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RESUMEN

Se desarrollé6 un método por Microextraccion en Fase Sélida seguido de Cromatografia de
Gases-Espe ctrometria de Masas (MEFS-CG-EM) para la determinacién de cinco
compuestos (ibuprofeno, naproxeno, clorofeno, triclosan y bisfenol A) catalogados dentro de
los Productos Farmacéuticos de Cuidado Personal (PPCP’s, por sus siglas en inglés) en
aguas residuales.

La extraccion de los analitos se realizo por MEFS utilizando una fibra de polietilenglicol
(PEG), agitacion a 1200 rpm y extraccion a temperatura ambiente durante 30 min, con
adiciéon de NaCl y control de pH, seguida de la silanizacién en fibra de los analitos con
N-metil-N-t-butildimetilsililtrifluoroacetamida (MTBSTFA). La identificacion de cada
compuesto se realizd por la comparacion del tiempo de retencidn y de su espectro de masas
con los de su estandar. La determinacion se efectud por Monitoreo Selectivo de lones (SIM).
El método desarrollado presentd aceptable linealidad en el intervalo de concentraciéon de 1.0-
118.90 pg/mL para el ibuprofeno, 48.0-1488 pg/mL para el naproxeno, 4.40-140.8 pg/mL
para el triclosan, 1.0-58.32 pg/mL para el clorofeno y 1.0-59.16 pg/mL para el bisfenol A, con
coeficientes de correlacion (r) mayores a 0.99.

Se analizaron muestras de influentes y efluentes de tres plantas de tratamiento de agua
residual del sur de la ciudad: Planta de Ciudad Universitaria, Planta de Coyoacan y Planta de
Cerro de la Estrella, pertenecientes al Sistema de Aguas de la Ciudad de México.

El método desarrollado por MEFS-CG-EM, permite el analisis simultaneo de los cinco
PPCP’s en estudio. La MEFS es una técnica de preparacion de muestra simple,
reproducible, sensible y rapida ya que reduce etapas al extraer y concentrar
simultaneamente, sin el uso de disolventes organicos, de facil manejo y con un montaje

experimental sencillo.
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1. INTRODUCCION

Cuando se habla de productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP’s) se refiere a
cualquier producto utilizado por las personas para el cuidado de la salud, por motivos
cosmeéticos o aquellos productos utilizados para aumentar el crecimiento o la salud de

animales.

Diversos estudios han demostrado que los PPCP’s se encuentran en cuerpos de agua;
aguas residuales, rios, arroyos, aguas subterraneas y entornos marinos’. Existe la necesidad
de estudiar el efecto que producen los PPCP’s en el ambiente, pues se piensa que pueden

causar dafios ecologicos.

Los PPCP’s probablemente han estado presentes en el agua y el medio ambiente durante el
tiempo que los seres humanos los han utilizado. Los medicamentos que tomamos no son
totalmente absorbidos por nuestro cuerpo, se excretan y pasan a aguas residuales y aguas

superficiales.

Con los avances en las técnicas para detectar y cuantificar productos quimicos a nivel de
trazas, ahora pueden ser identificados y cuantificados los PPCP’s en bajas concentraciones,
con el propdsito de estudiar los efectos que estos productos quimicos tienen sobre el medio
ambiente y la salud humana. Los influentes y efluentes en una planta de tratamiento

contienen PPCP's.

Las aguas residuales son aguas con materiales derivados de residuos domésticos o de
procesos industriales, los cuales por razones de salud publica, no pueden desecharse sin
tratamiento. El tratamiento de las aguas residuales da como resultado la eliminacion de
microorganismos patdgenos, evitando asi que estos microorganismos lleguen a rios o a otras
fuentes de abastecimiento. Especificamente el tratamiento biolégico de las aguas residuales
es considerado un tratamiento secundario ya que éste esta ligado intimamente a dos

procesos microbiolégicos, los cuales pueden ser aerobios y anaerobios.
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El tratamiento de las aguas residuales comprende una serie de reacciones de digestion y
degradacion efectuadas por diferentes especies bacterianas, el resultado es la conversion de
materiales organicos en CO, y gas metano, en el caso de los procesos anaerobios. Debido a
gue ambos productos finales son volatiles, el efluente liquido disminuye notablemente su
contenido en sustancias organicas. La eficiencia de un proceso de tratamiento se expresa en

términos de porcentaje de disminucion de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) inicial.

Se han realizado diversos estudios para determinar contaminantes en diferentes cuerpos de
agua, métodos para la cuantificacion de productos farmacéuticos, cosmeéticos y algunos otros
compuestos, con determinacion por Cromatografia de Liquidos o Cromatografia Gases, con
acoplamiento a Espectrometria de Masas. Métodos que abarcan la cuantificacion de PPCP’s;
farmacos antiinflamatorios?, triclosan®, y bisfenol,** entre otros utilizando MEFS, todos estos
y mas estudios se han realizado para grupos especificos de PPCP’s pero hasta ahora no hay
un estudio en el que se determinen, farmacos antiinflamatorios, antisépticos/desinfectantes y

disrruptores endocrinos de manera simultanea por MEFS.

Este estudio busca aportar informacion acerca de la presencia de compuestos como el
triclosan, clorofeno (desinfectantes), naproxeno, ibuprofeno (farmacos antiinflamatorios), y
bisfenol A (disruptor endocrino), desarrollando y optimizando una metodologia por MEFS-
CG-EM para identificacion y cuantificacion de estos compuestos presentes en el agua
residual de la zona sur-oriente de la Ciudad de México.
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2. ANTECEDENTES
2.1 El Agua
El agua del latin aqua es un liquido transparente, incoloro, inodoro e insipido en estado puro,
esta formada por dos atomos de hidrégeno y uno de oxigeno (H2O). Es el componente mas

abundante de la superficie terrestre y parte constituyente de todos los organismos vivos.

A temperatura ambiente es liquida e incolora, aunque adquiere una tonalidad azul en
grandes volumenes, debido a la refraccion de la luz al atravesarla, ya que absorbe las
longitudes de onda largas (rojo, naranja y amarillo) reflejando las longitudes de onda corta
(azul y violeta), provocando que en grandes cantidades de agua esas ondas cortas se hagan

apreciables.

El agua es fundamental para la vida, los humanos consumen agua potable. El agua cubre
tres cuartas partes de la superficie de la Tierra, es decir, alrededor del 72% de la superficie

de la Tierra esta cubierta por el agua.®

El Servicio Geolégico de Estados Unidos (USGS por sus siglas en inglés), ha descrito que
alrededor del 97.14% del agua que se encuentra en la tierra es salada y se almacena en los
océanos. Sélo el 2.59% del agua total en la superficie de la tierra es agua dulce estando el
2% en forma de casquetes polares principalmente en las regiones polares y en Groenlandia.
Del resto, el 0.58% es agua subterranea mientras que el 0.01% es agua facilmente accesible,

que se encuentra en lagos, aguas corrientes y rios.

Los recursos naturales se han vuelto escasos debido al aumento de la poblacion mundial. Y
al darnos cuenta de que menos del 1% del agua que se encuentra sobre la tierra puede ser

usada como agua potable, debemos cuidar el agua.

En los afios 70 se consideraba que la mitad del agua dulce del planeta esta contaminada. La
contaminacion del agua puede ocurrir por procesos naturales, como con el suelo, las rocas,
desechos de animales o por causas humanas como lo son sustancias que cambien el pHy la

salinidad del agua.
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2.2 Contaminacion del Agua

Actualmente uno de los mayores problemas ambientales es la contaminacion del agua. En la
clasificacion mundial, México esta considerado como un pais con baja disponibilidad de
agua. Siendo uno de los problemas que mas preocupa a la humanidad la gran cantidad de
contaminantes que se desechan en el agua. El tratamiento de las aguas residuales es de
gran importancia ya que ofrece una alternativa como solucién al problema del agua, pero
para que esto se logre es necesario recurrir a muchos métodos de los cuales los mas
utilizados son los que involucran microorganismos debido a que son econdmicos, eficientes y
no generan subproductos contaminantes.” El empleo de lodos activados ofrece una
alternativa para el tratamiento de aguas residuales ya que poseen una gran variedad de

microorganismos capaces de remover materia organica presente en el agua.®

El agua residual es aquella a la que se le han incorporado productos de desecho. Las
principales fuentes de aguas residuales son®;

e Aguas domésticas o urbanas (un area metropolitana estandar vierte un volumen de
aguas residuales entre el 60 y el 80% de sus requerimientos diarios totales, el resto se
usa para lavar coches y regar jardines, entre otros).

e Aguas industriales (la cantidad y naturaleza de los vertidos industriales es muy
variada, dependiendo del tipo de industria, de la gestion de su consumo de agua y del
grado de tratamiento que los vertidos reciben antes de su descarga).

e Aguas de usos agricolas.

e Aguas pluviales (el agua de lluvia contiene concentraciones significativas de bacterias,

elementos traza y productos quimicos organicos).

En México el 90% de las aguas residuales proviene del uso doméstico e industrial, pero se
ha prestado especial atencion a las aguas residuales que provienen del uso agricola y a las
aguas pluviales, pues se considera a los fertilizantes y plaguicidas contaminantes

importantes.
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2.2.1 Tratamiento de Aguas Residuales

El tratamiento de las aguas residuales es un proceso complejo que implica evaluar la
depuracion del agua, llevando a cabo diversas mediciones fisicas, quimicas y bioldgicas.
Algunas de estas mediciones son: la determinacién del contenido en solidos (totales y
suspendidos), la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), la demanda quimica de oxigeno
(DQO) y el pH.

El término depuracion es utilizado para nombrar los distintos procesos implicados en la
extraccion, tratamiento y control sanitario de los productos de desecho arrastrados por el

agua.

Las estaciones depuradoras de aguas residuales constituyen un método convencional de

tratamiento y sus objetivos de operacion son:

e La eliminacion de los desperdicios: grasas y aceites, arenas y todos los componentes
gruesos que pueda contener el agua.

e La eliminacion de los materiales decantables, tanto organicos como inorganicos.

e La eliminacion de la materia organica biodegradable disuelta en el agua.

e La estabilizacion y disposicion de los lodos.

El proceso de depuracion de aguas residuales genera agua que se incorpora a los cauces,
pero durante el tratamiento se genera gran cantidad de subproductos, en especial los lodos

ricos en materia organica que se producen en el tratamiento bioldgico.

Las fases del proceso de depuracion en el tratamiento de aguas residuales son:

2.2.1.1 Pretratamiento

El pretratamiento, consta de tres etapas; desbaste, desarenado y desengrase. El desbaste
es el proceso en que se eliminan los sélidos mas gruesos, como troncos, piedras, plasticos,
papeles, etc., mediante la retencidén de los sélidos en rejas. En el desarenado las arenas se
depositan en el fondo de un estanque. En el desengrase se concentra en la superficie del

agua las particulas en suspension de baja densidad, aceites y grasas.
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2.2.1.2 Tratamiento Primario
El objetivo del tratamiento primario es la reduccion del contenido de sélidos suspendidos del
agua residual. En este proceso se tienen las siguientes etapas; decantacion, coagulacion-

floculacion, neutralizacion.

En la decantacion las particulas de mayor densidad se depositan en el fondo de los
decantadores primarios (llamados asi por que se encuentran dentro del tratamiento primario).
La floculacion es la agrupacion de particulas descargadas por medio de agentes floculantes,

los fléculos se extraen del agua residual por decantacion.

Un pH &cido o basico en las aguas residuales, tiene como consecuencia que la accion
depuradora de los microorganismos no se lleve a cabo, pues la actividad biolégica 6ptima
tiene lugar en un intervalo de pH entre 5 y 8.5, esto hace necesario, la adicion de acidos o

bases para neutralizar el agua residual.

2.2.1.3 Tratamiento Secundario

El objetivo del tratamiento secundario es la reduccion del contenido de materia organica del
agua residual. El agua decantada y homogeneizada en el tratamiento primario, es sometida a
la accion de microorganismos (principalmente bacterias y protozoarios), que se alimentan de
la materia organica del agua residual. En este proceso, los compuestos organicos son
degradados a compuestos mas simples. La demanda de oxigeno disminuye mientras
aumenta la concentracion de oxigeno. La combinacion de microorganismos y agua residual
se conoce como lodos activados. El proceso de lodos activados tiene como objetivo la

remocion de materia organica, en términos de DQO, de las aguas residuales.

Finalizada la decantacion secundaria (llevada a cabo en los decantadores secundarios),
muchas veces el agua residual se considera libre de contaminantes y es vertida a los cauces
de los rios, pero cuando el agua va a ser reutilizada es conveniente afinar mas la depuracion

sometiéndola a un tratamiento terciario.'® '
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2.2.1.4 Tratamiento Terciario

En el tratamiento terciario se elimina el 99% de los sdlidos empleando procesos quimicos
para garantizar que el agua esté lo mas libre de impurezas. El agua que entra en este ultimo
proceso no sirve para el consumo humano, pero si para riego y recarga.

Para eliminar componentes como el fosforo y asi evitar la eutrofizacion se hace pasar el agua
a través de filtros de arena, o carbdn activado. Posteriormente el agua pasa a una camara de

cloracién, donde se eliminan los microorganismos.

2.2.1.5 Proceso de Cloracion

El método de cloracion es el mas utilizado para realizar la desinfeccion del agua, porque
puede aplicarse a grandes cantidades de agua y es relativamente barato, existen otros
desinfectantes como el ozono, el peroxido de hidrégeno y luz ultravioleta, que son menos

empleados por sus costos elevados.

El proceso de depuracién de aguas residuales tiene como producto principal el agua
depurada, pero a la vez genera gran cantidad de subproductos, principalmente lodos ricos en
materia organica biodegradable, que contiene gran cantidad de humedad (superior a un
95%) y un alto contenido en materia organica biodegradable. El proceso mas habitual en el
que se desechan los lodos, consiste en el espesamiento y deshidratacién de estos para
reducir el contenido de agua y hacerlos mas manejables. En algunas plantas de tratamiento
estos lodos son tratados para reducir su contenido de materia organica fermentable,
mediante un proceso de digestidn (aerobia y anaerobia). En el proceso de digestion
anaerobia, los lodos se bombean hasta los digestores primarios, donde por medio de un
cultivo de microorganismos en ausencia de oxigeno se lleva cabo la mineralizacidn de la
materia organica. Durante este proceso se forma gas con alto contenido de metano.
Posteriormente los lodos se deshidratan, hasta que su contenido de humedad se encuentra
entre 20-25%. El solido final es convertido, mediante compostaje, en abono organico. En

otras ocasiones los lodos se incineran.'
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2.2.2 Andlisis del Agua

El desarrollo de los métodos analiticos para medir el tipo y cantidad de las sustancias
disueltas en el agua, ha avanzado paralelamente a los adelantos en la quimica analitica, hoy
en dia se consideran los parametros de precision, exactitud, facilidad para la toma de
muestras, rapidez de respuesta y costos al seleccionar los métodos analiticos que se utilizan

en los laboratorios, en los que se hacen analisis de agua.

Los diferentes métodos analiticos se basan en los procedimientos de gravimetria y
volumetria clasicos. El andlisis de las aguas residuales es necesario para cuantificar la
cantidad de impurezas y determinar los efectos que provocan en el ambiente, por eso se
utilizan diferentes métodos para conocer las caracteristicas, composicién y condicion de las
aguas residuales. Estos ensayos incluyen el examen fisico, determinacién de la cantidad de
so6lidos, de la cantidad de materia organica para determinar la demanda de oxigeno y analisis

bacterioldgicos.

El analisis de sodlidos o de residuos sélidos, proporciona el tipo de sélidos, la dureza del
agua, cuantifica la cantidad de sustancias disueltas y en suspension. La calcinacién separa a
los componentes volatiles de los no volatiles o de la ceniza inorganica. La cuantificacion de
los soélidos en suspension, sirve para determinar las caracteristicas de produccion de
sedimentos del agua. La cuantificacién de la materia organica sirve para determinar las
necesidades de oxigeno en el agua. Los ensayos para determinar la cantidad de nitrégeno

incluyen al amoniaco, nitrégeno organico, nitritos y nitratos.

Los ensayos bacteriolégicos se utilizan principalmente para determinar la presencia de los
microorganismos del grupo coliforme, se realizan en las corrientes de las aguas ya tratadas
con cloro para valorar la eficacia del proceso de cloracién. Cuando las aguas estaban
contaminadas con heces fecales las determinaciones incluyen a microorganismos del género

Salmonella o del grupo disentérico.
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2.3 Productos Farmacéuticos y de Cuidado Personal (PPCP’s)

En los ultimos afios ha crecido la preocupacion ambiental y desde hace mas de treinta afios
las Naciones Unidas han abordado diversas tematicas ambientales, los temas han sido
desde el calentamiento global, pasando por la desertizacion o el cambio climatico, el acceso
al agua, la proteccion de los océanos, etcétera. Numerosos organismos internacionales se
han interesado en la supervision y la regulacion de un numero relativamente pequefio de los
llamados contaminantes prioritarios en el aire, el agua y el suelo.™ Sin embargo, la utilizacién
de medicamentos y una sorprendente variedad de productos para el cuidado personal, se ha
traducido en la fabricacion de literalmente decenas de miles de nuevos productos quimicos
que entran en el medio ambiente en grandes cantidades, especialmente en las aguas
residuales y plantas de tratamiento de aguas residuales. Por lo que ha surgido un area de
investigaciéon que analiza los efectos en el medio ambiente que presentan los llamados
productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP’s “pharmaceuticals and personal care
products”, por sus siglas en inglés). El acronimo de PPCP’s fue acufiado en el afio de 1999,
en una revision de publicaciones de la revista Enviromental Health Perspectives. Este

término es frecuentemente utilizado en la literatura.™

Los PPCP’s son productos quimicos bioactivos, sustancias que tienen un efecto en tejidos
vivos, comprenden una amplia gama de productos quimicos organicos, que han sido
designados como contaminantes emergentes, pues son dispuestos o descargados al
ambiente en una base continua de aguas residuales domésticas e industriales incluso aguas

residuales sépticas, vertederos de basura, etc.

Los productos farmacéuticos y de cuidado personal comprenden una amplia y diversa gama
de sustancias quimicas, incluyendo medicamentos de prescripcion y de venta libre, farmacos
veterinarios, farmacos terapéuticos, suplementos alimenticios, fragancias, cosméticos,
componentes de bloqueadores y pantallas para el sol, agentes de diagndstico, productos
quimicos utilizados en explotaciones ganaderas, drogas y muchos otros productos. Esta
amplia coleccion de sustancias se refiere, en general, a cualquier producto quimico utilizado
por las personas para el cuidado personal y de la salud o usado por razones estéticas.

Algunos de estos compuestos son muy persistentes en el ambiente.
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2.3.1 Clasificacion de los PPCP’s
Los PPCP’s se clasifican en:

2.3.1.1 Farmacéuticos

Los productos farmacéuticos son productos quimicos formulados en medicamentos para el
tratamiento de enfermedades. En este grupo se incluyen antibidticos, antidepresivos,
tranquilizantes, medicamentos psiquiatricos, para el cancer (quimioterapia), analgésicos,
antiinflamatorios, antihipertensivos, antisépticos, reguladores de lipidos, anticonceptivos
orales, aquellos que realzan la salud o el funcionamiento estructural del cuerpo humano
(esteroides y hormonas), agentes diagnosticos (medios de contraste), aquellos para mejorar

el rendimiento sexual, veterinarios y otros."®

2.3.1.2 Cosméticos

Los productos para el cuidado personal incluyen una amplia variedad de compuestos, tales
como perfumes, fragancias, almizcles, shampoo, desodorantes, tintes para el cabello,
productos de higiene oral, sprays de cabello, maquillaje, esmalte de uias, lociones, labiales,
cremas, jabones, detergentes, repelentes de insectos, bloqueadores, preparaciones

antienvejecimiento para la piel y desinfectantes.

2.3.1.3 Nutracéuticos

Nutracéutico se refiere a substancias que pueden ser consideradas como un alimento o parte
de un alimento las cuales pueden proporcionar beneficios médicos y para la salud. Los
nutracéuticos estan considerados como medicamentos alternativos y complementarios, es
decir, substancias que pueden ser usadas simultaneamente o en vez de los medicamentos.

Existen dos tipos de nutracéuticos: suplementos dietéticos y alimentos funcionales.®

Los alimentos funcionales son cada vez mas sofisticados, se hacen menos distinguibles,
pues muy a menudo se incluyen materiales derivados de organismos genéticamente

modificados (OMG) y otros productos de la biotecnologia.
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2.3.2 PPCP’s presentes en el medio ambiente
Muchos PPCP’s son productos quimicos persistentes que siguen siendo productos

bioldgicamente activos después de dejar el cuerpo.

2.3.2.1 Fuentes

Los PPCP’s entran en el ambiente de varios modos. La importancia y magnitud de muchas
de las fuentes de emision de los PPCP’s, son dificil de documentar, ya que quedan fuera del
ambito normativo.’® De las fuentes conocidas los hospitales, consultorios médicos, clinicas

veterinarias, granjas y hogares son fuentes continuas de PPCP’s

2.3.2.1.1 Excrecion por personas y animales

El principal origen para la presencia de PPCP’s en el medio ambiente es la excrecion y
eliminacion directa. Los compuestos de los medicamentos consumidos no son totalmente
metabolizados por las personas y animales, la parte de estos compuestos que no son

metabolizados son emitidos del cuerpo y entran en el medio ambiente.

2.3.2.1.2 Eliminacion directa

La eliminacion de PPCP’s innecesarios o caducados. Algunos expertos recomiendan
desechar por lavabos, tirados por el retrete o por el desagule, los medicamentos caducos,
como un método seguro de evitar la ingestidon accidental, lo que genera contaminacién

ambiental.

Para tratar de determinar la parte de los medicamentos que se eliminan en los hogares, se
han realizado encuestas por ejemplo la realizada a 400 hogares en Inglaterra’”, da como
resultado que casi la mitad de las personas sometidas a algun tratamiento medico no lo
termino; de éstos, casi dos tercios tiraron a la basura los medicamentos que no consumieron,
para no almacenarlos indefinidamente, una quinta parte de los pacientes devolvieron los
medicamentos que no consumieron a la farmacia, mientras que cerca de una décima los
desecharon por el alcantarillado. Se debe considerar que la eliminacién por el alcantarillado

varia segun el tipo de medicamento.
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2.3.2.1.3 Aguas residuales

Una vez que un medicamento se elimina o se excreta (junto con sus metabolitos), las fugas
en las tuberias de aguas residuales, son fuente de contaminacién de los PPCP’s en las
aguas subterraneas. Otra fuente para la introduccion de los contaminantes a las aguas
subterraneas es la recarga activa (la reinyeccion de aguas subterraneas) a través de las
aguas residuales tratadas (agua regenerada). Esto ocasiona algunos problemas de

contaminacion de las aguas subterraneas

La eliminacion de PPCP’s en las plantas de tratamiento de aguas residuales no es una
garantia, ya que estas no fueron disefiadas especificamente para eliminar estos analitos. En
las plantas de tratamiento de aguas residuales se tienen dos tipos de efluentes, los efluentes
liquidos y los lodos. Si bien el efluente liquido suele ser vertido a las aguas superficiales, a
veces es utilizado para el riego, los PPCP’s se acumulan y migran a través de los suelos de
riego en concentraciones de nanogramos por gramo de agua (ng/g)."® Los efluentes sélidos,
lodos, se suelen tirar a la tierra, después de haber sido transformados a "biosélidos",

mediante un proceso en que se eliminan los microorganismos.

La eliminacion de lodos a la tierra puede dar lugar a la lixiviacién de los residuos en el suelo
o dar lugar a contaminacién del agua de lluvias. Tanto las aguas de riego y los lodos
procedentes de aguas residuales dan lugar a la exposicion directa de PPCP’s a organismos
(por ejemplo, los gusanos e insectos). Las plantas también pueden absorber

sistematicamente PPCP’s."®

2.3.2.1.4 Productos de aseo personal

Los productos para el cuidado personal y los ingredientes que componen sus formulaciones,
asi como los productos quimicos que figuran en el envase, pueden en su uso final entrar en
el medio ambiente. Pero, a diferencia de la mayoria de los farmacos, éstos no se producen
principalmente por excrecién, sino mas bien por el producto de lavado de la piel, el cabello, y
la boca, donde sus ingredientes (activos e inactivos) pueden entrar en el medio ambiente a

través de la via de alcantarillado.
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Los parabenos, ftalatos, pantallas UV, y almizcles sintéticos son en su mayoria lipofilicos,
estan sujetos a la absorcion a través de la piel o membranas mucosas. Compuestos de
productos como cosméticos y bloqueadores, entran en los cuerpos de agua a través del

contacto directo al ser usados por las personas que se introducen en estos cuerpos de agua.

2.3.2.1.5 Otras fuentes

Otras fuentes menos evidentes pero existentes, son por un lado la acumulacién de
medicamentos donados durante los esfuerzos de socorro humanitario. En los cementerios,
cuando dan sepultura a cuerpos con organos que han recibido grandes dosis de

medicamentos® existe una acumulacién de los farmacos y sus metabolitos en el suelo.

2.3.3 Efectos ambientales

Los PPCP’s son un motivo de preocupacion ecoldgica por el impacto medioambiental, ya que
se generan en continuo, liberandose al medio ambiente, sus interacciones bioquimicas son
impredecibles cuando se mezclan, a veces pueden incorporarse a la cadena alimentaria y
afectar especialmente a los organismos acuaticos. Algunos de los impactos conocidos en los
organismos incluyen el retraso en el desarrollo de los peces, el retraso en la metamorfosis de
ranas, y una variedad de reacciones adversas, incluida la alteracion del comportamiento y la
reproduccion. Investigadores de la USGS del departamento de Agricultura y Ciencias
Ambientales, han descubierto que un grupo de los antidepresivos; Prozac, Zoloft, Paxil,

Celexa encontrados en ranas y peces, provocan un retraso en su desarrollo.?!

2.3.4 PPCP’s persistentes
Los PPCP’s tienen un transporte ambiental completamente variable segun la sustancia

quimica de la cual se trate, y también dependiendo de su naturaleza.

Algunos PPCP’s producidos en pequefas cantidades, son muy solubles o son faciimente
degradable y por tanto son dificiles de analizar. Otros PPCP’s son fabricados en cantidades
grandes (causando el reemplazo ambiental continuo) lo que no facilita que se degraden y

algunos otros pueden producir metabolitos que sean persistentes.
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2.4 Zonas de Muestreo, Plantas de Tratamiento de la Ciudad de México

El agua ha jugado un papel fundamental en el origen y desarrollo de la ciudad de México. La
prevencion de inundaciones y la disposicion de las aguas residuales han sido preocupacion,
y ocupacion primordial, de las autoridades de la ciudad desde hace muchos afnos. El reto de
prevenir inundaciones y desalojar las aguas residuales se convirtio en una oportunidad de
transformar zonas aridas, en zonas agricolas que han dado sustento y empleo a muchos

miles de familias mexicanas.

El Valle de México aloja una poblacidn cercana a los 20 millones de habitantes, la region
registréo un fuerte crecimiento en la ultima mitad del siglo XX, pasando de 3.6 millones de
habitantes en 1950 a su poblacion actual de 20 millones, pero el crecimiento poblacional ha
tenido una reduccién gradual y constante en los ultimos afos, esperandose alcanzar una

poblacion de equilibrio del orden de 25 millones de habitantes a mediados del siglo XXI.

Actualmente la red de drenaje de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México recibe un
promedio de 43 m3/s de aguas residuales. La red de drenaje es del tipo combinado y recibe

una aportacion substancial de aguas de lluvia.?

El agua sucia que sale del uso doméstico, industrias, escuelas y hospitales se vierte en el
Rio Tula, de ahi pasa al Rio Panuco y finalmente desemboca en el Golfo de México. Es por
eso que la contaminacién que se genera en la Ciudad de México afecta directamente a
varios estados de la Republica Mexicana: San Luis Potosi, Hidalgo, Tamaulipas y a las

aguas del Golfo de México.

En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México, existen 27 plantas de tratamiento de
aguas residuales. El objetivo de las 27 plantas es rehabilitar esta agua para rehusarla
posteriormente. Solamente el 7% de las aguas residuales totales de la Zona Metropolitana de
la Ciudad de México, llegan a las plantas de tratamiento. El agua generada en el area
metropolitana de la Ciudad de México se va en su mayoria al distrito 03 de riego de Tula
Hidalgo. En el Distrito Federal, el 83% de las aguas de reuso se destinan a la irrigacién de
areas verdes y a actividades recreativas, el 10% se utiliza en las industrias, el 5% para el

riego agricola y el 2% para usos comerciales (lavado de autos, etc.).”
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Estas 27 plantas se distribuyen en el norte y sur de la ciudad. En la zona norte se tienen; el
Rosario, lztacalco, Tlatelolco, Acueducto de Guadalupe, San Juan de Aragén, Ciudad
Deportiva, Bosque de las Lomas, Chapultepec, Campo Militar y en la zona sur; San Nicolas
Tetelco, Cerro de la Estrella, San Luis Tlaxialtemalco, Coyoacan, La Lupita (San Juan
Ixtayopan), Abasolo, H. Colegio Militar, Parres, Pemex-Picacho, Xicalco (San Miguel),
Reclusorio Sur, Rastro Milpa Alta, Ciudad Universitaria, Topilejo, Santa Fe, San Pedro

Atocpan, San Andrés Mixquic, San Lorenzo.

2.5 Analisis de PPCP’s

Los métodos analiticos para determinar PPCP’s varian segun el tipo de compuesto. Sin
embargo, la mayor parte de los PPCP’s son analizados por Cromatografia de
Liquido/Espectrometria de masas (CL/EM/EM) y/o Cromatografia de Gases/Espectrometria
de Masas (CG/EM).

En los ultimos afios ha sido de gran interés el papel de diferentes grupos de compuestos
farmacéuticos presentes en el medio ambiente, en especifico en cuerpos de agua. Existen
numerosos estudios que demuestran que algunos compuestos farmacéuticos acidos, no son
totalmente eliminados en las plantas de tratamiento, ya que las excreciones de estos y de
sus metabolitos se encuentran presentes en las plantas de tratamiento.”?*2° Generalmente
el analisis de estos compuestos se realiza por cromatografia acoplada a espectrometria de
masas, con un tratamiento de muestra de preconcentracion, utilizando extraccién en fase
sélida, ajustando el pH entre 2 y 3. Los estudios cuantitativos de compuestos farmacéuticos

en cuerpos de agua reportan limites de deteccion en niveles de ng/L.*

En la Universidad de Santiago de Compostela Espafa, en el Departamento de Quimica
Analitica, |I. Rodriguez y colaboradores® reportan un estudio en el que se cuantifican
farmacos antiinflamatorios no esteroideos; ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno y diclofenaco,
por MEFS utilizando una fibra de poliacrilato (PA), con derivatizacion en fibra seguida por
CG-EM, reportan concentraciones en el intervalo de 0.2-3 ng/mL para los compuestos

presentes en agua.
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El triclosan es un antibacterial de amplio espectro y agente preservativo (profilactico)
ampliamente usado en productos de cuidado personal, apropiado para su incorporacion en
polimetros y fibras para la produccion de productos antibacteriales. En cosméticos como
jabones, shampoo, desodorantes y pastas dentales este compuesto se encuentra en un
rango de concentracion entre 0.1 a 0.3 %.?’ Este compuesto entra en el medioambiente
através de aguas residuales. Se ha reportado la presencia de residuos de triclosan en rios

28,29

de Estados Unidos y Europa en concentraciones menores al 50 %. Esto tiene serias

implicaciones para los organismos que habitan en los cuerpos de agua.

P. Canosa y colaboradores® han cuantificado triclosan, metil triclosan 2,4-diclorofenol y 2,3,4-
triclorofenol (posibles metabolitos del triclosan) en muestras de agua tratada y residual, por
MEFS-CG-EM utilizando una fibra de PA, seguida de una derivatizacién en fibra con

MTBSTFA. Reportando niveles de 0.12 a 14 ug/L para el triclosan en aguas residuales.

El bisfenol A es utilizado en la estabilizacion de materiales o como antioxidante en
numerosos tipos de plasticos,*® también es utilizado en la produccion de resinas epoxicas,
policarbonatos, poliésteres y revestimientos de laca para las latas de comida. Entra en el
ambiente, como contaminacion de la atmosfera, el agua o el suelo. El bisfenol A es
moderadamente toxico y presenta bioacumulacién en organismos acuaticos. Se ha
clasificado como disrruptor endocrino. En la plantas de tratamiento de aguas residuales se
presenta el mayor origen de contaminacion de disrruptores endocrinos, debido a que estos
compuestos no son totalmente removidos o degradados por el tratamiento bioldgico. Estos

han sido detectados en aguas tratadas en niveles de concentracion de ng/L.3"3?

Un estudio en el que se evalua bisfenol A en agua por MEFS-CG-EM realizado por Chia-Min
Chang y colaboradores®, reporta la determinacién en niveles de trazas en concentraciones
de 0.7-78.5 pg/L. Mientras que P. Braun y colaboradores® reportan la determinacion en trazas
de nonilfeno, bisfenol A y 17a-etilestradiol en aguas residuales usando MEFS-CG-EM y una

fibra de PA, con limites de deteccién entre 0.04 a 1 pg/L.
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El USGS conduce pruebas analiticas para la determinacion de PPCP’s en muestras acuosas,
para agencias reguladoras, distritos de agua y empresas municipales. Actualmente ellos

pueden analizar 158 contaminantes emergentes.

2.6 Microextraccion en Fase Solida, MEFS

Desde que el Dr. Janusz Pawliszyn, de la Universidad de Waterloo en Ontario Canada
desarroll6 a comienzos de los afios 90, la microextraccion en fase sdlida (solid phase
microextraction, SPME, por sus siglas en inglés) ha sido utilizada cada vez con mayor
frecuencia para el analisis de una amplia variedad de compuestos en diferentes matrices,
dado que representa un valioso avance en uno de los pasos fundamentales del proceso

analitico como es la preparacion de muestras.

La MEFS utiliza una fibra de silice fundida recubierta de un material adsorbente, que es en
general un recubrimiento polimérico, que se utiliza para la extraccion de compuestos
organicos volatiles o semivolatiles. La fibra se encuentra en el interior de un tubo hueco de
acero inoxidable, de tal forma que ésta puede retraerse y sacarse de su interior, quedando
asi expuesta a la muestra. El tubo en el que esta contenida la fibra, es semejante a una

aguja la cual esta contenida en una jeringa (Figura 1).%

~4—— Embolo

-———Tornillo de retencidn

A Ranura

4— Yertana del gje

=[ - MuElle tenzor
o I
— Cuerpo central i =eptum
o Jeringa
[contiene a la fibra)
4——— Fibra

Figura 1. Dispositivo para Microextraccion en Fase Sélida (MEFS)**
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Su uso implica dos etapas, por un lado la etapa de extraccion, que puede llevarse a cabo
sumergiendo directamente la fibra en el interior de una disolucion (direct inmersion), o bien,
manteniéndola en el espacio en cabeza que esta en equilibrio con la disolucién (Head-Space,
HS) o exponiendo la fibra a la disolucion que contiene los analitos, mientras ésta es
protegida por una membrana (Figura 2); por otro lado, la etapa de desorcion que se puede
hacer térmicamente (en el inyector de un cromatografo de gases), o bien, utilizando

disolventes organicos (acoplado con un cromatdgrafo de liquidos).*

a 4] c

Figura 2. Modos de extraccion en MEFS (a) Head-Space, (b) Inmersién, (c) Extraccion con

proteccién de membrana.®*

La MEFS presenta diversas ventajas frente a técnicas mas rutinarias como la extraccion
liquido-liquido o la extraccién en fase solida (EFS). En primer lugar puede utilizarse como
técnica de muestreo in situ, e integra extraccion y preconcentracion en un solo paso. Su
aplicaciéon es bastante sencilla, relativamente barata y permite la nula utilizaciéon de
disolventes organicos. Dado que la muestra es preconcentrada en la propia fibra, los limites

de deteccion pueden ser bastante bajos (inclusive ng/L con deteccion por EM*).
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El principio en el que se basa la MEFS es el reparto de los analitos entre la matriz de la
muestra y el recubrimiento de la fibra. La extraccion de los analitos desde la matriz de la
muestra hasta la fibra da inicio en el momento en que la fibra entra en contacto con la
muestra, mientras que la extraccidén se da por concluida en el momento que la concentracion

de analito ha alcanzado el equilibrio de distribucion entre la fibra y la muestra.

La MEFS no es una técnica de extraccion exhaustiva, tiene un maximo de sensibilidad en el
equilibrio de reparto de los analitos. En el equilibrio se tiene una relacion proporcional entre la
cantidad de los analitos adsorbidos en la fibra y la concentracion inicial del analito en la
matriz de la muestra. Esto trae como consecuencia que el equilibrio completo no es

necesario para el analisis cuantitativo por MEFS.

En la extraccion por inmersion, la fibra se sumerge directamente en muestras liquidas y los
analitos son transportados directamente de la matriz de la muestra hacia la fibra. En el modo
HS la fibra se expone en espacio de cabeza que existe sobre una muestra, los analitos son
trasportados a través del aire enriqueciendo la fibra, este modo se utiliza para extraccion de
compuestos volatiles. En el modo extraccion con proteccién de membrana, la fibra se protege
utilizando una membrana que le sirve como barrera, se utiliza en muestras con muchas
interferencias en donde los compuestos tienen baja volatilidad para ser analizados por HS.
Una membrana hecha de un material apropiado puede anadir selectividad al proceso de
extraccion, la cinética de extraccion con membrana es sustancialmente mas lenta que la
extraccién por inmersion, porque los analitos necesitan difundir a través de la membrana

antes de ser extraidos en la fibra.®®

La eficiencia del proceso de MEFS depende de la constante de distribucion K, éste es el
parametro caracteristico y describe las propiedades de la fibra y su selectividad hacia el

analito, en comparacion con otros componentes de la matriz.
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2.6.1Tipos de fibras

Varios son los tipos de fibras actualmente comercializadas lo que hace que el campo de
aplicacion de la MEFS sea amplio. Las primeras fibras comercializadas, creadas para
trabajar con GC, fueron las de polidimetilsiloxano (PDMS), adecuadas para analitos apolares,
las de poliacrilato (PA), apropiadas para analitos polares. Posteriormente surgieron las fibras
de fases combinadas divinilbenceno (DVB), carboxen (carbono activo, CAR), carbowax
(polietilenglicol, CW) y resina templada (TPR) como son las de PDMS/DVB, CW/TPR,
CW/DVB (actualmente fuera del mercado), CAR/PDMS y DVB/CAR/PDMS.

La eleccién del tipo de fibra depende de la naturaleza fisico-quimica del compuesto a extraer.

Las fibras son comercializadas con diferentes espesores, tal y como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las fibras utilizadas>®

. Espesor de la Tempgraturq de Ti?mpo d? . .pH
Fibra , acondicionamiento | acondicionamiento | Optimo de
pelicula (um) (°C) (h) trabajo
PDMS/DVB 65 250 0.5 2-10
PA 85 280 1 2-11
CAR/PDMS 75 300 1 2-11
CW/DVB 65 220 0.5 2-9

La gran mayoria de las fibras comercializadas puede utilizarse en combinacion con GC vy, en
menor numero con HPLC. En las fibras de PDMS y de PA, dado que el recubrimiento es un
liquido muy viscoso, la extraccion de los analitos se debe principalmente a un proceso de
absorcion, mientras que en las otras, en los que la fase estacionaria es un sdlido poroso, la

extraccion se debe principalmente a un proceso de adsorcion,®

aunque en la practica
compiten ambos efectos. Cuando se selecciona la fibra, hay que tener en cuenta que ciertos

compuestos pueden ser retenidos irreversiblemente sobre la misma.
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En general, en GC, los compuestos volatiles requieren fibras con un recubrimiento de mayor
espesor, mientras para compuestos semivolatiles resulta efectivo el uso de fibras con un
recubrimiento mas delgado. Hay que tener en cuenta que cuanto mayor es el espesor de la
fibra, mayor es el tiempo de extraccién, aunque también es cierto que mayor es la cantidad
de analito extraido, pero también existe el riesgo de retencidon irreversible de otros
compuestos presentes en la matriz. La Figura 3 muestra las propiedades de algunas de las
fibras actualmente comercializadas. Antes de utilizar estas fibras, es preciso acondicionarlas
tal y como indican los proveedores (Tabla 1). Si la desorcidén es térmica, la activacion se
realiza introduciendo la fibra en el inyector de CG siguiendo un programa de temperatura
adecuado que viene especificado para cada fibra por el propio fabricante. Si por el contrario
se utilizan disolventes organicos, el acondicionamiento puede hacerse sumergiendo la fibra
en un disolvente organico apropiado (que suele ser el mismo disolvente de desorcion)

durante un cierto tiempo (entre 20-30 minutos).

PDMS PDMS PDMS
(7 um) (30 um) (100 pm)

CAR/PDMS
(75 um)

DVB/CAR/PDMS
(50/30 um)

PA
(85 um)

(50 pm)
Propiedades | (6%Eu%)
de lafibra

Figura 3. Propiedades de Fibras para MEFS disponibles comercialmente: enlazadas,

parcialmente entrecruzadas, altamente entrecruzadas, polimero altamente
35,34

reticulado

Los fabricantes suelen indicar que las fibras utilizadas en inmersion tienen una vida media de
50 extracciones, aunque en la practica puede comprobarse que este numero puede ser

menor (dependiendo de la naturaleza de la matriz de la muestra).

22



Identificacién y Cuantificacion de PPCP’s en aguas residuales por MEFS-CG-EM
Antecedentes

Cuando se trabaja en el modo de inmersion, la vida media de la fibra es menor y ademas los
porcentajes de recuperacion suelen ser menores, debido a la adsorcion de componentes de

la matriz sobre la fibra.®

2.6.2 Factores experimentales importantes en MEFS

Muchos son los factores que influyen en el proceso de extraccion y desorcion de esta
técnica, tanto en el modo de inmersion como en el modo Head-Space. Su conocimiento es
fundamental para cualquiera que haga uso de la misma. Es necesario optimizar las
condiciones de extraccion, que aseguren la maxima sensibilidad del analito por la fibra y la

eficiencia de la extraccion.

2.6.2.1 Seleccion del modo de extraccion

La seleccién del modo de extraccion debe hacerse considerando el tipo de matriz de la
muestra, la volatilidad de los analitos y la afinidad de éstos por la matriz (Tabla 2). La
eficiencia en la extraccion de cada uno depende de las propiedades de los analitos y la

matriz de la muestra.

Tabla 2. Criterio de seleccion de modo de extraccion®.

Modo de MEFS PropledaQes del Matrices
analito
Muestras gaseosas,
Directa Media o baja liquidas
volatilidad (preferentemente
simples)
Alta a media Liquidos (mcluye.ndo
Head-Space . mezclas complejas,
volatilidad 1
soélidos)
Proteccion con Baja volatilidad Muestras complejas

membrana

Los compuestos no volatiles de la muestra son concentrados y permanecen en la fibra
reduciendo su tiempo de vida y la reproducibilidad en la extraccion. Por lo tanto la técnica
mas adecuada de extraccion debera seleccionarse considerando la naturaleza de la matriz

en la muestra. MEFS por inmersion es mas sensible que HS para analitos presentes

predominantemente en un liquido sin embargo, por HS exhibe menor ruido de fondo que por

23



Identificacién y Cuantificacion de PPCP’s en aguas residuales por MEFS-CG-EM
Antecedentes

inmersidon y es adecuada para la extraccion de analitos mas volatiles en la mayoria de las
muestras solidas y liquidas. La técnica de MEFS en combinacion con CG-EM es inadecuada
para la extraccion de compuestos menos volatiles o térmicamente labiles, sin embargo,

MEFS combinada con CL resulta mas adecuada para estos compuestos.>°

2.6.2.2 Seleccion de la fibra

La afinidad del analito por la fibra depende de las interacciones moleculares entre el analito y
las distintas fases estacionarias que recubren las fibras, por tener diferentes propiedades y
espesores, se seleccionan de acuerdo a los diferentes compuestos que se desean extraer.
PDMS extrae analitos no polares. Una fibra polar PA, es adecuada para la extraccion de
analitos polares como fenoles y alcoholes. Las fibras con fases estacionarias mixtas DVB,
TPR o CAR, incrementan la capacidad de retencion debido al efecto potencial de adsorcion y
distribucion hacia la fase estacionaria. PDMS/DVB, CAR/DVB, Carbowax y CW/TPR pueden
emplearse para la extraccion de analitos polares de bajo peso molecular. La fibra
CAR/PDMS muestra mejor eficiencia de extraccion que una fibora PDMS de 100 ym de
espesor, pero su reproducibilidad es mas pobre y consume mayor tiempo para alcanzar el

equilibrio.>®

Una nueva fibra para MEFS es PEG, de mayor polaridad la cual se ha desarrollado con una
fase de polietilenglicol. Esta fibra no contiene un polimero adsorbente que soporta la fase, lo
que le proporciona a la fibra mayor polaridad y selectividad. La nueva fase esta revestida en
una base inerte de metal unida al montaje comun de acero inoxidable. Una prioridad era
hacerla con una fase mas durable y mas robusta que la de Carbowax, que al ser un material
soluble en agua se expandia. La adhesion de la fase a la fibra es posible gracias a la
formacion de un polimero altamente reticulado. Con las fibras de CW/DVB, la vida de la fibra
era de entre 15 a 20 extracciones antes de que parte o toda la capa saliera de la base de la
fibra. Con la fibra PEG, la vida media de las fibras es arriba de 100 extracciones™®, sin

embargo en la practica esto depende de la naturaleza de la matriz.
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2.6.2.3 Tiempo de extraccion y desorcion

Los tiempos de extraccion y desorcidon son dos variables importantes que deben ser
controladas de forma rigurosa para que la reproducibilidad de la técnica sea buena. De
manera general, la eficacia de la extraccion y de la desorcidn aumenta con el tiempo. La
extraccion presenta un maximo (tiempo de equilibrio) en el que ya no se extrae mas analito.
Los tiempos de equilibrio pueden llegar a ser largos, sin embargo, no es necesario trabajar
con tiempos tan largos siendo posible trabajar en condiciones de no equilibrio, en cuyo caso
se debe controlar rigurosamente el tiempo de extraccion, dado que pequefas variaciones en
el mismo pueden provocar cambios importantes en el porcentaje de analito extraido. El
tiempo de desorcidn es igualmente una variable critica y debe seleccionarse de manera que

se asegure que no quede analito alguno en la fibra.>®

2.6.2.4 Volumen de muestra

De manera general, la cantidad de analito retenido por la fibra aumenta con respecto al
volumen de muestra (hasta que ésta se satura), con el consiguiente aumento de sensibilidad.
La cantidad de analito extraida es solamente una fraccién del total, que depende del
coeficiente de reparto del analito entre la muestra y la fibra. Estos coeficientes deben tenerse
en consideracion a la hora de fijar el volumen de la muestra a extraer, ademas, hay que tener

en cuenta que el efecto matriz puede ser importante, sobre todo en el modo de inmersion.

2.6.2.4.1 Head-Space (HS)

Cuando se opera en el modo HS, cuanto menor es dicho espacio mayor es la sensibilidad.
En general se recomienda que esté comprendido entre un 30 y un 50% del vial, aunque
dicho volumen puede ser mayor cuando se trata de muestras mas concentradas. Es
importante también mantener constante tanto el volumen de la muestra como el del espacio
en cabeza, para garantizar una buena reproducibilidad, ademas, la fibra debe mantenerse

siempre a la misma altura dentro del vial.

2.6.2.5 pH
El pH puede ser también una variable importante en MEFS, influyendo tanto en la eficacia
como en la selectividad de la extraccion. Aunque para analitos neutros el pH no es una

variable importante, para analitos ionizables, sobre todo para los acidos el pH si es

25



Identificacién y Cuantificacion de PPCP’s en aguas residuales por MEFS-CG-EM
Antecedentes

determinante. Con fibras en las que la extraccion de los analitos se debe principalmente a un
proceso de absorcion solo la forma neutra sera extraida. Es preciso prestar especial atencion

cuando se utiliza un pH extremo dado que estos pueden dadar la fibra.

Se debe incrementar o disminuir el pH de tal forma que se incremente la concentracion de
las especies neutras en la muestra para que se incremente la cantidad de analito extraido.
Para la completa conversion de las especies acidas a su forma neutra, el pH debe estar en al
menos dos unidades debajo del pKa para determinado analito. Para los analitos basicos, el
pH debe ser mayor que pKa+2. La optimizacién del pH debe incluir la adicion de disolucion

buffer.®

2.6.2.6 Fuerza ionica

Normalmente se afade a la muestra una sal con objeto de disminuir la solubilidad de los
analitos en la misma y favorecer el paso de estos hacia la fibra. Este efecto de “salting-out”,
afecta a cada compuesto de forma especifica. Las sales mas utilizadas en MEFS con este fin
son el cloruro de sodio (NaCl), bicarbonato de sodio (NaHCOs3;), carbonato de potasio
(K2CO3) vy el sulfato de amonio ((NH4)2SO4) . Sin embargo, el uso de altos contenidos salinos
es mas recomendable para HS dado que en inmersidn una alta concentracion de sales
puede provocar la deposicion de éstas sobre la fibra, dafiandola y disminuyendo asi la

eficacia de la extraccién con el tiempo.

2.6.2.7 Agitacion

La agitacién acelera la transferencia de los analitos hacia la fibra, sobre todo en HS. El
tiempo de equilibrio disminuye al aumentar la velocidad de agitacion, pero una agitacién muy
rapida puede provocar falta de reproducibilidad y de precision e incluso no permitir que los
compuestos queden retenidos. Generalmente se suele utilizar una agitacion magnética,
algunos autores han empleado también la agitacidon por ultrasonido,®® pero en este caso hay
que tener cuidado dado que el calentamiento producido podria degradar ciertos compuestos
y ademas, si se sumerge directamente la fibra en la muestra sonicada podria desprenderse

parte de la fase estacionaria por lo cual es preciso utilizar bajas frecuencias. 33
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2.6.2.8 Temperatura

La temperatura tiene efectos contrapuestos sobre la extraccién. Por un lado, un aumento de
la misma provoca un incremento de los coeficientes de difusion de los analitos en la muestra,
aumentando asi la cantidad de analito extraido y disminuyendo el tiempo de extraccion. Este
efecto puede ser mayor cuando se opera en el modo HS puesto que al aumentar la
temperatura aumenta la cantidad de analito (volatil) presente en el espacio en cabeza. Hay
que tener en cuenta ademas, que si la muestra es acuosa, un incremento de la temperatura
aumenta la cantidad de agua presente en el espacio en cabeza, interfiiendo ésta en la
extraccion. Se ha podido comprobar que una humedad relativa del 90% puede reducir la
extraccion en torno a un 10%.% . Por otro lado, un aumento de la temperatura favorece la
desorcion de los analitos, con lo que es preciso buscar un valor éptimo que la minimice. En
principio, es recomendable calentar ligeramente la muestra y estudiar la influencia de la

temperatura.*

2.6.3 Estrategias de optimizacion

Todos los factores anteriores influyen sobre la extraccion de los analitos haciendo necesaria
una adecuada y cuidadosa estrategia de optimizacién. La optimizacion se lleva a cabo paso
a paso, variando un solo factor y tomando como funcién la respuesta, es decir las areas de

pico de cada analito.

2.7 Formacién de derivados en la fibra de MEFS

La formacién de derivados puede llevarse a cabo en las fibras de MEFS. Un método utilizado
consiste en la formacion de derivados por adicién del agente derivatizante a la propia matriz
y la posterior extraccion de los derivados de los analitos utilizando la fibra.*’ También puede
llevarse a cabo la formacién de derivados sobre la fibora de MEFS: una vez completado el
proceso de extraccion; la fibra, con los analitos extraidos, se pone en contacto con el agente
derivatizante.*’ En este sentido, es recomendable que la formacion de derivados se haga, si
es posible, en el modo HS, para evitar posibles dafios de la fibra. De la misma forma,
también puede llevarse a cabo simultdneamente la extraccion y la formacién de derivados.
En este caso, la fibra se sumerge durante un cierto tiempo en una disolucion concentrada del
agente derivatizante, de forma que quede recubierta con el mismo y la reaccidén para la

formacion de derivados se produce sobre la superficie de la fibra simultaneamente con la
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extraccion (no se trata de un proceso de equilibrio).** La formacion de derivados también
puede llevarse a cabo en el inyector del cromatégrafo a medida que los analitos y el agente
derivatizante (extraido conjuntamente) son térmicamente desorbidos de la fibra, se produce
la reaccion de derivatizacién en el propio inyector a alta temperatura.** Hay que tener en
cuenta que, en general, la formacion de derivados supone el introducir un paso mas en el
pretratamiento de muestra y, en algunos casos, presentan una baja reproducibilidad y
repetibilidad, lo que hace que muchas veces este tipo de procesos tiendan a evitarse.
Ademas, encontrar un agente derivatizante apropiado y que a su vez pueda ser utilizado con

las fibras en alguna de las tres formas anteriores no es facil.

2.8 Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas, (CG-EM)

La técnica acoplada Cromatografia de Gases—Espectrometria de Masas es ampliamente
usada para el analisis de mezclas complejas. En un sistema acoplado, la Cromatografia de
Gases se emplea para separar los componentes de una mezcla basada en sus diferentes
afinidades por la fase estacionaria en la columna y la Espectrometria de Masas se emplea no
s6lo para detectar y cuantificar las diferentes especies que eluyen de la columna sino que
ademas provee informacion definitiva sobre su identidad, proporcionando el espectro de

masas de cada uno de los analitos que contiene la mezcla.

La CG esta limitada a muestras volatiles y no es adecuada para muestras termolabiles, es
decir, deben ser térmicamente estables, con peso molecular relativamente bajo o deben ser

derivatizadas antes de ser introducidas en el sistema cromatografico.

La espectrometria de masas es utilizada para la confirmacion de la identidad del pico
cromatografico, ya que una de las desventajas de la CG, es que no se puede confirmar la
estructura o identidad de las sefiales cromatograficas (a no ser que se cuente con un
estandar). Los tiempos de retencion de los analitos estan relacionados con el coeficiente de
particion, este tiempo es caracteristico pero no es unico o especifico de cada compuesto. Por
lo tanto, los datos del cromatografo de gases por si solos no se pueden emplear para

identificar a los compuestos.*®
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El equipo de CG-EM consta de un cromatégrafo de gases con un inyector split/splitless, una

columna capilar, una camara de ionizacion y un analizador masico.

La muestra que contiene a los analitos de interés, es introducida en el inyector del
cromatégrafo de gases para su analisis por CG-EM. El efluente que sale de la columna del
CG es ionizado y fragmentado por un bombardeo de electrones en la camara de ionizacion
(70 eV), los iones son acelerados y dirigidos hacia el analizador masico, en donde el

analizador permite separar a los fragmentos segun su relacion masa/carga (m/z).*

Esta técnica es muy sensible ya que alcanza limites de deteccion del orden de picogramos
(pg). Para los sistemas acoplados se cuenta con diferentes tipos de ionizacion y modos de
analisis; barrido total de iones (full SCAN, por sus siglas en inglés) y monitoreo selectivo de
iones (SIM, por sus siglas en inglés). La selectividad y sensibilidad se pueden mejorar a
través del uso de técnicas de ionizacion quimica selectiva y técnicas de monitoreo selectivo

de iones.*’

El espectro de masas obtenido es generalmente caracteristico del analito. El perfil de iones
en un espectro de masas resulta de la fragmentacion de una molécula la cual la caracteriza y
la diferencia de otras moléculas y de otros grupos de compuestos. Cada familia de
compuestos exhibe patrones de fragmentacién caracteristicos en sus espectros de masas,

esta informacion es util en la propuesta de su identidad.

La identificacion de los compuestos individuales es usualmente alcanzada a través de la
comparaciéon de un tiempo de retencion relacionado con un estandar conocido y analizando
el espectro de masas obtenido experimentalmente. La cuantificacion es usualmente obtenida
relacionando la respuesta del ion seleccionado de la muestra con aquella de un estandar de
concentracion conocida. La técnica se considera madura, robusta y adecuada para una

amplia variedad de aplicaciones.*
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Desarrollar y optimizar un procedimiento para la determinacion simultanea en agua residual
de 5 compuestos, catalogados dentro de los productos farmacéuticos y de cuidado personal
(PPCP’s): triclosan y clorofeno (desinfectantes), bisfenol A (disruptor endocrino) y naproxeno
e lbuprofeno (farmacos antinflamatorios), utilizando Microextraccion en Fase Soélida seguida

de Cromatografia de Gases - Espectrometria de Masa (MEFS CG-EM).

3.2 Objetivo Particular

» Aplicar la técnica desarrollada para identificar y cuantificar PPCP’s en aguas residuales
provenientes de tres plantas de tratamiento de agua residual al sur de la Ciudad de

México; Ciudad Universitaria, Coyoacan y Cerro de la Estrella.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Debido a los bajos niveles de concentracion de los PPCP’s en las aguas residuales, se

desarroll6 una metodologia analitica para la identificacion y cuantificacion de estos

compuestos a niveles de trazas, en influentes y efluentes de las plantas de tratamiento de

aguas residuales.

A continuacidbn se mencionan los reactivos y materiales empleados en el desarrollo

experimental.

4.1 Material

Barra magnética de 10 mm x 3 mm.

Jeringas Hamilton de vidrio del0, 20, 50, 100, 250 y 500 pL.

Fibras: Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 um), Poliacrilato (PA, 85 um),
Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS, 75 um), Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB,
65 pm), Carbowax/Divinilbenceno StableFlex (CW/DVB, 70 pum), Polietilenglicol
(PEG, 60 pm). Las fibras fueron acondicionadas de acuerdo a las indicaciones del
proveedor (Tabla 1).

Soporte de la fibra para inyeccién manual (Supelco, Bellafonte, P.A., USA).

Material de vidrio Pyrex: matraces aforados de 1, 2, 5,10 y 25 mL y pipetas volumétricas
de 1, 2, 3, 4 y 5 mL, vasos de precipitado de 10, 50 y 100 mL, embudo de filtracién de
tallo corto. Matraz Kitazato de 250mL. Viales de vidrio (12 mL de capacidad) con tapon
horadado de polipropileno y septa de teflon (politetrafluoretileno).

Pipeta Pasteur de vidrio.

Botellas de vidrio ambar con capacidad de 1 L.

Embudo Bichner de 2 cm de diametro.

Espatulas de metal.

Papel filtro Whatman No. 1(2 cm).

Balanza Analitica Sartorius, modelo CP124S.

Parrilla con agitador magnético Cole-Palmer, modelo 04644-Series.
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4.1.1 Limpieza del material
Para evitar interferencia en los analisis de las muestras asi como en la preparacion de las
curvas de calibracion, se llevé a cabo un cuidadoso procedimiento de lavado del material

utilizado, el cual consistio en lo siguiente:

e El material se coloco en un bafio con jabdn liquido, se lavo y se enjuag6 con abundante

agua, posteriormente se enjuagé con agua destilada.

e Se seco el material de vidrio (no volumétrico) a 100 °C, para su posterior almacenamiento
en un lugar libre de polvo.

Antes de usar los viales en los que se llevé a cabo la MEFS, el material se enjuag6 con

metanol y acetona para eliminar posibles restos de materia organica.

4.1.2 Reactivos

Alcohol metilico absoluto anhidro (99.9% de pureza), J.T. Baker, México, agua nanopure
sometida a filtraciébn en un sistema purificador y desionizador de agua nanopure (Barnstead
Thermolyne, modelo 04747). Acido clorhidrico 0.1N (solucién volumétrica valorada), HYCEL,

México.

4.1.3 Estandares

Se utilizaron los estandares de ibuprofeno (99% de pureza), naproxeno (98% de pureza),
clorofeno (95% de pureza), bisfenol A (99% de pureza), Sigma-Aldrich, EUA e Irgasan (>97%
de pureza) Fluka, Italia. La estructura de los PPCP’s se presenta en la Tabla 3. Las

caracteristicas quimicas de los compuestos cuantificados se detallan en el Anexo 7.1.
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Tabla 3. Estdndares utilizados en el desarrollo experimental

lones
Nombre Estructura diagnostico
(m/z)
H,C H
OH
Ibuprofeno CH, 263, 320
Acido (S)-(+)-isobutil-ametil-fenilacético Y 1
H,C
H,C H
Naproxeno OH
X
Acido (S)-(+)-6-metoxi-a-metil-naftalenacético OO o 287, 344
H,CO
HO
Clorofeno
H
2-benzil -4-clorofenol Q_C 2 275, 332
Cl
Cl Cl
Irgasan (Triclosan)
5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol o 345, 347
Cl OH
H.C CH

3 3

Bisfenol A
4,4'-(1-metiletilidien)bisfenol O O 441,456
HO OH

Se prepararon por separado disoluciones estandar de cada compuesto de las siguientes
concentraciones, ibuprofeno 22 ug/mL, naproxeno 24 pg/mL, triclosan 44 pg/mL, clorofeno
54 pug/mL y bisfenol A 34 ug/mL en metanol. Se almacenaron a 4 °C, en viales color &mbar

de vidrio con tapon y septa sellados con teflon para su posterior uso.
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4.1.4 Muestras

Se analizaron 20 muestras provenientes de tres plantas de tratamiento de aguas residuales.

» Ciudad Universitaria
Se realizaron muestreos en la planta de tratamiento de aguas residuales de Ciudad
Universitaria (Figura 4). Esta planta trata el agua residual de la UNAM, que por su carga
organica y caracteristicas en general es muy similar a la doméstica, aunque un poco mas
diluida, por lo que podemos decir que basicamente la planta realiza el tratamiento

correspondiente a una planta de tipo municipal.

Esta Planta se puso en operacion en 1982, siendo construida con tres objetivos:

1. Abastecer agua para el riego de las areas verdes en Ciudad Universitaria.

2. Servir de apoyo a la investigacion universitaria, brindando facilidades para el desarrollo de
proyectos.

3. Servir de apoyo a la docencia

Por esta ultima razén, la planta fue planificada con un perfil didactico, llevando 3 procesos
biolégicos diferentes (lodos activados, biodisco vy filtro percolador) que funcionan en paralelo

y teniendo accesibles todos los procesos para su observacion.

En la Planta se tratan 25 L/s de agua. Esta se construy6 en el punto mas bajo de Ciudad

Universitaria para que las aguas llegaran por gravedad a través de los drenajes. El agua

llega a través de 3 colectores diferentes, 2 provienen de la ciudad universitaria

correspondiendo a las siguientes zonas:

1. Agua de circuito escolar desde el estadio Olimpico.

2. Zona de Institutos, Escuela Nacional de Trabajo Social, Facultad de Contaduria y
Administracion, Zona deportiva, y Anexo de Ingenieria.

3. Colonia Copilco el Alto.
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DE AGUAS RES

(c) (d)

Figura 4. Planta de tratamiento del aguas residuales de Ciudad Universitaria, (a) entrada de
la planta, (b) desarenador, (c) sistema de lodos activados, (d) sedimentador secundario

» Coyoacan
Se muestred en la planta de tratamiento de aguas residuales Coyoacan (Figura 5), que forma
parte del sistema de tratamiento y reuso de la Ciudad de México, esta planta se puso en
operacion en 1958, para dar tratamiento a las aguas residuales de origen doméstico y con
ello producir un efluente util en el llenado de canales recreativos de la zona sur del Distrito
Federal, su capacidad es de 400 L/s, que son suministrados por parte del sistema de

rebombeo Aculco®,
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La planta de tratamiento se encuentra ubicada en el predio localizado en el niumero 66 de la
calle Heroica Escuela Naval Militar, Colonia Paseos de Taxquefia, Delegacion Coyoacén,
México D.F.

() (d)

Figura 5. Planta de tratamiento del aguas residuales de Coyoacéan, (a) entrada de la planta,
(b) influente, (c) efluente, (d) carcamo de bombeo

La Planta de Tratamiento de Aguas Residuales cuenta con un proceso de tratamiento
convencional de lodos activados, a nivel secundario con desinfeccion por medio de cloro

(gas).®®

La distribucion de agua tratada, se lleva a cabo a través del ramal Canal Nacional-Cuemanco

del ramal Rio Churubusco-Cineteca.*®
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» Cerro de la Estrella
La planta Cerro de la Estrella (Figura 6), se ubica en Av. San Lorenzo nim. 312, Col. San
Nicolas Tolentino, Delegacion lztapalapa, comenzd su operacion en 1971, produciendo
inicialmente un caudal a nivel secundario de 2 m* por segundo, desde 1994, su capacidad ha

aumentado hasta 4 m* por segundo de agua a nivel terciario. *°

En un principio esta produccion se usaba para riego agricola en Tlahuac y Xochimilco, asi
como en canales para la zona turistica. Después, los sectores comercial e industrial se
integraron al uso de agua residual tratada. En la actualidad, esta planta da servicio también,
a las zonas lacustres de Mixquic, Tlahuac y Xochimilco. *°

Las aguas residuales que recibe esta planta, provienen de la estacion de bombeo Aculco en

Iztacalco, corren por una tuberia de 1.83 m de diametro y una longitud de 8000 m.

El agua residual pasa por un proceso de decantacion por gravedad, a través de un sistema
de recoleccion de sdlidos, un tanque de aeracion, un sedimentador secundario, y en la fase
terciaria, la circulacién del agua pasa por medio de filtros empacados con grava, arena y
antracita. Después de una ultima desinfeccion con cloro, pasara a un carcamo de donde se

bombea hasta los usuarios de este sistema.

De la producciéon total de agua el 56 % se emplea en el llenado de canales y lagos
recreativos, y el riego agricola de la zona chinampera de Mixquic, Tlahuac y Xochimilco, un
25 % para la recarga del acuifero; 8 % en el riego de areas verdes y otro 8 % en el sector
industrial, el restante 3 % se emplea en el sector comercial, en el lavado de trenes del STC-

Metro y autos. *°
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Sistema pe Acuas

D€ LA CIUDAD DE MEXICO

INFLUENTE

(d) (e)
Figura 6. Planta de tratamiento del aguas residuales de Cerro de la Estella, (a) entrada de la
planta, (b) influente, (c) sedimentadotes, (d) efluente, (e) carcamo de bombeo.
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4.1.4.1 Muestreo
» Planta de tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria
En esta planta se analizaron 4 muestras, debido a problemas de operacién la planta no

estaba en funciones y s6lo se tomaron muestras del influente.

» Planta de tratamiento de aguas residuales Coyoacéan
Se tomaron 8 muestras, 4 de influentes y 4 de efluentes. Durante el muestreo en esta planta
se incrementd el flujo de entrada, por tanto, dos muestras fueron tomadas con una diferencia
de cuatro dias (tiempo total del proceso) y dos con una diferencia de dos dias (tiempo total

del proceso).

e Planta de tratamiento de aguas residuales Cerro de la Estrella
Se tomaron 8 muestras; 4 de influentes y 4 de efluentes, con una diferencia de doce horas

(tiempo total del proceso).

4.1.4.1.1 Toma de muestra

En cada punto del muestreo se tomaron muestras simples por duplicado. Los muestreos de
los influentes se realizaron por la mafana, para obtener muestras que representaran las
condiciones reales del agua, pues al transcurrir el dia el agua se ve afectada por las
actividades humanas. El volumen de cada muestra fue de un litro, aun cuando se trabajo con

volimenes menores en el laboratorio, para tener datos representativos.

El procedimiento de muestreo se realizé de acuerdo al método 525.2 de la USEPA (1995)%,
con la diferencia de que no se agreg6 el conservador (para evitar posibles alteraciones de los
resultados). El analisis se realizé el mismo dia de la toma de muestra, salvo en el caso del
efluente de la Planta de Cerro de la Estrella, pues la toma de muestra se realizaba en la

tarde noche. Todas las muestras se mantuvieron en refrigeracion (4 °C) hasta su analisis.
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Procedimiento para la toma de muestra (Figura 7):
1. Se introdujo el muestreador a una profundidad de 30 cm, con ayuda de una cuerda.
2. Se destapo el frasco limpio y se vertié la muestra.
3. Se coloco la tapa en el frasco.
4. Se anotaron los datos de identidad (fecha, hora, nUmero de muestra y punto de

muestreo)

B )

Figura 7. Procedimiento para toma de muestra: (a) material utilizado, (b) introduccion del
muestreador en la zona de muestreo, (c) verter la muestra en el frasco.

4.2 Analisis Cromatografico

4.2.1 Condiciones Cromatograficas

Se utilizé un Cromatégrafo de Gases Agilent 6890N, con detector selectivo de Masas Agilent
5973, una columna capilar ZB-5 (30 m x 0.25 mm ID x 0.25 um FT). Inyector Split/Splitless.
Programa de temperatura: 70 °C durante 2 min, rampa de temperatura de 10 °C/min hasta
300 °C durante 5 min. Flujo de He 1 mL/min, temperatura del inyector: 250 °C en modo
splitless 1min, temperatura de la linea de transferencia: 280°C, temperatura de la fuente de
ionizacion: 230 °C. Impacto electronico a 70 eV. Deteccion en modo barrido total del espectro
(SCAN) de 50 a 550 m/z para la identificacion de los analitos. En modo monitoreo selectivo
de iones (SIM) para la cuantificacién, se utilizaron los grupos de iones diagndstico

mencionados en la Tabla 3.
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4.2.2. Identificacién de PPCP’s

Para la identificacion de los PPCP’s, se obtuvieron los tiempos de retencion de los
estandares en solucion. Debido a que los compuestos derivados de los analitos no fueron
encontrados en la base de datos de la Biblioteca de Espectros de Masas del NIST (The NIST
Mass Spectral Search Program for the NIST/EPA/NIH Mass Spectra Library versién 2.0 build
19 Nov. 2000), fue necesario llevar a cabo la identificacion de éstos mediante la inyeccion en

solucion de los estandares previamente sometidos al proceso de silanizacion siguiente.

Se tomaron 2 mL de la disolucion estandar del analito, se evaporé a sequedad en flujo de
nitrégeno, se adicionaron 100 uL del agente silanizante (MTBSTFA), se coloc6 en la estufa a
60 °C durante 30 min, posteriormente se inyecté en el CG-EM, obteniendo el cromatograma
correspondiente y el espectro de masas, se realizé el mismo procedimiento para cada PPCP.

Se realiz6 el mismo procedimiento para una mezcla estandar de los PPCP’s.

4.2.3 Cuantificacion de los PPCP’s
El analisis cuantitativo, se realiz6 utilizando el modo SIM con los grupos de iones diagndstico
de la Tabla 3. La cuantificacion se realiz6 utilizando la curva de calibracion absoluta de cada

compuesto (Anexo 7.2).

4.3 Microextraccion en Fase Solida (MEFS)

Para iniciar el desarrollo del método analitico primero se realizo la optimizacion de la MEFS
de los PPCP’s en agua, para lo cual se emple6é una mezcla de estandares de PPCP’s. Para
el andlisis por CG-EM se llevo a cabo la silanizacién en la fibra de MEFS al ser expuesta al
agente derivatizante en modo Head-Space.

4.3.1 Optimizacion de los parametros para la MEFS

La cantidad de analitos que pueden extraerse por MEFS, es determinada por la constante de
equilibrio del analito entre la fase acuosa y la fase polimérica de la fibra. Para optimizar la
extraccion de los analitos sobre la fibra, es necesario considerar diversos factores que
influyen en estos equilibrios. Estos factores son; el tipo de fibra, el pH, la fuerza ionica de la

disolucion, la temperatura de extraccion, la agitacion y el tiempo de extraccion.
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4.3.1.1 Seleccion de Fibra

En este trabajo se evaluaron, cuatro fibras de diferente  polaridad:
Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS), Polidimetilsiloxano-Divinilbenceno (PDMS/DVB),
Poliacrilato (PA) y Carbowax/Divinilbenceno (CW/DVB). Previo a cada extraccion se realizo

un blanco de fibra, exponiendo la fibra en el inyector durante 10 min.

La extraccion se realiz6 transfiriendo al vial la mezcla de los analitos, con agitacion a 1200
rpm durante 5 min para mantener un estado de equilibrio. Posteriormente se coloco la fibra
en inmersién en la disolucion junto al vortice que se forma en la disolucion durante 30 min.
Inmediatamente después se retir6 la fibra y se realizo la silanizacion, colocando la fibra en el
Head-Space de un vial de 4 mL, que contenia 100 pL de MTBSTFA. Posteriormente se retiro
la fibra y se desorbio en el inyector del cromatografo de gases durante 1 min. Después de la
desorcion se realiz6 un segundo analisis cromatogréafico para evaluar la cantidad de analito
no desorbido. Se establecié que se mantendria la fibra 10 min en el inyector para tenerla lista

para un siguiente analisis.

4.3.1.2 Perfil de tiempo de extraccion

De acuerdo a los resultados de seleccion de la fibra (inciso 4.3.1.1), se determiné el perfil de
tiempo de extraccion utilizando la fiora CW/DVB, se realizé la extraccion a temperatura
ambiente durante 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min.

4.3.1.3 Temperatura de extraccion
De acuerdo a los resultados obtenidos en el punto anterior, se trabajo con la fibora CW/DVB,

con un tiempo de extraccion de 30 minutos, evaluando la extraccion a 25, 30, 40 y 50 °C.

4.3.1.4 Tiempo de silanizacion
Se determin6é el tiempo de silanizacion utilizando la fiora CW/DVB con extraccion a
temperatura ambiente por 30 min. Se evaluaron tiempos de silanizacion de: 5, 10, 15, 30 y 60

min.
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4.3.1.5 Fuerza ionica

Para estudiar el efecto que tiene la adicion de sal en la eficiencia de la extraccion al disminuir
la solubilidad de los analitos en la disolucién y favorecer el paso de éstos hacia la fibra, se
empled cloruro de sodio (NaCl). Se utilizé la fiora CW/DVB con extraccion a temperatura
ambiente por 30 min y tiempo de silanizacion de 30 min. Se realizaron extracciones con la
adicion de 0.08 g 0.44 g, 0.9 g, 1.34 gy 1.786 g de NaCl equivalente a 5%, 25%, 50%, 75% y

saturacion de sal respectivamente.

4.3.1.6 pH

Para evaluar la influencia del pH de la disolucion en la extraccion, se utilizo la fiora CW/DVB
con extraccion a temperatura ambiente por 30 min, adicién de 50 % de NaCl y tiempo de
silanizacién de 30 min. Los pH’s estudiados fueron: 2.0, 3.0, 4.0, 5.5, 7.0, 8.0y 9.0.

4.4 Procedimiento seleccionado para la MEFS

Una vez optimizada la metodologia de extraccion fue necesario realizar una nueva eleccion
de la fibra, debido a que la fiora de CW/DVB que se habia venido utilizando fue
descontinuada. Se compard la extraccion con cuatro fibras de semejante polaridad;
Poliacrilato (PA) Carbowax/ Divinilbenceno (CW/DVB), Carbowax/ Divinilbenceno (CW/DVB)
StableFlex y Carbowax/Polietilenglicol (PEG). De acuerdo con los resultados, se eligio llevar

a cabo la extraccion con la fibra PEG.

El procedimiento seleccionado para realizar la MEFS fue: fibora PEG, disolucion a pH 3,
adicion de 50 % de NacCl, agitacion a 1200 rpm, extraccion a 25 °C, durante 30 min y 30 min

de silanizacion.
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4.4.1 Linealidad
Una vez optimizada la técnica de MEFS, se prepararon curvas de calibracién absolutas de

cada PPCP en buffer pH=3, en el intervalo de concentraciones mencionadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Linealidad del método

Intervalo de
PPCP concentracion
(ng/mL)
0.001-0.12

Ibuprofeno 0.1-3.0 7

0.05-1.5
Naproxeno 0.05-0.65 7
0.8-5.0

0.001-0.06
Clorofeno 1.0-15.0 7
15.0-90.0

0.004-0.140
Triclosan 0.1-3.0 7
5.0-10.0

0.001-0.05
Bisfenol A 0.05-1.0 7
1.5-4.0

Numero de puntos
para cada curva

4.4.2 Precision

Para calcular la precisidbn se preparé una disolucion de estandares con las siguientes
concentraciones; ibuprofeno 13.74 pg/mL, naproxeno 206.99 pg/mL clorofeno 6.18 pg/mL
triclosan 63.74 pg/mL y bisfenol A 37.11 pg/mL, de esta disolucién se realizaron 3
extracciones independientes por el método propuesto por MEFS, de acuerdo al
procedimiento del inciso 4.4. Con los resultados obtenidos se calculé la desviacion estandar
(D.E.) y el coeficiente de variacion (C.V.). Se calcularon los limites de deteccion (LD =2 D.E.)
y cuantificaciéon (LQ = 10 D.E.).*°
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Analisis de PPCP’s por MEFS-CG-EM en muestras de aguas residuales
Las muestras recolectadas tanto de los influentes como de los efluentes, se filtraron al vacio
en un embudo Blchner, con papel filtro Whatman No. 1. Se les ajusté el pH=3, adicionando
HCI 0.1 N. Posteriormente se tomaron 5 mL de la muestra, se coloco el agitador magnético
(10 mm x 3 mm), se adicion6 50 % de NaCl y el sistema se sell6 con teflon, se colocé en la
parrilla de agitacion manteniendo la muestra a 25 °C y agitacion de 1200 rpm. El analisis de

las muestras se realizo por triplicado. El procedimiento se muestra en la Figura 8.

Filtrar la muestra, ajustar el pH
adicionando HCI 0.1N

A 4
[ Tomar 5 mL de muestra, adicionarlos ]

al vial que contiene 0.9 g de NaCl

v
[ Introducir el agitador magnético, sellar ]

el vial con cinta teflon.

v
[ Extraccién con la fibra por }

inmersion durante 30 min

v

Silanizar con MTBSTFA por HP
durante 30 min

v

Desorber los analitos extraidos en el inyector
del CG-EM durante 10 min a 250 °C

Figura 8. Esquema analitico para el analisis por MEFS-CG-EM de muestras de agua
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacién de PPCP’s por CG-EM

Previo a la optimizacion de la MEFS se realiz6 la identificacién de los derivados de PPCP’s
con MTBSTFA seguida de CG-EM. La Figura 9 muestra el cromatograma de la inyeccion en
solucién de una mezcla estandar derivada de ibuprofeno, clorofeno, naproxeno, triclosan y
bisfenol A, en donde se observan los picos correspondientes a los PPCP’s analizados con

buena resolucion y eficiencia.

Abundance
2000000 5
8000000
4
7000000
3
6000000
2
5000000
4000000
3000000 1
2000000
1000000 J m ﬂth
N RSOy r| TN L 0 A’L l il

T T T T T T T T T T
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Time--=

Figura 9. Cromatograma I6nico Total de mezcla estdndar de PPCP’s t-BDMS derivados.
(1) t-BDMS ibuprofeno, (2) t-BDMS clorofeno, (3) t-BDMS naproxeno, (4) t-BDMS triclosan,
(5) bist-BDMS bisfenol A.

La Figura 10 muestra el espectro de masas del derivado del ibuprofeno (pico 1). El espectro
presenta un patron de fragmentaciéon sencillo teniendo un pico base muy abundante. El ion
molecular a m/z 320 presenta una abundancia pequefa con respecto al pico base del
espectro a m/z 263 que corresponde a la pérdida del terbutilo (m/z [M-57]). El fragmento a

m/z 305, se debe a la pérdida de un metilo (m/z [M-15]").
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Figura 10. Espectro de masas del ibuprofeno terbutildimetilsililado.
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La Figura 11 muestra el espectro de masas del derivado del clorofeno (pico 2). El espectro

presenta un patron de fragmentacion sencillo teniendo el ion molecular a m/z 332, al tratarse

de un compuesto que contiene un cloro se observa la isotopia caracteristica; el pico a m/z

334 [M+2]" en relacién 1:3 con respecto al M*, debido a las abundancias relativas de 75.53 %

y 24.47% para los isétopos *°Cl y *'Cl, respectivamente. El pico base del espectro a m/z 275

corresponde a la pérdida del terbutilo (m/z [M-57]") y el fragmento a m/z 277, corresponde a

la pérdida del terbutilo con la presencia de *'Cl.
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Figura 11. Espectro de masas del clorofeno terbutildimetilsililado.
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El espectro de masas del derivado del naproxeno (pico 3) se muestra en la Figura 12. El
espectro presenta pocos iones abundantes observando el ion molecular a una relacién m/z
de 344, el pico base a m/z 287 el cual corresponde a la pérdida del terbutilo (m/z [M-57]"). El
fragmento a m/z 185 corresponde a la perdida 159 uma ([M-159]"). Cabe sefalar que el

espectro obtenido es similar al informado en el trabajo de I. Rodriguez y colaboradores®’.
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Figura 12. Espectro de masas del naproxeno terbutildimetilsililado.

En la Figura 13 se observa el espectro de masas del triclosan derivado (pico 4) con un patrén
de fragmentacioén sencillo, el ion molecular a m/z 402 presenta una abundancia pequefia con
respecto al resto del espectro. El pico a m/z 345 corresponde a la pérdida del terbutilo (m/z
[M-571"); al tratarse de un compuesto que contiene tres cloros observamos la isotopia
caracteristica el [M-57]" con una abundancia de 27, en [[M-57]+2]" (m/z 347) de abundancia
27, en [[M-57]+4]" (m/z 349) de abundancia 9 y en [[M-57]+6]" (m/z 351) de abundancia 1.
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Figura 13. Espectro de masas del tricloséan terbutildimetilsililado.

En la Figura 14 se observa el espectro de masas del bisfenol bist-BDMS derivado (pico 5),

donde los dos protones de los dos OH han sido sustituidos por el grupo t-BDMS (la

derivatizacion tiene que ser completa de otra manera solo se derivatiza el proton de un OH

formando el t-BDMS derivado). Se observa el ion molecular a m/z 456, el pico base del

espectro en m/z 441, se debe a la pérdida de un metilo (m/z [M-15]"), mientras que el

fragmento a m/z 207, corresponde a la fragmentacion en la uniéon del carbono cuaternario

con el anillo aromatico (m/z [M-249]").
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5.2 Optimizacién de la MEFS
Para llevar a cabo una extraccion eficiente por MEFS, fue necesario realizar la optimizacion

de los parametros para posteriormente proceder con el analisis de las muestras.

Se establecié un tiempo de equilibrio entre la muestra y la disolucién de 5 min con una
agitacion de1200 rpm, con esta velocidad de agitacion se forma un vortice adecuado para

poder mantener la fibra en inmersion.

La optimizacion del método de extraccion de los PPCP’s se llevé a cabo de acuerdo a la
siguiente metodologia, en la cual se utilizé una mezcla de estandares de PPCP’s. Colocar
en un vial de 12 mL con tapén horadado y septum de teflon 5 mL de la mezcla de los
analitos, colocar un agitador magnético, sellar con teflon, y mantiener en agitaciéon a 1200
rom durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, colocar la fibra en inmersion en
la disolucion junto al vértice que se forma y realizar la extraccion. Inmediatamente después
retirar la fibra y realizar la derivatizacién, colocando la fibra en el Head-Space del vial que

contiene 100 yL de MTBSTFA. Por ultimo desorber la fibra en el inyector del cromatografo.

5.2.1 Seleccién de Fibra

Se evaluaron cuatro fibras de diferente polaridad; CAR/PDMS PDMS/DVB, PA y CW/DVB
para comparar la capacidad de extraccidon de los analitos en cada una de ellas. La Figura 15
muestra el area de los picos de ibuprofeno, clorofeno, naproxeno, triclosan y bisfenol A

después de la extraccion con cada una de las fibras estudiadas.
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Figura 15. Seleccidén de la fibra para el analisis de PPCP’s en agua.

En esta figura se observa, que los analitos estudiados al presentar una tendencia polar, son
extraidos con las fibras de tendencia polar como son CW/DVB, PA y PDMS/DVB. Al
comparar la extraccion de los analitos se observa que la fibra de CW/DVB extrajo mayor
cantidad de éstos a excepcion del clorofeno probablemente debido a la polaridad de la fibra y
a los grupos funcionales polares que posee, tanto el anillo aromatico, como los OH. Es
importante hacer notar que las fibras duales como la CW/DVB y la PDMS/DVB incrementan
la capacidad de extraccion de los analitos sobre la fibra debido al efecto sinérgico de
adsorcion vy distribucion dentro de la fase estacionaria, obteniendo mayor sensibilidad. Se
descarta el uso de las fiboras PDMS/DVB, CAR/PDMS, por la baja extraccion de los analitos y
porque el bisfenol A, no es extraido con estas fibras. La fiora CAR/PDMS por ser una fibra de
baja polaridad, presenta una menor extraccion para todos los casos. A pesar de que la fibra
PDMS/DVB, es una fibra de polaridad semejante a la de PA, extrae en menor cantidad al
clorofeno, naproxeno y triclosan. En el caso del ibuprofeno la extraccion es mayor con
PDMS/DVB que con PA. La fibra de PA extrae a los cinco analitos, inclusive, extrae al
clorofeno en mayor medida que las otras tres fibras, pero tiene el problema de que el bisfenol
A, lo extrae en muy poca cantidad. Por lo tanto se eligié trabajar con la fiora CW/DVB que

extrae a los PPCP’s en mayor cantidad.
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5.2.2 Perfil de tiempo de extraccion
Se evalud el perfil de tiempo de extraccion con la fibora CW/DVB a 25 °C. La Figura 16

muestra la extraccion de los PPCP’s en diferentes tiempos de extraccion.
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Figura 16. Perfil de Tiempo de Extraccion de ibuprofeno, clorofeno, bisfenol A, naproxeno y
triclosan.

En la Figura 16 se observa en general que al incrementar el tiempo de extraccion se
incrementa la concentracion de PPCP’s extraidos. El ibuprofeno presenta un incremento en
la extraccion a los 20 min, posteriormente disminuye ligeramente su extraccion a los 50 min,
incrementandose nuevamente a los 60 min. Se incrementa la extraccion de naproxeno entre
los 10 y 20 min, manteniéndose constante entre los 20 y 50 min, hasta que alcanza un
maximo a los 60 min. El bisfenol A presenta su maximo de extraccion entre los 40 y 50 min
posteriormente disminuye la cantidad de analito extraido. En el caso de clorofeno se observa

que al aumentar el tiempo de extraccién se incrementa la cantidad de analito extraido.

Cuando se tienen analitos tan diferentes es dificil que se encuentre un solo tiempo de
equilibrio, ya que no es posible establecer un tiempo unico en el que todos lleguen al
equilibrio. Al llegar la extraccion al maximo (tiempo de equilibrio) ya no se extrae mas analito,
pero no es necesario trabajar con tiempos muy largos siendo posible trabajar en condiciones
de no equilibrio, en cuyo caso se debe controlar rigurosamente el tiempo de extraccion, dado

que pequenas variaciones en el mismo pueden provocar variaciones importantes en el
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porcentaje de analito extraido. Por lo anterior se eligio trabajar con un tiempo de extraccion
de 30 min.

5.2.3 Temperatura de extraccion
De acuerdo a los resultados obtenidos del tiempo de extraccion, se eligié trabajar con la fibra
de CW/DVB, con un tiempo de extraccion de 30 minutos. La Figura 17 muestra el perfil de

extraccion de ibuprofeno, clorofeno, bisfenol A, naproxeno y triclosan en funcion de la

temperatura.
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Figura 17. Efecto de la temperatura en la extraccién de ibuprofeno, clorofeno, bisfenol A,
naproxeno, triclosan.

En la figura anterior se observa que al incrementar la temperatura se incrementa la
extraccién del ibuprofeno, clorofeno, naproxeno y triclosan, no asi para el caso del bisfenol A
y del clorofeno. Para el ibuprofeno y triclosan conforme se incrementa la temperatura se
incrementa la extraccién y ambos alcanzan su maximo de extraccion a 40 °C. En el caso del
clorofeno se presenta la maxima extraccion entre los 25 y 30 °C, después de esta
temperatura disminuye abruptamente la cantidad extraida (diez ordenes de magnitud). Para
el naproxeno es a los 30 °C cuando alcanza su maximo de extraccién, después de esa
temperatura disminuye su extraccién. El bisfenol A, al incrementar la temperatura disminuye
su extraccion. Con base en los resultados obtenidos en la evaluacion de la temperatura de

extraccion se eligio realizar la extraccion a temperatura ambiente (= 25 °C).
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5.2.4 Tiempo de silanizacion

La Figura 18 muestra la extraccion de PPCP’s en diferentes tiempos de derivatizacion. En
esta figura se observa que al incrementar el tiempo de exposicion de la fibra al agente
derivatizante se incrementa la cantidad de analito derivado, y por tanto se tiene una mayor
respuesta. Se logra practicamente una total derivatizacién a partir de los 30 minutos para

todos los compuestos en estudio, por lo que se seleccioné el tiempo de derivatizacién de 30

min.
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Figura 18. Efecto del tiempo de derivatizacion del ibuprofeno, clorofeno, bisfenol A,
naproxeno, triclosan.

5.2.5 Efecto de la fuerza idnica

Para determinar el efecto de la adicion de sal en la extraccion se utilizo la fiora CW/DVB con
extraccion a temperatura ambiente por 30 min y tiempo de derivatizacion de 30 min. La
Figura 19 muestra la extraccién de los PPCP’s con diferentes adiciones de sal. Como se
observa se presenta una diferencia significativa en la extraccion cuando se tiene un 50 % de

de NaCl necesaria para alcanzar la saturaciéon de la solucién.
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Figura 19. Efecto de la fuerza idnica en la extraccion de ibuprofeno, clorofeno, bisfenol A,

naproxeno, triclosan.

La extraccién de ibuprofeno y naproxeno, alcanza su maximo con 75 % de NaCl, mientras
que el clorofeno y triclosan alcanzan su maximo de extraccién con 25 % de NaCl, para
ambos compuestos no disminuye considerablemente la eficiencia de la extracciéon con la
adicion de 50 % de NaCl. En el caso del bisfenol A al incrementar la cantidad de NaCl, se
incrementa significativamente la cantidad de analito extraido, alcanzando su maximo con la

solucién saturada de NaCl.

Al adicionar NaCl a la solucion, se incrementa la fuerza idnica lo que provoca la disminucién
en la solubilidad de los analitos en disolucion, favoreciendo el paso de los analitos hacia la
fibra. Debido a que no es posible establecer una cantidad de sal adicionada en la que todos
los analitos presenten un maximo en su extraccion, se decidié utilizar 50 % de NaCl, que
presenta un medio en el que no se extrae el maximo de todos pero se considera un punto

intermedio.

5.2.6 Efecto del pH

De acuerdo a los resultados obtenidos, para evaluar el efecto que tiene el pH de la disolucion
en la cantidad de analito extraido, se utilizé la fibra de CW/DVB con la adicion de 50 % de
NaCl, a temperatura ambiente por 30 min con un tiempo de derivatizacion de 30 min. La

Figura 20 muestra el perfil de extraccion de los PPCP’s en funcién del pH de la disolucion.
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Figura 20. Extraccion de PPCP’s en funcion del pH.

En la Figura 20 se observa que la mayor extraccion se realiza a valores de pH acido, los
PPCP’s que se analizan presentan un grupo hidroxilo, y para poder ser extraidos de manera
adecuada, deben estar en su forma neutra para que de esta manera tengan una mayor
afinidad por el recubrimiento de la fibra. Para explicar adecuadamente la extraccion en
funcién del pH se debe tener en cuenta que los compuestos presentan propiedades acido-
base (Tabla 5). En base a su pKa, el cambio en el pH modifica la estructura, teniendo a la
especie protonada o desprotonada del grupo hidroxilo. En la Tabla 5 se muestran los valores

de pKay los equilibrios acido-base correspondientes para cada uno de los PPCP’s.
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Tabla 5. Valores de pKa y equilibrios acido-base de PPCP’s
Compuesto pKa Equilibrios acido-base
HC H HC H
OH ; o}
Ibuprofeno | *4.41+0.10 CH, - CH, Lo
O O
H,C H.C
HC H HC H )
OH o
Naproxeno | *4.84+0.30 OO - OO + H
@) @)
H,CO H,CO
Cl Cl Cl Cl
Triclosan | *7.80+0.35 Q 0 oM
O
Cl OH cl O
H,C.__CH, H,C.__CH,
Bisfenol A | *9.73+0.15 P— O O .
HO OH HO o}

HO

Clorofeno | *9.81+0.43 Q—CHZ

*calculados usando Advanced Chemistry Development (ACD/Labs), software V8.14 Solaris, 2008

|
T
;50

Cl cl

De acuerdo al intervalo de pH evaluado, a pH menores de 4.31 los cinco compuestos estan
en su forma protonada, a pH=7 el triclosan, bisfenol A y clorofeno estan en su forma acida,
mientras que el ibuprofeno y el naproxeno estan en su forma desprotonada. A pH mayor de
10.24 las especies predominantes son las que presentan desprotonacion del fenol. Por tanto
si se trabaja a pH=3 se tienen todas las especies en su forma molecular, de esta manera
tendran una mayor afinidad por la fibra, lo cual explica que a este pH se tenga la maxima
cantidad de analitos extraidos (Figura 20). Para asegurar que una especie acida este
totalmente protonada, es necesario trabajar a pH dos unidades menor a su pKa, por ello se

observa en la figura anterior que el ibuprofeno alcanza su mayor extraccion a pH=2.
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Los equilibrios acido-base establecidos en la Tabla 5, de acuerdo a los valores de pKa y a los
pH evaluados explican el perfil de extraccion de los PPCP’s, en el cual se observa que a pH

menores a 4 se tiene la maxima cantidad de analito extraido.

En el estudio que reportan Chia-Min Chang y colaboradores* para la extraccién del bisfenol A
en funcién del pH, menciona que en el intervalo de pH que evaluaron de 3 a 11, la extraccién
no se ve afectada por el incremento del pH. Sin embargo, en nuestro estudio, la extraccion
del bisfenol A si se ve afectado por la variacion del pH. En la Figura 20 se observa que a pH
mayores de 5.5 la extraccion de bisfenol A disminuye, esta disminucién se puede explicar en
base al valor de pKa (Tabla 5), pues para valores de pH menores en dos unidades de su pKa
se tendra a la especie protonada en 99% respecto a la desprotonada, es decir a pH menor a
7.6 predomina el bisfenol A, pero conforme se incrementa el valor de pH y se acerca al valor
de su pKa se tiene a la especie desprotonada, quien es menos afin a la fibra, teniendo asi
una disminucion del analito en la extraccion. Por lo tanto, al efectuarse la mayor extraccién a
pH acido se seleccioné trabajar a pH=3, para no trabajar en el limite de pH y asi evitar el

deterioro de la fibra.

5.2.1.1 Fibra de Polietilenglicol (PEG)

Durante el desarrollo de la optimizacion de la MEFS, se utilizé la fibra de CW/DVB, pero esta
fue descontinuada, debido a lo cual se compard la extraccion de tres fibras similares a la
CW/DVB. Estas fibras fueron: CW/DVB StableFlex, que no esta soportada sobre silice
fundida lo que le da flexibidad, con espesor de pelicula de 70 um, PA que ya se habia
probado con anterioridad y fue capaz de extraer a los 5 analitos y PEG que sustituy6 a la
fibora CW/DVB.

En la Figura 21 se observa la extraccién de los analitos en las condiciones ya establecidas
utilizando la fibora CW/DVB. Si se compara la extraccion de los analitos extraidos con la fibra
de CW/DVB vy la fibra CW/DVB StableFlex se observa que a pesar de que esta ultima tiene

un mayor espesor de pelicula no extrae a todos los analitos mas que la CW/DVB. La fibra de
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PA extrae a los analitos en menor cantidad que las otras tres fibras. La fibra PEG es una fibra
mas polar que la CW-DVB, por lo que extrae en mayor cantidad a los analitos.
Dado los resultados anteriores se prosigui6 a realizar el analisis de los analitos con el uso de

la fibra PEG, bajo las condiciones ya establecidas.

4 200000000 R

180000000 -
160000000 -
140000000 - ]

120000000 —

100000000 — —

Area

80000000 —
60000000 -
40000000 -
20000000 -

0 :
ibuprofeno clorofeno naproxeno triclosan bisfenol A

L o CW/DVB m CW/DVB StableFlex OPA O PEG )

Figura 21. Seleccion de la fibra para el analisis de PPCP’s en agua.

5.3. Metodologia de extraccién de PPCP’s en agua

Los pasos a seguir durante la metodologia se muestran en el la Figura 22. Se utilizé6 una
solucion buffer de acetatos pH=3 para mantener la fuerza idnica del medio y el pH en todas
las extracciones constante. El analisis cromatografico se efectué de acuerdo a las
condiciones cromatograficas descritas en el inciso 4.2.1. La deteccién se realizé primero en
modo barrido total de iones para la identificacion de los analitos, posteriormente se realizo la

cuantificacion en modo SIM para aumentar la sensibilidad.
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Tomar 5 mL de la mezcla estandar en
solucion de buffer pH=3

v
[ Introducir el agitador magnético, sellar el }

vial con cinta teflon.

A4
[ Extraccion con la fibra durante 30 }

min

v
[ Silanizar con MTBSTFA durante 30 ]

min

v

Desorber los analitos extraidos en el inyector
del CG-EM durante 10 min a 250 °C

Figura 22. Esquema analitico para el analisis por MEFS-CG-EM con las condiciones éptimas
establecidas después de la optimizacion de los parametros de MEFS.

5.3.1 Linealidad

Una vez optimizada la MEFS se llevd a cabo la linealidad del método. El ibuprofeno,
naproxeno Yy bisfenol tienen un coeficiente de correlacién (r) > 0.99, mientras que para
clorofeno y triclosan los coeficientes de correlacion son mayores a > 0.94 (Anexo 7.2). Con lo
cual se establece que el método desarrollado es lineal en el intervalo de concentraciones

estudiado.

5.3.2 Precision
Se calculd la precision del método como coeficiente de variacion (C.V.). Los PPCP’s
presentan los coeficientes de variacion < 10% con n=3. Estos valores son aceptables en un

analisis por MEFS.
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Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon a partir de la desviacion estandar de

una disolucion, los valores obtenidos se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Precision del método MEFS-CG-EM para la cuantificacién de PPCP’s

PPCP Concentracion D.E. %C.. L.D. L.Q.
ng/L ng/L ng/L ng/L
Ibuprofeno 13.74 3.61 6.24 7.21 36.06
Naproxeno 206.99 7.66 8.56 15.32 76.59
Clorofeno 6.18 1.77 7.70 3.53 17.66
Triclosan 63.74 1.57 6.46 3.14 15.70
Bisfenol A 37.11 2.39 9.38 4.78 23.9

5.4 Analisis de PPCP’s por MEFS-CG-EM en muestras de aguas residuales

5.4.1 Analisis cualitativo

Se realizé el analisis por MEFS-CG-EM de una disolucion estandar de PPCP’s (ibuprofeno
9.8 ng/mL, clorofeno 22.8 ng/mL, naproxeno 40 ng/mL, triclosan 42 ng/mL bisfenol A 84
ng/mL), la Figura 23 muestra el cromatograma obtenido de este analisis, en donde se

observa que todos los picos presentan buena resolucion y eficiencia.
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Figura 23. Cromatograma lonico Total del andlisis por MEFS-CG-EM de una mezcla
estandar de PPCP’s. (1) t-BDMS ibuprofeno, (2) t-BDMS clorofeno, (3) t-BDMS naproxeno,

342 t-BDMS triclosan, (5) bist-BDMS bisfenol A.
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La Figura 24 presenta el cromatograma del analisis de una muestra de agua residual tomada
de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria el 5 de agosto, esta
muestra se filtrd, se le determiné el pH, posteriormente se le ajusté el pH a 3 con HCI (0.1N),
se realizo el analisis por MEFS-CG-EM en el cual se observa que se extraen en alta cantidad
acidos grasos, mientras que los picos correspondientes a los PPCP’s son casi inapreciables.
Sin embargo, su resolucién es buena, por lo que a partir de este momento se prosiguié a
realizar la deteccidon en modo SIM, con lo cual se incrementa la selectividad y la sensibilidad.
Es logico que los compuestos mayoritarios en la muestra sean acidos grasos debido al alto
contenido de materia organica que tienen las aguas residuales. Entre los compuestos
mayoritarios presentes en el agua residual se encuentran los tert-butildimetilsililésteres de los
acidos; butanoico, octanoico, nonanoico, decanoico, dodecanoico, tetradecanoico,
hexadecanoico, octadecanoico, los cuales se identificaron con la base de datos de la
Biblioteca del NIST.
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Figura 24. Cromatograma Ionico Total del analisis por MEFS-CG-EM de influente Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales CU. (1) t-BDMS ibuprofeno, (2) t-BDMS clorofeno, (3) t-
BDMS naproxeno, (4) t-BDMS triclosan, (5) bist-BDMS bisfenol A.
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Dentro de las muestras analizadas se identificaron a los analitos de interés tanto en
influentes como en efluentes. Todos los analitos fueron identificados en todas las muestra de
influentes a excepcion del clorofeno y bisfenol A en el influente de una muestra de la planta
de tratamiento de CU del 22/09/08 (Tabla 7). Se encontré al naproxeno en mayor
concentracion en todas las muestras, este analito es un antiinflamatorio no esteroideo, el cual
es utilizado para aliviar el dolor, la fiebre y la inflamacién, el 95% de la dosis consumida de
este medicamento es excretada en la orina como naproxeno o alguno de sus metabolitos®.
Para el caso de los efluentes las concentraciones de los analitos disminuyeron

considerablemente (Tabla 7, pagina 66).

5.4.2 Analisis cuantitativo

La Figura 25 muestra el analisis por MEFS-CG-EM en modo SIM de una muestra de influente
de agua residual tomada de la planta de tratamiento de Ciudad Universitaria. Si se compara
esta figura con la Figura 24 se observa el incremento en la sensibilidad de la determinacion
de los PPCP’s al cambiar el modo de deteccion en el sistema acoplado. En el modo SCAN
los PPCP’s presentaban picos muy pequefios con respecto al resto de los compuestos
debido a que se encuentran a nivel de trazas en las muestras. En el modo de deteccion SIM,
la selectividad y sensibilidad se incrementa lo que trae como consecuencia que los picos se
observen mas definidos, y que no se detecten los iones producidos por los compuestos
mayoritarios (acidos grasos).Los picos correspondientes al ibuprofeno (pico 1) y al naproxeno
(pico 3) presentan mayor concentracion con respecto a los otros PPCP’s, encontrandose el

clorofeno (pico 2) en menor concentracion en esta muestra.
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Figura 25. Andlisis por MEFS-CG-EM en modo SIM de influente Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales CU. (1) t-BDMS ibuprofeno, (2) t-BDMS clorofeno, (3) t-BDMS naproxeno,
(4) t-BDMS triclosan, (5) bist-BDMS bisfenol A.

En la Tabla 7 se presenta la concentracion de los PPCP’s en los influentes. Los resultados
muestran que el intervalo del contenido de PPCP’s es muy amplio, debido a que el agua
tratada contiene diferente cantidad de materia organica, por ejemplo para el ibuprofeno su
concentracion en los influentes varia desde 0.2 a 2.8 ng/mL, presentando un mayor
contenido de ibuprofeno en las muestras analizadas en el muestreo de la tercera semana del
mes de septiembre (18/09/08) en la planta de Cerro de la Estrella, estas aguas son aguas
municipales de parte sur-oriente de la Ciudad de México. El caso del clorofeno, es similar
pues su mayor concentracion se presenta en la misma muestra, sus concentraciones varian
desde 0.07 a 5 ng/mL. El naproxeno es el analito que se encontré en mayor concentracion en
las 3 plantas de tratamiento, en los influentes sus concentraciones oscilan entre 2.8 a 54

ng/mL.

El caso del triclosan es interesante, pues se esperaba que este analito estuviese presente en
mayor concentracion, pues esta presente en una amplia gama de productos para el cuidado
personal, como lo son las pastas dentales, los talcos, jabones, desodorantes, etc. Sin
embargo, hay que considerar que el triclosan puede ser degradado por microorganismos o
reaccionar con la luz solar dando lugar a compuestos entre los cuales se encuentran

clorofenoles y dioxinas. En los influentes su concentracion fluctua entre 0.87 a 10 ng/mL.
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P. Canosa y colaboradores® determinan la concentracion de triclosan y algunos de sus
posibles metabolitos por MEFS-CG-EM en una planta de tratamiento del sur de Espafa,
registrando el triclosan en el influente en concentraciones entre 242 a 966 ng/L, mientras que
para el efluente entre 209 a 321 ng/L.3 Comparando los correspondientes influentes y
efluentes determinan una remocién del triclosan en 95%. Hablar de que la remocidn de este
compuesto en las plantas de tratamiento se da unicamente dentro del sistema de digestion

por los microorganismos no seria del todo valido.

Para el bisfenol A, su mayor concentracion se presenta en las muestras analizadas en la
tercera semana del mes de septiembre (18/09/08) en la planta de Coyoacan, su

concentracion varia entre 0.20 a 4 ng/mL.

La concentracion de PPCP’s de los efluentes de las muestras analizadas (Tabla 7) en
general disminuyeron probablemente debido a que el agua es sometida a tratamiento
biolégico. Para el ibuprofeno su concentracion en los efluentes varia desde 0.06 a 0.34
ng/mL. Para el clorofeno, la concentracion varia desde 0.2 a 1.4 ng/mL. El naproxeno
disminuyo su concentracion en los efluentes de manera significativa sus concentracion oscila
entre 0.10 hasta 0.80 ng/mL. Para el triclosan su concentracion fluctua entre 0.08 a 0.3

ng/mL. Para el bisfenol A, su concentracion varia desde 0.02 a 0.4 ng/mL.

Como se observa en la Tabla 7, los coeficientes de variacion en el anadlisis de las muestras
de agua residual, son significativamente mayores con respecto a los calculados utilizando
una mezcla estandar en agua (Tabla 6), lo cual es debido al efecto que tiene la matriz y el

alto contenido de diversos compuestos presentes en las muestras.
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Tabla 7. Cuantificacion de PPCP’s (pg/mL) en influentes y efluentes.
Muestras Ibuprofeno %C.\. Clorofeno %GV Naproxeno %C.V Triclosan %C.V. Bisfenol A %GV
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Cerro de la Estrella (08/09/08) influente 0.38 3.5 0.14 3.6 3.47 6.5 1.52 15.5 2.46 1.5
efluente NC - ND - 0.30 26 0.08 0.9 0.21 223
Cerro de Ia Estrella (18/09/08) influente 2.83 28.9 5.04 258 | 51.13 2.2 10.09 4.1 0.21 11.6
efluente 0.06 3.1 0.62 9.5 0.25 22.7 7.33 17.1 0.03 2.8
Cerro de Ia Estrella (22/09/08) influente 0.49 13.6 1.79 8.7 8.93 - 0.87 14.8 2.44 5.7
efluente 0.34 5.7 1.34 55 0.20 4.8 0.19 - 0.41 24.7
Cerro de la Estrella (29/09/08) influente 2.15 16.8 1.51 17 21.03 155 8.04 26.3 0.43 20.9
efluente 0.08 16.8 0.25 19 0.76 15.5 0.22 15 NC -
Coyoacan (08/09/08) influente 0.41 2.7 0.23 1.2 3.45 3.7 2.50 0.4 1.18 18.6
efluente 0.16 14.2 NC - 0.41 19.9 0.64 215 0.07 15.6
Coyoacan (18/09/08) influente 2.81 3.5 4.60 3.6 54.36 6.5 8.99 21 4.27 1.5
efluente 0.02 3.5 1.09 3.6 NC - 0.51 21 0.03 1.5
Coyoacan (22/09/08) influente 1.80 8.5 2.40 1.3 18.94 8.9 6.66 17.8 1.19 10.1
efluente 0.06 4.8 1.38 1.1 NC 6.5 0.32 17.1 0.03 18.6
Coyoacén (29/09/08) influente 1.85 3.5 1.48 3.6 24.86 6.5 9.34 15.5 0.81 1.5
efluente 0.03 3.5 0.95 3.6 NC - 2.63 15.5 0.02 1.5
CU (22/09/08) influente 0.87 7.9 ND - 20.34 152 0.91 10 ND -
CU (12/09/08) influente 0.23 0.7 0.21 4.5 2.85 10.6 1.15 7.0 0.29 1.6
CU (22/09/08) influente 0.62 2.1 0.07 3.3 4.10 1.6 1.43 9.8 0.33 3.1
CU (29/30/08) influente 0.57 36.6 0.12 |15.1 8.92 1.0 1.59 2.7 0.81 2.8

ND - no detectado
NC - no cuantificado
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La Figura 26 muestra el cromatograma del analisis de los PPCP’s en influentes (negro) y
efluentes (verde) de una muestra de agua residual y tratada de la planta de tratamiento Cerro

de la Estrella (18/09/08). Sus concentraciones se muestran en la Tabla 7.
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Figura Egn%_n)éllisis por MEFS-CG-EM en modo SIM de una muestra del influente y del
efluente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Cerro de la Estrella (1) ibuprofeno
t-BDMS derivado, (2) clorofeno t-BDMS derivado, (3) naproxeno t-BDMS derivado, (4)
triclosan t-BDMS derivado, (5) bisfenol A bist-BDMS derivado.

Los niveles de ibuprofeno presentes en el agua residual, pueden corresponder a que el
ibuprofeno es utilizado como un analgésico y antiinflamatorio no esteroideo para la mitiga del
dolor y algunos experimentos indican que después de 2 horas de haber ingerido 200 mg que

es la dosis recomendada para dolor de cabeza, se excretan por orina 80 ng/ml.>

Rodriguez y
colaboradores? han reportado la presencia de ibuprofeno y naproxeno en una planta de
tratamiento de agua en Espafia, obteniendo concentraciones para el ibuprofeno en influentes
de 2.74 ng/mL y en efluentes de 0.55 ng/mL, mientras que el naproxeno en influentes se
encontré en 2.39 ng/mL y en efluentes en 0.21 ng/mL. Por otro lado M. Moeder y
colaboradores® encontrando la presencia de ibuprofeno en el rio cercano a Leipzig,
Alemania en concentraciones entre 200 a 400 ng/L. Al igual que en el trabajo de I.
Rodriguez?, en el presente trabajo, se cuantifican los farmacos antiinflamatorios en
concentraciones de ppb en las tres plantas de tratamiento de la Ciudad de México

estudiadas.
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6. CONCLUSIONES

. Se desarroll6 un método por MEFS-CG-EM para la identificacién y cuantificacion
simultanea de cinco PPCP’s; triclosan, clorofeno, bisfenol A, naproxeno e ibuprofeno

en agua residual.

. Se realiz6 la identificacion de los PPCP’s derivatizados, comparando su tiempo de

retencion y su espectro de masas con el de su estandar.

. Mediante la MEFS que es una técnica libre de disolvente y una posterior derivatizacion
en la fibra seguida de CG-EM, es posible determinar los cinco PPCP’s en muestras de

agua de manera simple y rapida.

. El método desarrollado es aplicable para el analisis de PPCP’s en muestras de aguas
residuales utilizando la fibra PEG y controlando los parametros de pH, fuerza idnica,

tiempo y temperatura de extraccion, asi como el tiempo de silanizacién.

. El método desarrollado presenta buena linealidad con coeficientes de correlacion
mayores a 0.99 para ibuprofeno, naproxeno y bisfenol y con r > 0.94 para clorofeno y
triclosan. La precision del método es aceptable para un analisis por MEFS pues se
tienen coeficientes de variacion en el rango de 6.2 % a 9.4 % para los cinco PPCP’s.

Los limites de cuantificacion del método desarrollado se encuentran en niveles ng/L.

. Se realiz6 el analisis de las muestras aplicando el método desarrollado para identificar
y cuantificar ibuprofeno, clorofeno, naproxeno, triclosan y bisfenol A en aguas
residuales proveniente de 3 plantas de tratamiento de aguas residuales de la Ciudad
de México: Ciudad Universitaria, Coyoacan y Cerro de la Estrella. Los PPCP’s se
identificaron en todos los influentes analizados encontrandose en niveles de ug/L,
mientras que en los efluentes las concentraciones de los PPCP’s disminuyen

considerablemente al grado de no poder ser cuantificados en algunas muestras.
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7. ANEXOS
7.1 Caracteristicas Quimicas de los PPCP’s estudiados

Ibuprofeno
H.C H
OH

O

H,C
Nombre: acido a-Metil-4-(2-metilpropil)benzenacético; acido p-isobutilhidratropico; acido 2-(4-
isobutilfenil)-propidnico
Estado Fisico: Sdlido cristalino
Formula minima: C13H1s02
Peso molecular: 206.27 g/mol
Punto de fusion: 75-77°C
pKa: 4.41+ 0.10
Solubilidad: Relativamente insoluble en agua, soluble en disolventes organicos

Naproxeno
H,C H

OH
BDOR
H,CO

Nombre: acido (S)-6-Metoxi-a-metil-2-naftalenacético, acido d-2-6-metoxi-2-naftil) propidnico
Estado Fisico: Sélido cristalino blanco inodoro

Férmula minima: C14H1403

Peso molecular: 230.26 g/mol

Punto de fusién: 152-154°C

pKa: 4.84+0.30

Solubilidad: Liposoluble, practicamente insoluble en agua con un pH inferior a 4 y totalmente
soluble en agua con pH superior a 6

Clorofeno
HO

: > C H2
Cl

Nombre: 4-cloro-2-(fenilmetil) fenol; 4-cloro-a-fenil-o-creso; 2-benzil-4-clorofenol; 5-cloro-2-
hidroxidifenilmetano; o-benzil-p-clorofenol.

Estado Fisico: Cristales

Férmula minima: C43H44CIO

Peso molecular: 218.69 g/mol
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Punto de fusion: 48.5°C
pKa: 9.81+0.43
Solubilidad: Soluble en disolventes organicos

Triclosan
Cl Cl

@)

Cl OH
Nombre: 5-cloro-2-(2,4- diclorofenoxi) fenol; 2,4,4’-tricloro-2-hidroxidifenil éter
Estado Fisico: Cristales
Férmula minima: C42H7Cl302
Peso molecular: 289.53g/mol
Punto de fusion: 54-5.3°C
pKa: 7.80+0.35
Solubilidad: Poco soluble en agua, se disuelve en presencia de bases, (1 N NaOH). Soluble
en etanol, cloroformo y disolventes organicos.

Bisfenol A
H,C CH,

HO OH

Sinénimos: 4.4’-(1-Metiletiliden) bisfenol; 4.4’ -isopropiliden difenol; 2,2-bis(4-
hidroxifenil)propano

Estado Fisico: Cristales, presenta un ligero olor a fenol

Formula minima: C1sH150>

Peso molecular: 228.28 g/mol

Punto de ebullicion: 150-155°C

pKa: 9.73+0.15

Solubilidad: Practicamente insoluble en agua, soluble en soluciones alcalinas acuosas,
alcohol y acetona.
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7.2 Linealidad del método
Para evaluar la linealidad del método se prepararon curvas de calibracion absolutas para

cada analito a cuantificar.
Para realizar la cuantificacion se usaron los datos generados del analisis de regresion lineal,
las curvas no se ajustaron a cero y la cuantificacion se efectud utilizando la ecuacion de la

recta obtenida en cada curva de calibracion.

Tabla 9. Linealidad del método de MEFS-CG-EM para la cuantificacion de PPCP’s

. Intervalo d.ef Numero de
PPCP Ecuacién de la recta r concentracion puntos
(ng/mL)

= 3x+57 .001-0.12
buprofeno y=3390.3x+57396 0.9915 0.001-0 v
y=2E+0.6x-36111 0.9933 0.1-3.0 7
y=1505.8x+177907 0.9918 0.05-1.5 7
Naproxeno y=318207x-10929 0.9894 0.05-0.65 7
y=325778x-1216 0.9826 0.8-5.0 7
y=2451.4x+17201 0.9848 0.001-0.06 7
Clorofeno y=152513x-12790 0.9923 1.0-15.0 7
y=148763x+78357 0.9920 15.0-90.0 7
y=165.9x+1257 0.9477 0.004-0.140 7
Triclosan y=43862x+5382.3 0.9886 0.1-3.0 7
y=60201x-90168 0.9490 5.0-10.0 7
y=601.63x+22163 0.9912 0.001-0.05 7
Bisfenol A | y=662288x+298655 | 0.9554 0.05-1.0 7
y=891059x+2E+06 0.9814 1.5-4.0 7
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Figura 26. Curvas de calibracion absoluta para el Ibuprofeno
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