de este andlisis

estadistico se muestran en el Anexo lll.

En lo que respecta a la interpretacion biolégica se pueden hacer algunas deducciones. De
esta forma, la disminucion de la cantidad de HAP’s presente en las células entre las 5y 8 h,
puede deberse a la disminucidn en el nimero de protozoarios. Aunque en efecto, se peso una
cantidad constante de biomasa (5 mg) es posible que esta no estuviera conformada
completamente por C. cucullus, dado que al disminuir su poblacion, también se observé
microscopicamente que empezaban a predominar otro tipo de microorganismos, después de

las 8 h.

Entonces, el hecho de haber muestreado la misma cantidad de biomasa en el tiempo de 8 h,
y que ésta corresponda a C. cucullus (disminuyendo en numero de individuos) y a otros
microorganismos (tendiendo a predominar en numero), podria ser indicio de que solamente C.
cucullus, es el microorganismo que adsorbe a los contaminantes. Esta hipotesis puede ser un
poco intrépida considerando solo estos resultados pero, evidentemente, debe ser corroborada
por los especialistas en microbiologia cuando realicen bioensayos mas estrictos en donde se
mantenga controlada la poblacidn de C. cucullus, por mds tiempo en los cultivos. Esta hipdtesis
sobre la adsorcidn selectiva de C. cucullus, también puede apoyarse en que durante el intervalo
de tiempo de 2 a 5 h, en donde la poblacién del protozoario si se mantiene constante y

predominante, se observa un aumento en la adsorcién dependiente del tiempo.

Sin embargo, volviendo a la interpretacion en quimica analitica, la cual es el verdadero
objetivo del presente trabajo, se puede observar que la variacion en los resultados demostré
una buena precisién, con C. V: entre 6.25 y 9.62 %. Considerando que de acuerdo con el nivel
en el que las muestras se encuentran fortificadas, menor de 10 ppb, se llegan a aceptar C.V. (o

RSD) cercanos a 21 % (Taverniers & cols., 2004).

En la tabla 3.16, se presentan los resultados obtenidos al analizar los medios de cultivo
liquidos libres de protozoarios por la metodologia de EFS desarrollada. En esta tabla se observa
que las cantidades minimas recuperadas (a partir de 11.08 ng para el benzo[alantraceno)

corresponden a una concentracion, en los 60 mL de muestra, de 0.18 ng/mL, el cual es un valor
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cercano, pero por arriba del L.C. para el mismo compuesto, obtenido en la validacion de la
extraccidon por EFS en medios de cultivo fortificados (0.14 ng/mlL, ver tabla 3.13). Para el resto de
los resultados presentados en la tabla, se obtiene casos similares, lo cual, muestra que las
condiciones de extraccion establecidas nos permiten obtener con buena precisién estos

resultados.

Tabla 3.16 Cantidades de HAP’s recuperadas en las muestras de cultivo liquido libre de protozoarios
sometidos a diferentes tiempos de exposicién.

Tiempo de Cantidad recuperada Cantidad o
Compuesto | exposicion (ng) Promedio Desv. C.V.% Promedio
(horas) 1 2 3 (ng) Est. recuperado
2 19.96 | 22.96 | 21.63 21.52 151 6.99 87.79
BA 5 11.08 | 11.14 | 12.53 11.58 0.82 7.11 71.25
8 16.33 | 16.59 | 14.58 15.84 1.09 6.89 86.71
2 16.40 | 18.77 | 17.25 17.47 1.20 6.86 81.49
BF 5 10.71 | 10.78 | 12.23 11.24 0.85 7.60 56.55
8 17.42 | 16.48 | 18.03 17.31 0.78 4.52 81.73
2 16.93 | 17.54 | 17.59 17.36 0.37 2.13 80.19
BP 5 10.62 | 12.24 | 11.20 11.35 0.82 7.23 58.89
8 16.37 | 15.27 | 14.65 15.43 0.87 5.66 82.00

BA = Benzo[a]antraceno; BF =Benzo[b]fluoranteno; BP = Benzo[a]pireno

Es importante remarcar en esta tabla 3.16 que, a diferencia de la tabla anterior 3.17, con los
resultados con protozoarios, se observa que la menor cantidad de HAP’s presente en estos

ensayos, se encuentra al tiempo de exposicién de 5 horas.

Esto se puede explicar considerando que a las 5 horas de exposicidn, existe una mayor
adsorcién en las células de protozoarios, lo cual por consecuencia disminuye la cantidad de
HAP’s en el medio de cultivo. Por otra parte, puede suponerse que ocurre lo contrario al
observar los resultados a las 8 horas de exposicion. A este intervalo de tiempo, la cantidad de
HAP’s aumenta, lo cual se puede relacionar con una disminucién en el nimero de protozoarios
presentes en el medio de cultivo. Podria suceder que al morir, las células se rompan y liberen
de nueva cuenta al medio acuoso la cantidad de HAP’s que habian adsorbido, provocando, a
este intervalo de 8 horas de exposicion, el aumento en la cantidad de HAP’s recuperados en el
cultivo liquido y como se discutio en pdaginas anteriores, una disminucion en las cantidades de
HAP’s recuperadas en los protozoarios. Sin embargo, como se apuntd anteriormente, estas

hipdtesis biolégicas esperan ser corroboradas por los especialistas.
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En las figuras 3.18 a 3.20 presentadas mas adelante en este trabajo, se visualiza mejor la
variacion de los HAP’s disponibles en el medio de cultivo liquido a los diferentes tiempos de

exposiciéon estudiados en comparacién de los HAP’s adsorbidos en los protozoarios.

En lo que respecta a la precisién de estos resultados presentados en la tabla 3.16, se aprecia

una variacién aceptable en los resultados obtenidos, con C.V. entre 2.13-7.6 %.

Los cromatogramas obtenidos al inyectar estos extractos, presentaron buena resolucién de

los picos y buena respuesta, como se observa en la figura 3.16.

BF

myolts

T
1 2 3 4 a B 7 2 minutos

Figura 3.16 Cromatograma obtenido al inyectar un extracto de una muestra de cultivo liquido libre de
protozoarios, expuestos a una concentracién de cada HAP de 1 ng/mL durante un tiempo de 5 h BA =
Benzo[a]antraceno; BF =Benzo[b]fluoranteno; BP = Benzo[a]pireno. Concentracién de los compuestos en el
extracto, BA = 0.68 ng/mL; BF = 0.73 ng/mLy BP =0.65 ng/mL

Por otro lado, para efectuar la cuantificacion de la cantidad de HAP’s que se adsorbio en la
materia orgdnica presente en el medio de cultivo, se decidid realizar extracciones por DMFS a
las muestras de materia organica aisladas por medio de la centrifugacién selectiva del método
de preparacién descrito en la secciéon 3.2. La extraccion se realizd utilizando las mismas
condiciones para el analisis de HAP’s en protozoarios. Sin embargo, como se aprecia en la figura
3.17, la limpieza no es suficiente por lo que aparecen interferencias cercanas al tiempo de

retencion del benzo[alantraceno.
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Figura 3.17 Cromatograma obtenido al inyectar un extracto de una muestra de materia organica insoluble, de un

cultivo expuesto a una concentracién de cada HAP de 1 ng/mL durante un tiempo de 5 h BA = Benzo[a]antraceno;

BF =Benzo[b]fluoranteno; BP = Benzo[a]pireno. Concentracidn de los compuestos en el extracto, BA = 1.1 ng/mL;
BF =1.7 ng/mLy BP =1.4 ng/mL

A pesar de esto, el método de DMFS-CLAR es tan robusto que permitié cuantificar la
cantidad de HAP’s presente en la materia organica separada del cultivo. Los resultados se
muestran en la tabla 3.17 en donde se observan coeficientes de variacién aceptables para los
tiempos de 2 y 5 Hrs muestran que existe una gran variabilidad en los resultados obtenidos
para estos analisis a las 8 h. Esta gran variacion puede deberse a que las cantidades
recuperadas son muy pequefias en comparacidon a las otras fracciones analizadas, lo cual
acarrea mayor error. Ademas, la cantidad de materia orgdnica puede variar de un cultivo a otro.
Asi, debido a lo dificil que es pesar o estimar la cantidad de materia organica aislada, los

resultados solo se expresan en cantidades de HAP’s recuperadas.

Entonces, haciendo la consideracion de que la alta variabilidad encontrada en esta ultima
fraccién analizada, podria acarrear error en la estimacion global de los ensayos de 8 h Se
sumaron las cantidades recuperadas en las tres fracciones (protozoarios, medio de cultivo y

materia organica) a cada tiempo de exposicién, para compararlas con la cantidad recuperada
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en los medios de cultivo testigo sin microorganismos y hacer un balance de materia. De esta
manera, se calculd el porcentaje de cada fraccion para los tres HAP’s y la suma que representa
el rendimiento global del ensayo de exposicidn realizado.

Tabla 3.17 Cantidades de HAP’s recuperadas en las muestras de materia orgdnica a los diferentes
tiempos de exposicidn.

Tiempo de Cantidad recuperada Cantidad o
C (ng) .| Desv. .
Compuesto | exposicion Promedio Est. C.V.% Promedio
(horas) 1 2 3 (ng) recuperado
2 0.75 0.73 0.64 0.71 0.06 8.23 2.88
BA 5 1.00 1.17 1.13 1.10 0.09 8.21 6.75
8 0.40 0.88 0.45 0.58 0.26 45.52 3.16
2 1.26 1.11 1.13 1.16 0.08 7.15 5.43
BF 5 1.71 1.65 1.36 1.57 0.19 11.96 7.91
8 0.98 0.42 1.00 0.80 0.33 40.86 3.78
2 0.66 0.75 0.72 0.71 0.05 6.40 3.29
BP 5 1.24 1.50 1.42 1.39 0.13 9.53 7.19
8 0.55 0.25 0.51 0.43 0.16 37.92 2.31

BA = Benzo[a]antraceno; BF =Benzo[b]fluoranteno; BP = Benzo[a]pireno

Los resultados globales se presentan a continuacion en las figuras 3.18 a 3.20.
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Figura 3.18 Recobros para el benzo[a]antraceno en cada una de las fracciones analizadas en los
ensayos de exposicion a los HAP’s.
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Figura 3.19 Recobros para el benzo[b]fluoranteno en cada una de las fracciones analizadas en los ensayos de
exposicién a los HAP’s.
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Figura 3.20 Recobros para el benzo[a]pireno en cada una de las fracciones analizadas en los ensayos de
exposicién a los HAP’s.
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En las figuras anteriores se observa de una forma mas clara, que la mayor bioacumulacién de
HAP’s en los protozoarios ocurrid a las 5 Hrs de exposiciéon a los contaminantes. También se
puede apreciar que los métodos analiticos utilizados resultan adecuados para el analisis de
HAP’s en protozoarios, medio de cultivo y materia organica, puesto que permiten cuantificar
con buena exactitud las cantidades presentes en ellos obteniendo recobros globales o totales
cercanos al 100% del valor esperado. Los limites de cuantificacion bajos obtenidos con el
método de DMFS permitieron medir cantidades muy bajas de los compuestos con buena
exactitud y precisiéon obteniendo C.V. menores al 10 %, a excepcion de las muestras de materia
organica con cantidades muy bajas de HAP’s. Los valores de concentracion obtenidos en cada
uno de los extractos inyectados al sistema cromatografico caen dentro de los intervalos de

linealidad estudiados para los dos métodos, EFS y DMFS.
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CONCLUSIONES

En base a la técnica de DMFS, se desarrollé un método lineal, preciso y exacto para realizar
la extraccion de los compuestos benzo[alantraceno, benzo[b]fluoranteno y benzo[a]pireno en
protozoarios del tipo Colpoda cucullus. Para los mismos compuestos se optimizd y validé un
sistema de extraccién basado en la técnica de EFS para los mismos compuestos en cultivos

liquidos.

Para los tres compuestos en estudio, se obtuvieron limites de deteccidn y cuantificacién muy
bajos con el método de DMFS-CLAR y también con el método de EFS-CLAR optimizado y
validado para la extraccidon y determinacidon de HAP’s en los cultivos liquidos. Estos métodos
permitieron discriminar las cantidades presentes de los compuestos de interés en las 3
diferentes matrices analizadas que conforman el cultivo: protozoarios, medio liquido y materia
organica. Los balances de materia corroboraron que se recuperaron en estas tres matrices la

cantidad de HAP’s total esperada en un bioensayo simple.

La mayor cantidad de HAP’s adsorbidos por los protozoarios se obtuvo a un intervalo de

tiempo de exposicion de 5 h, con porcentajes de acumulacion entre 24 y 36 %.

Las metodologias analiticas aqui obtenidas, serviran como herramienta muy util en
bioensayos para estudiar la capacidad que tiene el microorganismo Colpoda cucullus como

bioindicador de la contaminacién por HAP’s.
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RECOMENDACIONES

Existen aspectos en los que se debe mejorar la metodologia, por ejemplo:

e Optimizar la obtencién de una mayor cantidad de muestra de protozoarios o
miniaturizar los métodos.

e Aumentar la preconcentraciéon de los cultivos liquidos en los cartuchos de EFS, ya que
esto permitiria trabajar a concentraciones de HAP’s en los medios de cultivo mds

bajas.

A nivel bioldgico:

e Aumentar el tiempo de mantenimiento de los microorganismos en el cultivo con el
fin de realizar ensayos de exposicién mas largos y apreciar mejor la relacidn entre el

tiempo de exposicion y la cantidad bioacumulada de los compuestos.
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ANEXO |

Cdlculo de la linealidad del sistema, limites de deteccion y cuantificacion en base a la
curva de calibracion y a la desviacion estandar de regresion.

Datos de la curva de calibracion del sistema, para el benzo[a]antraceno.

Benzo[a]antraceno
CONCENTRACION | AREA x 2 y? Xy
(x) (v)
ng/mL
0.20 64434 0.04 4151740356 12886.8
0.20 66397 0.04 4408561609 13279.4
0.20 62286 0.04 3879545796 12457.2
0.40 144896 0.16 2.0995E+10 57958.4
0.40 143016 0.16 2.0454E+10 57206.4
0.40 143918 0.16 2.0712E+10 57567.2
0.80 324126.00 0.64 1.0506E+11 259300.8
0.80 319369.00 0.64 1.02E+11 255495.2
0.80 317649.00 0.64 1.009E+11 254119.2
1.20 464822 1.44 2.1606E+11 | 557786.4
1.20 453119 1.44 2.0532E+11 543742.8
1.20 479082 1.44 2.2952E+11 | 574898.4
1.60 617839 2.56 3.8173E+11 | 988542.4
1.60 603373 2.56 3.6406E+11 965396.8
1.60 615187 2.56 3.7846E+11 984299.2

Pendiente.

m _nYxy—XxXy
- nxx? - (Tx)?
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_ 15(5594936.60) — (12.60)(4819513.00)

m = 392.92319
15(14.52) — (12.60)?
Ordenada al origen.

Xy —mxx

b=—7—"

n
4819513 — 392923.19(12.60)
b= = —8754.61

15

Coeficiente de correlacion.

. mEx)-CoEnP
[nE %) - CORE YD) — C )7

[15(5594936.60) — (12.600)(4819513)]?

2 — = 0.9975
T T 15(14.52) — (12.60)2] — [15(2157690709383.00) — (4819513)2]
Desviacidn estandar de regresion.
_ZyP-mXYxy—bXYy
Sypx = n—2
2157690709383 — 392.92(5594936.600) — (—8754.61)(4819513)
M = = 10753.68

Limite de Deteccion.

_33%S,, 33x10753.68

L.D = 0.082 L
m 392.92 ng/m
Limite de Cuantificacion.
10%S,, 10 % 10753.68
L.D.= = = 0.274ng/mL

m 392.92
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ANEXO Il

Andlisis estadistico entre las cantidades de los HAP’s recuperadas en las muestras de
protozoarios en cada uno de los ensayos de exposicion.

Benzo[a]antraceno
Tiempo de exposicion a los HAP’s 2 Hrs 5 Hrs 8 Hrs
10,65 22,06 10,18
Recobro % 11,88 22,47 10,27
12,73 26,18 11,37
# de valores 3 3 3
Minimo 10,7 22,1 10,2
Mediana 11,9 225 10,3
Maximo 12,7 26,2 11,4
Promedio 11,8 23,6 10,6
Desviacion Estandar 1,05 2,27 0,663
Error Estandar 0,604 1,31 0,383
Intervalo de confianza al 95%
valor bajo 9,16 17,9 8,96
Intervalo de confianza al 95%
valor alto 14,4 29,2 12,3

Suma de| Grados de
Tabla ANOVA | Cuadrados libertad Cuadrado Medio
Tratamientos 309 2 154
Residual 13,4 6 2,23
Total 322 8

Andlisis de varianza de una via

\Valor de P <0.0001

¢ Diferencia significativa entre las

medias? (P < 0.05) Yes

NuUmero de grupos 3

F 69,35

R’ 0,9585
Prueba de comparacion | Diferencia Intervalos de

multiple Tukey's entre las ¢ Diferencia las diferencias
medias q significativa? P < 0.05 al 95%

2 Hrs vs 5 Hrs -11,8 13,7 Sii -15.6a-8.08
2 Hrs vs 8 Hrs 1,15 1,33 No -2.59 a 4.89
5 Hrs vs 8 Hrs 13,0 15,0 Si| 9.22a16.7
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Benzo[b]fluoranteno

Tiempo de exposicién a los HAP’s 2 Hrs 5 Hrs 8 Hrs
16,48 38,83 17,46
Recobro % 18,20 34,07 17,67
19,83 35,17 15,69
# de valores 3 3 3
Minimo 16,5 34,1 15,7
Mediana 18,2 35,2 17,5
Maximo 19,8 38,8 17,7
Promedio 18,2 36,0 16,9
Desviacion Estandar 1,68 2,49 1,09
Error Estandar 0,967 1,44 0,628
Intervalo de confianza al 95%
valor bajo 14,0 29,8 14,2
Intervalo de confianza al 95%
valor alto 22,3 42,2 19,6
Suma de| Grados de
Tabla ANOVA | Cuadrados, libertad Cuadrado Medio
Tratamientos 684 2 342
Residual 20,4 6 3,40
Total 705 8
Analisis de varianza de una via
\Valor de P < 0.0001
¢, Diferencia significativa entre las
medias? (P < 0.05) Yes
NuUmero de grupos 3
F 100,7
R® 0,9711
Prueba de comparacion Intervalos de
multiple Tukey's Diferencia entre ¢ Diferencia las diferencias
las medias q significativa? P < 0.05 al 95%
2 Hrs vs 5 Hrs -17,9] 16,8 Si| -22.5a-13.2
2 Hrs vs 8 Hrs 1,23 1,16 No -3.39a5.85
5 Hrs vs 8 Hrs 19,1 17,9 Si 14.5a23.7
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Benzo[a]pireno

Tiempo de exposicion a los HAP’s 2 Hrs 5 Hrs 8 Hrs
12,40 30,23 12,00
Recobro % 13,79 33,65 13,52
14,98 35,58 13,24
# de valores 3 3 3
Minimo 12,4 30,2 12,0
Mediana 13,8 33,7 13,2
Maximo 15,0 35,6 13,5
Promedio 13,7 33,2 12,9
Desviacion Estandar 1,29 2,71 0,809
Error Estandar 0,746 1,56 0,467
Intervalo de confianza al 95%
\valor bajo 10,5 26,4 10,9
Intervalo de confianza al 95%
\valor alto 16,9 39,9 14,9
Suma de| Grados de
Tabla ANOVA | Cuadrados, libertad Cuadrado Medio
Tratamientos 788 2 394
Residual 19,3 6 3,22
Total 807 8
Analisis de varianza de una via
Valor de P < 0.0001
¢ Diferencia significativa entre las medias? (P < 0.05) Sil
NuUmero de grupos 3
F 122
R’ 0,976

Prueba de comparacion
multiple Tukey's Diferencia entre las ¢ Diferencia significativa?| Intervalos de las
medias q P <0.05 diferencias al 95%
2 Hrs vs 5 Hrs -19,4 18,8 Si -23.9a-14.9
2 Hrs vs 8 Hrs 0,803 0,775 No -3.69 a 5.30
5 Hrs vs 8 Hrs 20,2 19,5 Si 15.7 a24.7
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ANEXO Il

Andlisis estadistico entre las cantidades de benzo[a]pireno (BP) y benzo[b]fluoranteno
(BF) recuperadas en las muestras de protozoarios en cada uno de los tiempos de
exposicion.

Prueba t de Student no pareada, con a=0.05, comparacion a dos colas.

Ensayo con 5 h de exposicidon

Column A BF5h
'S 'S
Column B BP 5h
Valor de P 0,2482
Resumen valor de P ns
¢, Son las medias significativamente diferentes? (P < 0.05) No
¢ Valor de P a uno 6 dos colas? Dos colas
t, g.l. t=1.350 g.l.=4

¢ Cuanto es la diferencia?

Promedio + SEM of column A

36.02 + 1.439 N=3

Promedio + SEM of column B

33.15 + 1.564 N=3

Diferencia entre medias 2.870+2.125
Intervalo de confianza al 95% -3.030 to 8.770
R’ 0,3131
Prueba de F para comparar varianzas
F.g.l.n, gl d 1.182,2, 2
Valor de P 0,9166
Resumen del valor de P ns
¢,Son las varianzas significativamente diferentes? No
Ensayo con 2 h de exposicidn
Column A BF 2 Hrs
VS VS
Column B BP 2 Hrs
\Valor de P 0,0219
Resumen valor de P *
¢, Son las medias significativamente diferentes? (P < 0.05) Si
¢ Valor de P a uno 6 dos colas? Dos colas
t, g.l. t=3.641 df=4

¢, Cuanto es la diferencia?

Promedio + SEM of column A

18.17 £ 0.9672 N=3

Promedio + SEM of column B

13.72 + 0.7455 N=3

Diferencia entre medias 4,447 +1.221
Intervalo de confianza al 95% 1.057 to 7.837
R” 0,7682
Prueba de F para comparar varianzas

F.g.l.n, gl d 1.683, 2, 2
\Valor de P 0,7454
Resumen del valor de P ns
¢, Son las varianzas significativamente diferentes? No
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Ensayo con 8 h de exposicion

Column A BF 8 Hrs
VS VS
Column B BP 8 Hrs
\Valor de P 0,0068
Resumen valor de P *X
¢, Son las medias significativamente diferentes?

(P < 0.05) Si
¢ Valor de P a uno 6 dos colas? Dos colas
t, g.l. t=5.137 df=4

¢ Cuanto es la diferencia?

Promedio + SEM of column A

16.94 + 0.6279 N=3

Promedio + SEM of column B

12.92 + 0.4670 N=3

Diferencia entre medias

4.020 + 0.7826

Intervalo de confianza al 95%

1.848 t0 6.192

R’ 0,8684
Prueba de F para comparar varianzas

F.g0.l n gl d 1.808, 2, 2
\Valor de P 0,7123
Resumen del valor de P ns
¢, Son las varianzas significativamente

diferentes? No
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