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Resumen

Resumen

El analisis de muestras ambientales mejora el conocimiento del estado real del entorno. Sin
embargo, es una actividad contaminante debido al elevado consumo de energia en métodos de
larga duracion, el uso de disolventes organicos en grandes volimenes y la inherente produccion de
residuos peligrosos, por lo que surge la necesidad de implementar técnicas cada vez mas “verdes”,
eficientes y econdmicas. El método de referencia para determinar hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) EPA TO-13A requiere del uso de 700 mL de disolvente y un periodo de
extraccion de 18 h por Soxhlet, el procedimiento implementado anteriormente en el laboratorio
utiliza 60 mL de disolvente y 1 h de extraccion por ultrasonido, mientras que el método propuesto
en éste trabajo sélo usa 10 mL de disolvente y 10 min en la extraccion.

El objetivo del presente trabajo fue estandarizar y optimizar un método analitico que minimice
costos y sea ambientalmente amigable para la determinacion de HAP en particulas emitidas por la
combustion de diesel y biodiesel utilizando una celda de extraccion a microescala asistida por
ultrasonido disefiada en el laboratorio en proceso de patente No. MX/a/2012/000790

Se evaluaron 4 variables experimentales para el procedimiento de extraccion de las muestras:
namero de extracciones, temperatura y técnica de evaporacién y celda sin y con condensador.
Para ello se emplearon filtros de teflon con particulas atmosféricas < 2.5 ym fortificadas con HAP.
Los mejores resultados fueron a 60°C, 5 min (2 veces) de sonicacion con la celda conectada a un
condensador. El exceso de disolvente se eliminé con flujo suave de nitrégeno gaseoso empleando
un sistema con multiples deflexiones y en proceso de patente No. MX/a/2012/000791. Basados en
valores reportados en la literatura de HAP en particulas emitidas por la combustién de diesel y en
los analisis preliminares desarrollados en el laboratorio, se determinaron 2 intervalos de calibracion,
el primero a concentraciones bajas de 5 a 105 ng agrupando a los HAP de alto peso molecular
(216 - 278 g mol") incluyendo al acenaftieno y acenafteno y el segundo intervalo a
concentraciones altas de 5 — 1000 ng para los HAP de bajo peso molecular (128 - 202 g mol™).

Para la estandarizacién del método se realizé una curva instrumental y otra de método por
compuesto, la uUltima se llevo a cabo extrayendo % de filtro asumiendo 5 mg de particulas emitidas
por un motor a diesel, a las que previamente se les retird la materia organica y posteriormente se
enriquecieron con 9 diferentes concentraciones de HAP. Las muestras se analizaron por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Cada HAP fue identificado por su
tiempo de retencion relativo y su espectro de masas.

La precision del método evaluada mediante el coeficiente de variacion de los factores de respuesta
relativos a un mismo nivel de concentracion oscil6 entre el 1.3 % (benzo[e]pireno a 24.7 ng) y 18.5
% (dibenzo[a,c]antraceno a 100.8 ng) mientras que la precision en todo el intervalo de calibracion
calculada con los coeficientes de variacion entre todos los niveles oscil6 entre 6.4 %
(benzole]pireno) y 19.5 % (dibenzo[a,c]antraceno).

En el intervalo de calibracion no se observdé homocedasticidad en las varianzas, lo que sugirio el
uso de una regresion lineal ponderada. Se calcularon las pendientes, ordenadas y las desviaciones
de los modelos de regresion correspondientes a las curvas de método e instrumentales.



Resumen

La linealidad se evalu6 mediante el coeficiente de determinacion r? cuyos valores fueron superiores
a 0.920 (p<0.05, para todos los r). Ademas se realiz6 el andlisis de varianza para todas las
regresiones lineales, mediante el cual se rechazando en todos los casos la hipotesis nula “el
modelo no es lineal” con un 99 % de confianza.

Se calcularon los limites de deteccion (LDI) y de cuantificacion (LCI) de las curvas de calibracién
instrumentales y de método (LDM y LCM respectivamente). Los LDM oscilaron entre 0.3 ng
(benzo[ghi]perileno) y 114.6 ng (9,10-dimetilantraceno) y los LCM entre 1.0 ng (benzo[ghi]perileno)
y 382.0 ng (9,10-dimetilantraceno), se observé que fueron determinados en mayor medida por el
valor de la desviacién de la regresién correspondiente. En general, las curvas de calibracion
instrumentales presentaron mayores desviaciones de la regresion respecto a las de método, por lo
que los limites de deteccién y cuantificacion instrumentales fueron numéricamente superiores
(excepto para 5 HAP). Este comportamiento fue independiente del peso molecular del HAP, del
intervalo lineal de trabajo y del valor de las pendientes ponderadas. Se observé que el factor méas
influyente en el calculo de las desviaciones de la regresion fue la heterocedasticidad contemplada
en el ponderador. En este estudio el valor del estadistico S, no fue directamente proporcional a
la variacién entre réplicas de cada nivel, por lo que en futuros estudios se debera re-evaluar los
limites mediante otras pruebas.

Se determinaron los intervalos para cada HAP donde el porcentaje de recuperacién depende de la
masa adicionada (5 —180 ng), asi como las ecuaciones de las rectas que describen dicha relacion.
Para los intervalos de masa donde la eficiencia fue constante (350 — 900 ng) se asigné el valor
promedio de los porcentajes de recuperacion como la eficiencia correspondiente a dichos niveles
de adicién. Para los intervalos de masa donde la eficiencia es constante > 350 ng, se asigné el
valor promedio de los porcentajes de recuperacion como la eficiencia correspondiente a dichos
niveles de adicién. Los valores promedio del porcentaje de recuperacion incluyendo todos los
niveles de adicion oscilaron entre el 69.2 + 8.9 % (Tripticeno) y el 106.7 £ 17.2 % (7,12-
dimetilbenzo[a]antraceno), valores que se encuentran dentro de los limites de aceptacion marcados
por el método de referencia EPA TO13-A (60 — 120 %).

Finalmente para la aplicacién de éste método se analizaron filtros con particulas emitidas por un
camioén utilizando diesel y una mezcla de éste al 10% con biodiesel B10 a cuatro diferentes
revoluciones por minuto (rpm) del motor y sin torque. La cantidad de HAP minima cuantificada en
las muestras fue de 3.0 ng de perileno (LCM = 2.5) en la muestra de la emisién de diesel a 1200
rpm y la cantidad méaxima cuantificada dentro del rango de trabajo fue de 910.0 ng de Fenantreno
(LCM =87.5 ng)

El método propuesto para la extracciébn es adecuado debido a que cumple en términos de
eficiencia, precision, linealidad (r%), limites de deteccion y cuantificacion adecuados para el analisis
de hidrocarburos arométicos policiclicos en particulas emitidas por la combustién de un motor de
diesel y biodiesel, siendo su uso una alternativa ambientalmente amigable y econémica, debido al
uso menor volumen de disolvente, minimizacion de residuos y reduccion en el tiempo de analisis, lo
gue repercutird en la mejora de la relacion costo-beneficio.



Introduccién

1. Introduccion

El estudio de la contaminacion atmosférica es una tarea compleja y exige la participacion
multidisciplinaria de profesionistas dedicados a la caracterizacion quimica de los
contaminantes, su dispersion atmosférica, sus fuentes, sus receptores, sus efectos en

salud humana, en los ecosistemas, en el clima y en los materiales.

El analisis quimico ambiental es una herramienta que conduce a un mejor conocimiento del
estado real del ambiente, asi como a la comprensién de los diferentes procesos que
suceden dentro del mismo. La optimizacion de las técnicas analiticas permite alcanzar
mayor sensibilidad para determinar cantidades cada vez mas pequefias de los
contaminantes, evitar fluctuaciones en las concentraciones dependientes del tiempo debido
a la posible degradacion de los analitos, al manejo y al lugar de toma de la muestra, e
identificar interferencias debidas a la naturaleza de la matriz o a la presencia de
compuestos con estructuras o propiedades fisico-quimicas parecidas a los analitos de
interés. De esta forma, el objetivo primordial de cualquier andlisis es conocer
cualitativamente y/o cuantitativamente las especies quimicas que se encuentran presentes
en la matriz a estudiar con la mayor exactitud y precision, de manera confiable y con la

menor incertidumbre asociada a las mediciones.

2. Marco teodrico

2.1 Contaminacién atmosférica

Restringiendo la definicion dada por la Ley General de Equilibrio Ecologico y Proteccion al
Ambiente (LGEEPA) 3-VI, VIl al area que le concierne a éste estudio, la contaminacion
atmosférica es la presencia de toda materia o energia en cualquiera de sus estados fisicos
y formas que al incorporarse o actuar en la atmésfera modifican su composicion y

condicion natural, causando desequilibrio ecologico.

Dependiendo de su area de impacto la contaminacion del aire puede ser (Manahan 2007):
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e Intramuros: provocada principalmente por las cocinas carentes de una
ventilacion adecuada y por el humo del cigarro.

e Local: provocada por las emisiones a la atmésfera en una zona determinada de
la ciudad, ya sea de tipo industrial, por incendios de basureros, llantas, fogatas,
vehiculos, etc.

e Regional: ocurre en una escala de varios kilometros cuadrados, por ejemplo, la
generada por el neblumo presente en la Zona Metropolitana de la Ciudad de
México.

e Global: aquélla cuyas consecuencias afectan a todo el planeta como el
provocado por el aumento de los gases de efecto invernadero y la destruccion en

la capa de ozono en la estratosfera.

Los contaminantes primarios son aquellos directamente emitidos por las fuentes,
algunos ejemplos son: diéxido de azufre (SO,), didxido de carbono (CO,), hidrocarburos
volatiles, mondxido de carbono (CO), o particulas suspendidas atmosféricas, ya sea de
origen antropogénico o biogénico, mientras que los secundarios son el resultado de
procesos quimicos y fisicos que se llevan a cabo sobre los contaminantes primarios
atmosféricos, ejemplos de éstos son el acido sulfurico (H,SO,4) resultante de la
oxidacion del SO,, el NO, que se genera a partir de NO, asi como el ozono en la
troposfera que se produce por medio de procesos fotoquimicos en presencia de
hidrocarburos u otros compuestos de carbono y oOxidos de nitrégeno. Entre los
contaminantes secundarios también se encuentran las particulas generadas por

reacciones quimicas atmosféricas sobre contaminantes primarios (Manahan 2007).

En México existen normas que establecen los limites méaximos para los denominados
contaminantes criterio, éstos se emplean para calificar la calidad del aire y fueron
seleccionados debido a sus efectos nocivos sobre la salud de la poblacion, del
ambiente y de los materiales. Entre ellos, las particulas atmosféricas han sido
constantemente reevaluadas considerando cada vez menor diametro, primero se
establecieron los niveles permitidos para particulas suspendidas totales (PST), después
para aquéllas con didmetro menor o igual a 10 um (PMyo) y la Ultima actualizacion fue la
regulacion para particulas con diametro menor o igual a 2.5 um (PM,s) (NOM-025-
SSA1-1993).
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Tabla I. Contaminantes criterio y sus limites maximos establecidos en la normatividad

mexicana.

Contaminante
Criterio

Norma Oficial

Limite Maximo

Di6xido de azufre,
SO,

NOM-022-SSAl-
1993

0.13 ppm = 341 pg m™ en 24 h una vez al afio
0.03 ppm = 79 pug m™ como media aritmética
anual

Dioxido de
nitrogeno, NO,

NOM-023-SSA1-
1993

0.21 ppm = 395 pug m™ en 1h, una vez al afio

Plomo, Pb NOM-026-SSA1- 1.5 ug m™ en un periodo de 3 meses promedio
1993 aritmético
Mondxido de | NOM-021-SSA1- 11.0 ppm = 12,595 pg m™ en promedio movil

carbono, CO

1993

de 8 h una vez al afio

Ozono, Oy

NOM-020-SSA1-
1993

0.11 ppm = 216 pg m™ promedio horario, para
no ser rebasado mas de una vez al afio

Material Particulado

NOM-025-SSA1-
1993

Valores normados para 24 h al percentil 98:
e PST <210pugm?
e PMy < 120 ygm
e PMys< 65ugm?
Valores normados del promedio anual:
e PMy< 50pugm?
e PMys< 15ugm*

2.1.1 Particulas suspendidas atmosféricas

Constituyen la forma mas visible de la contaminacion atmosférica, los aerosoles

atmosféricos estan constituidos por gases y particulas solidas y liquidas con diametro

entre 0.001 y 100 pum. Las particulas mas grandes se veran afectadas por la fuerza de

gravedad y de inercia, mientras que las de menor tamafio presentaran movimientos

Brownianos suspendidas en la fase gas. Una de las propiedades fisicas mas relevantes

es el diametro aerodinamico, que se define como el diametro de una esfera de densidad

unitaria (1000 kg m™) con la misma velocidad de sedimentacién por gravedad que la

particula medida. ElI diametro aerodinamico es util al estudiar la velocidad de

sedimentacion, el transporte y el comportamiento inercial de las particulas en el tracto

respiratorio y en los dispositivos implementados para el control de sus emisiones (Baron

y Willeke 2001).
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Las particulas pueden clasificarse segun su didmetro aerodinamico en:

e Particulas suspendidas totales (PST) con diametro aerodinamico menor a 40 pm.

e PMj con diametro aerodindmico menor o igual a 10 um, llamadas particulas
gruesas.

e PM,5 con diametro aerodindmico menor o igual a 2.5 um, conocidas como

particulas finas.

Los principales efectos de las particulas sobre el ambiente son:

» La dispersidon y absorcion de la radiacion solar, ocasionando cambios en la
temperatura de la atmosfera (Baron y Willeke 2001).

» La alteracion de la composicion microfisica de las nubes debido a su capacidad
de actuar como nucleos de condensacion (Reid y Slayer 2002).

» Proporcionan superficies en la que se llevan a cabo reacciones quimicas
atmosféricas (Grassian 2001).

» Pueden actuar como portadores de contaminantes desde la atmdsfera hacia las
superficies, ya sea en cuerpos de agua, plantas o alimentos (Cousins y Mackay
2001).

La depositacion de las particulas sobre las superficies vegetales depende en mayor
medida de la distribucion de su tamafio y en menor contribucion de su composicién
guimica. La cubierta de polvo sobre la vegetacion puede causar abrasion y
calentamiento, ademas de la reduccion del flujo de fotones disponibles para llevar a
cabo la fotosintesis. Materiales alcalinos o acidos provocan dafio en el tejido de las
hojas. Cuando las particulas se depositan en el suelo entran en las rutas metabdlicas
influyendo en los ciclos biogeoquimicos, especialmente en el del nitrégeno, causando
cambios en el pH y consecuentemente la biodisponibilidad de cationes alcalinos y de

aluminio (Grantz et al. 2003).

Adicionalmente a los efectos dentro del ecosistema, las particulas provenientes de las
zonas urbanas con compuestos organicos semivolatiles, pueden depositarse sobre
cultivos o centros de distribucion de alimentos cercanos a las ciudades, sumando al
riesgo de la poblacion por su inhalacién el de la exposicion por su ingesta (Lobscheid et
al. 2004).
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Las PM, s poseen mayor impacto en la salud, debido a que su tamafio les permite llegar
hasta la Gltima estructura anatomica de nuestro sistema respiratorio, los alveolos, donde
su eliminacion se dificulta, mientras que las particulas con diametro entre 2.5 um y 10
um solo llegan a penetrar hasta la laringe (Hunt et al. 2003). Las particulas inhaladas se
depositan en los pulmones causando inflamacién y si la exposicion es crénica puede
causar dafio a los tejidos (Seaton et al. 1995). Los sintomas de afectacidon en el sistema
cardiovascular aparecen en un periodo breve posterior a la exposicidn, esto se explica
debido a que las particulas ultrafinas logran transferirse desde el sistema respiratorio al
circulatorio, provocando dafio directo (Godleski et al. 2000). Diversos estudios han
identificado a las particulas suspendidas atmosféricas de todos los diametros
aerodinamicos como un factor relevante de riesgo para el desarrollo y exacerbacion de
enfermedades cardiovasculares, aunque algunos atribuyen a las particulas de menor
tamafio la mayor toxicidad. También se ha observado que la incidencia de
enfermedades cardiovasculares asociadas a la contaminacion del aire es ligeramente

mayor en las mujeres que en los hombres (Polichetti et al. 2009)

2.2 Compuestos Aromaticos Policiclicos

Los Compuestos Aromaticos Policiclicos (CAP) son una familia de hidrocarburos
formados por dos o mas anillos aromaticos fusionados. Estos pueden estar sustituidos o
contener un atomo diferente al carbono en el anillo aromético. Dependiendo de su

estructura se pueden clasificar en:

e Compuestos poliaromaticos homociclicos.
e Compuestos aromaticos policiclicos sustituidos.

e Compuestos poliaromaticos heterocilicos.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son compuestos poco solubles en agua
y altamente lipofilicos, presentan alta solubilidad en disolventes organicos como
tolueno, metanol, acetona, cloruro de metileno y tetrahidrofurano. La mayoria de los
HAP con presién de vapor baja estan presentes en las particulas. En presencia de
radiacion ultravioleta pueden sufrir foto-descomposicion.
En el ambiente se les puede encontrar tanto en agua, suelo y aire. En la atmdsfera,
estos compuestos organicos pueden reaccionar con otros contaminantes como el
7
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ozono, los 6xidos de nitrégeno y el dioxido de azufre, produciendo dionas, nitro- y

dinitro-HAP y &cidos sulfénicos, respectivamente (WHO 2000).

Su formacion se debe principalmente a procesos de pirdlisis y pirosintesis por la
combustion incompleta de materiales organicos durante actividades industriales como la
quema de gas natural, carbon, petréleo crudo, gasolina, diesel, madera y tabaco (WHO
2000).

Tabla Il. Estructura de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP).

Estructura | PM |

Naftaleno 128.17 Trifenileno lfjﬂ]::ijjfi 228.23
L
| A\ g
Acenaftileno O‘ 152.19 | Benzo[b]fluoranteno OOJ 252.31
Acenafteno O’O 154.20 | Benzo[k]fluoranteno 00’8 252.31
Eluoreno 0.0 166.21 Benzo[a]pireno O .'?‘O 252.31
Fenantreno (S;f; 178.23 Benzo[e]pireno OO:‘ 252.31
Antraceno 178.23 Perileno 8.8 252.31
Fluoranteno O‘% 202.25 Tripticeno Oobo 254.33
Pireno ,O‘? 202.25 |Indeno[1,2,3-cd]pireno @} 276.33
Benzola]fluoreno 216.28 Benzo[ghi]perileno ““ 276.33
e L

Benzo[a]antraceno ‘Og 228.23 | Dibenzo[a,c]lantraceno OO‘: 278.35
Criseno Oéee 228.23 | Dibenzo[a,h]antraceno ‘OO‘O 278.35

*PM = Peso molecular
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La IARC (2012) (International Agency for Research on Cancer) ha clasificado a los HAP

segun su carcinogenicidad en humanos (tabla I1).

Tabla Ill. Clasificacién de la carcinogenicidad de los HAP en humanos segun la IARC.

Clasificacién Compuesto

No clasificable como carcinogénico Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno

Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Benzo[a]fluoreno
Trifenileno
Benzo[e]pireno
Perileno
Benzo[ghi]perileno
Probablemente carcinogénico Dibenzo[a,h]antraceno
Posiblemente carcinogénico Naftaleno
Benzo[a]antraceno
Criseno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Dibenzo[a,c]antraceno
Carcinogénico Benzo[a]pireno

Algunos mecanismos mediante los que esta familia tiene efectos mutagénicos son la
formacion de aductos y efectos oxidativos en ADN, asi como los polimorfismos en
enzimas encargadas de la reparacién del mismo (IARC 2010). Los HAP en el material
particulado han demostrado ser mutagénicos (Villalobos-Pietrini et al. 2007). También
existen estudios acerca de su toxico-cinética a través del analisis de sus metabolitos en

semen y en orina de individuos expuestos a sus fuentes (Xia et al. 2009).
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2.3 Combustibles

Los sistemas energéticos en la mayoria de las economias dependen de la quema de
combustibles fosiles (IPCC 2006) como el gas natural y los derivados del petréleo:
petréleo diafano, diesel, combustdleo, gasoéleo, gas L.P., butano, propano, metano,
isobutano, propileno, butileno o cualquiera de sus combinaciones (NOM-086-
SEMARNAT-SENER-SCFI-2005).

En la actualidad, la energia mundial se produce y consume a un ritmo que no puede
sostenerse (Kamil y Ahmet 2003). La escasez de los combustibles convencionales, el
incremento en su costo y la abundancia de los contaminantes generados por su
combustidon tal como: oxidos de nitrégeno, O6xidos de azufre, plomo e hidrocarburos
(IPCC 2006) requiere regulacion de las emisiones atmosféricas, eficiencia en la
produccion, transmision y distribucion de la energia asi como el desarrollo de fuentes de
energia renovables mas atractivas (Kamil y Ahmet 2003).

2.3.1 Diesel

El primer proceso en la refinacidn del petréleo es una destilacidn, en la que se separa el
petréleo en fracciones. La fraccion media resultante de esta destilacién contiene a las
quirosinas y a la fraccion diesel, se caracteriza porque el punto de ebullicion de sus
componentes se encuentra en el intervalo de 200 a 350 °C; el diesel también se
manufactura a través de mezclas de gasoéleos con querosina (Leyva y Rodriguez 1999).

Se consume principalmente en maquinas de combustion interna de alto
aprovechamiento de energia; su uso se orienta comunmente como energético en el
parque vehicular. De acuerdo con Lozada et al. (2010), de la flota vehicular nacional
gue usa diesel como combustible el 97 % corresponde a camiones de carga (de los que
el 78 % tiene 10 afios en uso) y el 2 % a camiones de pasajeros, ademas se espera que
la venta anual de ambos tipos de vehiculos crezca en un 4 % en el periodo del 2008 al
2031. En este estudio también se estima que para el 2015 el transporte a diesel utilizar4

aproximadamente el 34 % del combustible requerido en el sector transporte del pais.
Caracteristicas (Leyva y Rodriguez 1999):

e Indice de cetano. Mide la calidad de ignicién del diesel y depende de la relacion
entre el n-hexadecano y heptametilnonano. Es una medida de la tendencia del

diesel a “cascabelear” en el motor, a diferencia de la gasolina, en el diesel la
10
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propiedad deseable es la autoignicion. Los motores estan disefiados para un
indice de cetano entre 40 y 55, aumenta conforme se incrementa el largo de la
cadena de los gasoleos, mientras que los compuestos aromaticos y los alcoholes
disminuyen su valor. La adicion de aditivos en un 0.5 % mejora el indice de
cetano en 10 unidades, dichos aditivos estan compuestos de alquilnitratos,
amilnitratos primarios, nitritos y peréxidos, debido a su composicién tienden a
aumentar las emisiones de NO,. El diesel de PEMEX tienen un indice de cetano
de 52 a 55.

e Azufre. Desde 1993 México se uni6 a la tendencia mundial de reducir el
contenido de azufre a 0.05 % en el diesel, debido a su efecto en la emisién de

particulas y SO..

e Compuestos aromaticos. El contenido de aromaticos afecta la combustién y la
temperatura de la flama, como consecuencia tiene un efecto sobre la emision de

HAP, particulas y NO,. El diesel de PEMEX contiene 30 % de estos compuestos.

e Lubricidad. Las bombas de inyeccion del diesel no poseen un sistema de
lubricacién externo por lo que dependen de las propiedades del mismo
combustible. Los componentes del diesel que actian como lubricantes son los
hidrocarburos mas pesados y las sustancias polares, estos compuestos son
parcialmente removidos en los procesos necesarios para disminuir el contenido
de azufre, por lo que un diesel bajo en azufre corre el riesgo de poseer menos
lubricidad.

En México, el diesel producido en las refinerias de PEMEX cumple estandares de

calidad nacionales e internacionales.
2.3.2 Biodiesel

El biodiesel se refiere a una forma equivalente de diesel procesado a partir de fuentes
biogénicas, es una alternativa de combustible para los motores de combustion interna.
Se define como una mezcla de ésteres mono alquilicos de acidos grasos de cadena
larga (aproximadamente con longitud de cadena de C;4-C,;) derivados de aceites
vegetales, grasas animales o residuos de aceite de cocina y se obtiene a través de una
reaccion de transesterificacion. El término biodiesel se atribuye al derivado 100 % de
aceites vegetales o grasas animales, mientras que, el término petrodiesel es para las
mezclas de diesel y biodiesel conocidas como B XX, donde XX se refiere a las

11
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proporciones de la mezcla en términos de volumen, siendo B20 la mas comun (Monteiro
et al. 2008).

Algunas ventajas del biodiesel son: ambientalmente amigable en comparacion con el
petréleo y el diesel, de facil disponibilidad, relativamente alta eficiencia en la
combustién, bajo contenido de azufre y compuestos aromaticos; ademas los riesgos
asociados con el manejo, transporte y almacenamiento son menores comparados con

otros combustibles.

Desde el punto de vista econdmico promueven el campo y crean empleos tanto en la
agricultura como en la industria de produccién de biodiesel (SEMARNAT-INE-UNAM-
CIECO 2008).

El principal motivo para no usar los aceites puros de origen animal o vegetal como
combustible es su alta viscosidad, la cual impide completa atomizacion en la camara de
combustién, que sumado a la formacion de depdsitos a bajas temperaturas causan
problemas de operacién en la maquina. La transesterificacion de las grasas y/o aceites
usados como materia prima reduce la viscosidad hasta valores parecidos a los del
diesel permitiendo su uso como combustible en las maquinas sin cambios en el disefio.
Las condiciones tipicas de reaccion usando metanol y materiales que contienen
triacilgliceroles son: relacibn molar metanol:aceite vegetal de 6:1, temperatura de 60 a
65 °C durante una hora y presion atmosférica en presencia de hidroxido o
preferentemente de algun catalizador alcoxido. La presencia de acidos grasos y agua
en la reaccion deben evitarse y es preferible usar aceite vegetal refinado a usar el
extracto crudo. El uso de enzimas catalizadoras en la produccion también reduce
etapas de pretratamiento de la materia prima, permiten versatilidad en el alcohol usado
y producen glicerol de una mayor calidad pero elevan el costo de produccion (Knothe
2010).

Aunque se compone mayormente de ésteres de acidos grasos también contiene
intermediarios de la reaccion como monoacilgliceroles, diacilgliceroles, residuos de
triacilgliceroles, glicerol y metanol, acidos grasos libres e impurezas del aceite vegetal
como glucésidos esterificados, la cantidad presente de estos componentes esta limitada
por los estandares ASTM D6751 correspondiente a los Estados Unidos de
Norteamérica y el EN 14214 correspondiente a la Unién Europea. El indice de cetano
en el biodiesel depende del largo de la cadena de los ésteres y su grado de
insaturacion, los ésteres poli-insaturados son la causa de problemas de estabilidad

12
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oxidativa, mientras que los ésteres saturados son la causa de los problemas de flujo del

combustible a bajas temperaturas (Knothe 2010).

En México, aun no se tiene una norma gue establezca las especificaciones que deberia

cumplir el biodiesel para su consumo (SENER 2010).
2.4 Quimica Verde

La afectacion de nuestro ambiente por actividades antropogénicas ha tratado de
abatirse desde diferentes areas; la quimica no es la excepcion y ante la responsabilidad
de prevenir y disminuir el impacto sobre el ambiente adoptando acciones encaminadas
al aprovechamiento sustentable de nuestros recursos surge a finales del siglo XX el

concepto de Quimica Verde.

Durante la segunda mitad de la década de los ochenta, en Europa y en los Estados
Unidos se discutia la necesidad de considerar el efecto ecolégico negativo de las
actividades quimicas, incluyendo ambas ramas la produccion en escala industrial y el

desarrollo a nivel laboratorio (Armenta et al. 2008).

El primer antecedente del término “quimica verde” corresponde a su uso por Anastas en
1991, en la presentacion de un programa de la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (Environmental Protection Agency, EPA) con el objetivo de impulsar
nuevas tecnologias y practicas quimicas ambientalmente amigables. Desde entonces,
alrededor del mundo se han establecido foros, premios y publicaciones enfocadas a
incentivar dichas practicas (Wardencki et al.2005).

El concepto de quimica verde puede definirse como el uso de técnicas o metodologias
quimicas que reducen o eliminan el uso de materias primas, productos, subproductos,
disolventes, reactivos, etc, que son peligrosos para el humano y el ambiente (Anastas
1999). Estas técnicas o metodologias a utilizar deberan sustentarse en doce principios
(Wardencki et al.2005):

1) Prevencion: es mejor prevenir la generacion de residuos que tratarlos

después de haber sido generados.

2) Economia atémica: los métodos deben ser disefiados para incorporar todos los
componentes iniciales al producto final.
13
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3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Sintesis de quimicos menos toxicos: siempre que sea posible, los métodos de
sintesis deberan usar y generar sustancias que posean poca 0 hinguna toxicidad

al humano o al ambiente.

Disefio de productos quimicos mas seguros: los productos quimicos deben ser
diseflados de manera que al mismo tiempo que cumplan con su funcién

minimicen su toxicidad.

Disolventes y sustancias auxiliares mas seguros: se debe reducir el uso de
disolventes y reactivos ademas de preferir el uso de sustancias y

disolventes inocuos.

Disefio energéticamente eficiente: los requerimientos de energia deben ser
ubicados y ésta debe ser utilizada eficientemente. Se preferiran métodos

llevados a cabos a temperatura ambiente y presion atmosférica.

Uso de insumos renovables: siempre que sea econGmica y técnicamente
posible, se preferira el uso de insumos o materias primas renovables sobre

aguéllas que no lo son.

Reduccion de derivados: el uso innecesario de derivados quimicos de manera
temporal, como lo son: el bloqueo, la proteccion y la desproteccion de grupos
funcionales debe evitarse debido a que estos procesos requieren insumos y

energia adicionales.

Catalisis: el uso de reactivos en cantidades cataliticas se deben preferir sobre

aguéllos utilizados en cantidades estequiométricas.

10) Degradacion: las sustancias quimicas deben ser disefiadas para que una vez

cumplida su funcién se integren al ambiente de manera inocua.

11) Andlisis en tiempo real para prevenir la contaminacion: las metodologias

analiticas deben mejorarse para monitorear en tiempo real los procesos
guimicos y evitar la formacion de sustancias peligrosas.
14
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12) Quimica mas segura para la prevencion de accidentes: los reactivos
necesarios, asi como los productos deben seleccionarse con el fin de
minimizar el riesgo de accidentes como: fugas, derrames, explosiones o

incendios y su consecuente impacto al ambiente.

2.4.1 Quimica analitica verde

La quimica analitica puede adoptar practicas o medidas para realizar sus funciones de
manera ambientalmente amigable. El nimero de publicaciones relacionadas con éste
tema se ha incrementado de manera exponencial desde la década de los noventa, en

los dltimos 5 afos, el aumento de referencias ha sido aun mayor (Armenta et al. 2008).

Puede parecer contradictorio pero el andlisis ambiental es una actividad que resulta ser
contaminante debido a diferentes causas: el consumo elevado de energia en métodos
de larga duracion y el uso no racionado de disolventes organicos con la inherente

produccion de residuos peligrosos.

Para evitar lo anterior y de manera paralela al desarrollo de la quimica verde, en lo
particular la quimica analitica ha dado prioridad a 4 de los doce principios mencionados

para encaminar las acciones a llevar a cabo en el laboratorio (Namiesnik 2001).

¢ Eliminacién en el consumo de reactivos, especialmente de disolventes organicos.

¢ Reduccién de vapores o gases, asi como, de residuos sélidos y liquidos en el
laboratorio.

e Eliminacién de reactivos que posean alta toxicidad o ecotoxicidad.

e Reduccion de tareas laboriosas y consumo de energia.

Las acciones que se pueden realizar en el laboratorio para aplicar estos principios en

nuevas metodologias son las siguientes (Namiesnik 2001).
e El uso de técnicas directas que permitan el analisis de la muestra sin la

necesidad de un tratamiento o preparacion previa, al igual que aquellas que
establezcan tiempos cortos en dicho tratamiento.
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e Reduccion de la cantidad de muestra mediante el uso de métodos a escala mas

pequeiia.

e Larealizacion de los andlisis de manera directa en el sitio de interés.

e Aplicacion de las llamadas técnicas alternativas en la preparaciéon de la muestra,

es decir, aquéllas que usan menor cantidad de disolventes e inocuos al ambiente

y el uso de técnicas asistidas.

e Uso de sellos y/o tapones que eviten la emisién de vapores organicos o gases.

e La determinacion simultanea de varios compuestos en un solo ciclo de analisis.

e Automatizacion y robotizacion de las operaciones de laboratorio.

El andlisis quimico puede dividirse de manera general en 4 etapas: toma de muestra,

tratamiento de la muestra, analisis instrumental y evaluacion de los resultados

(Tobiszewski et al. 2009). La preparacion de la muestra suele ser la etapa mas

contaminante, debido a esto, se ha incorporado el uso de diferentes técnicas. La tabla

IV describe las técnicas de extraccion segun su principio.

Tabla IV. Técnicas para la extraccién o preparacion de la muestra. Modificado de Tobisewski et

al. (2009).

Principio Técnica

Uso de disolventes menos
toxicos

Extraccion con fluidos supercriticos

Liquidos i6nicos

Extraccion con gases

Extraccion usando surfactantes (Cloud-point)

Uso de menor volumen de
disolvente

Extraccion en fase soélida

Micro-extraccién en fase sélida

Micro-extraccion en fase liquida

Adsorcién sobre una cama de fase estacionaria utilizando como
soporte barras de agitacion (Stir-bar sorptibe extraction)
Extraccion por gota de disolvente

Micro-extracciéon por gota de disolvente

Micro-extraccion en fase liquida

Técnicas de membrana

Uso de disolvente asistido
por diferentes tipos de
energia.

Extraccion asistida por microondas
Extraccion asistida por ultrasonido
Extraccion utilizando fluidos presurizados

16



Marco teérico

El analisis instrumental, por cromatografia tanto de gases (CG) como de liquidos,
también ha sido optimizado mediante el disefio de nuevos equipos con nuevas
tecnologias mas rapidas y versatiles, aunado al desarrollo de técnicas que minimizan el
tratamiento de muestra como lo es la cromatografia de gases bidimensional o bien la
cromatografia rapida, donde ademés de reducir los tiempos de analisis, se conserva e
incrementa la eficiencia en la separacion que ofrece la CG, economizando
significativamente el analisis. Ambos conceptos han sido fuertemente impulsados para
reducir costos, el consumo de reactivos y de energia, lo que minimiza el impacto

negativo al ambiente.

Es importante mencionar que la mayoria de las herramientas se han desarrollado antes
que los conceptos de la quimica verde (Armenta et al. 2008), por lo que es una area
donde se pueden explotar los avances en la ciencia y en la tecnologia para desarrollar

metodologias cada vez mas limpias y eficientes.

2.5 Quimica a micro-escala

A principios de la década de los ochenta se comenz6 a disminuir la escala en la
experimentacion quimica, con fines didacticos en instituciones de nivel medio-superior y
superior en los Estados Unidos de Norteamérica, entre 1992 y 1993, se establecio el
Centro Nacional de Quimica a Microescala en ese pais. Rapidamente se reconocio
como una préactica conveniente en los laboratorios de quimica a nivel mundial, en
México se cuenta con el Centro Mexicano de Quimica Verde y Microescala de la

Universidad Iberoamericana (Ibafiez 2005).

La préactica de la quimica a micro-escala se enfoca a la reduccion del tamafio en el
material de vidrio utilizado en el laboratorio y como consecuencia el uso de cantidades
mas pequefias de reactivos y disolventes (Singh et al. 1999), disminuyendo también el
riesgo de accidentes, la exposicion a sustancias toxicas y la generacion de residuos
peligrosos. En algunas ocasiones el costo o reparacion de este tipo de material no es
economico, sin embargo se compensa por el ahorro en la disminucién de los multiples
insumos anteriormente mencionados. Adicionalmente al beneficio econémico por la
aplicacion de la quimica a micro-escala, sin duda es una practica ambientalmente
amigable. Puede ser implementada en procedimientos analiticos sin que esto signifique
pérdida de los atributos de calidad en el analisis, empleando similarmente materiales
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volumétricos de calidad adecuada, materiales de referencia y aplicando buenas

practicas de laboratorio (Baeza et al. 2005).

La eficiencia también se incrementa debido a que el microescalamiento permite la
reduccion en tiempos de operacidon. La siguiente figura ilustra la clasificacién de los
analisis de acuerdo al tiempo para su desarrollo y su relacion con el impacto ambiental
(Tobiszewski et al. 2009).

Ambientalmente
menos amigable

Fueradelinea

ldia +

Ambientalmente
1min 4+ mdsamigable

1s 1 min 1h 1 dia

Tiempo entre 2 analisis sucesivos

Tiempo entre el muestreoy la obtencién
del resultado

Figura 1. Relacion entre el tiempo de andlisis y los beneficios
ambientales. Modificado de Tobiszewski et al.(2009)

2.6 Técnicas de extraccion

Previo al andlisis instrumental de los compuestos de interés, la mayoria de las veces es
necesario aislar a los analitos de la matriz que los contiene, para ello se han
implementado (dependiendo de la complejidad de la matriz) diferentes técnicas de
extraccion, de pre-fraccionamiento y de pre-concentracion. A continuacion se describen
brevemente las técnicas de extraccibn mas comunes para la recuperacién de los

compuestos organicos en matrices solidas.

2.6.1 Extraccion por Soxhlet

En este sistema, la muestra se mezcla con un disolvente organico (de acuerdo a la
polaridad de los analitos a extraer de la matriz), se coloca en un cartucho o filtro de fibra
de vidrio dentro del equipo Soxhlet (figura 2), donde el disolvente se evapora y se
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condensa en un ciclo que puede durar varias horas, realizando una serie de

extracciones consecutivas en el mismo matraz.

Este método ha sido considerado como referencia desde hace décadas para la
extraccion de compuestos organicos en matrices sélidas e implementado en diversas
guias internacionales para el tratamiento de muestras como en suelo (Método EPA
3540 de la serie SW-846) y en particulas suspendidas en el aire (Método EPA TO-13A).
Aunque es un procedimiento eficiente, se necesitan grandes cantidades de disolvente,
de 100 a 800 mL y de 16 a 24 h de extraccion.

Después de la extraccion, el extracto se trasvasa al matraz pera del sistema Kuderna-
Danish acoplado a un tubo concentrador, después se le coloca la columna Snyder de 3
bolas en la boca superior del matraz y todo el sistema se introduce en un bafio a
temperatura controlada para reducir el volumen de disolvente (figura 3) y recuperarlo en
un matraz independiente, mientras que por otro lado el extracto se contiene en el tubo

concentrador.

L)

<4—  Columna Snyder
Refrigerante

Refrigerante  «—

Condensador ——*

Cartucho de fibra de vidrio

Muestra

Disolvente pasando a través

Vapor del disolvente
del cartucho Matraz Pera —>

<4—— Tubo concentrador

Figura 2. Equipo de extraccion Soxhlet Figura 3. Sistema Kuderna-Danish

Kaupp y McLachlan (2000) usaron este método de extraccion para el estudio de la
distribucion de los HAP en particulas atmosféricas de distinto tamafio, extrayéndolas
con tolueno durante 18 h. Vasconcelos et al. (2003) reportaron recuperaciones entre
52 % y 120 % en la extraccion por Soxhlet durante 20 h con cloruro de metileno de HAP
presentes en particulas suspendidas totales (PST). Mannino y Orecchio (2008) en un
estudio realizado para correlacionar las concentraciones de HAP en particulas
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atmosféricas con las concentraciones de HAP en polvo de interiores obtuvieron
eficiencias entre el 75 % y 100 % extrayendo durante 24 h con una mezcla de cloruro
de metileno y pentano, Ozcan y Aydin (2009) recuperaron entre 72 + 1% y 101 + 1% de
la masa de HAP con precision < 8 % en la extraccidon de estos compuestos en PST
usando 3 extracciones de 16 h consecutivas, cada una con 25 mL de una mezcla 1:1
(v/v) de n-hexano y éter. Por otra parte, Tsai et al. (2010) extrajeron HAP en particulas
emitidas por un generador que usaba como combustible mezclas de diesel y de
biodiesel utilizando como disolvente una mezcla 1:1 (v/v) de n-hexano y diclorometano

durante un periodo de extraccion de 24 h.

2.6.2 Extraccién por fluidos supercriticos (EFS)

En esta técnica la extraccion de los compuestos se lleva a cabo a temperatura y
presiones por arriba de su punto critico. En estas condiciones, los fluidos poseen
propiedades tanto de gas como de liquido, la densidad varia dependiendo de las
condiciones y en consecuencia se incrementa la penetracion en la matriz haciendo la
extraccion mas selectiva y eficiente. A una temperatura dada, el poder del disolvente
aumenta conforme incrementa la densidad, modificando las condiciones de temperatura
y presion, también es posible manipular el coeficiente de difusion, la constante

dieléctrica y la viscosidad para mejorar la extraccion de los analitos.

Como disolventes se pueden usar: amoniaco, propano, agua, triclorofluorometano,
xenon, hexafloruro de azufre, no obstante, el compuesto mas empleado es el diéxido de
carbono, ya que es barato, inocuo al ambiente, relativamente no téxico, practicamente
inerte y se encuentra comercialmente disponible con alta pureza, sin embargo, no es
tan especifico ya que puede solubilizar gran variedad de compuestos. Aunado al
empleo de disolventes amigables con el ambiente, los analitos de interés no se diluyen
dado que soélo se necesitan de 10 a 20 mL de disolvente. Las condiciones criticas a las
gue se lleva a cabo la extraccion requieren de mayor energia aplicada al sistema, lo que

facilita el rompimiento de las fuerzas que unen al analito con la matriz.

Sus limitaciones se deben a la poca efectividad en la extraccion de compuestos polares,
asi como la dificultad de su uso en muestras naturales, pues existen estudios donde se
demuestra que los analitos se encuentran unidos a la matriz con mayor fuerza que lo
que reflejan los estudios realizados con matrices fortificadas, también existen casos en
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los que después de la extraccion se necesitan de técnicas posteriores para limpiar la

muestra (Luque y Jiménez 2000).

El sistema requerido para este tipo de extraccion esta constituido de manera general
por una bomba de alta presion, una celda de extraccion, una zona donde se

descomprime el fluido y un sistema para colectar los analitos (figura 4).

Shimmo et al. (2004) analiz6 HAP acoplando en linea la extraccion por fluidos
supercriticos, la cromatografia de liquidos y la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, mientras que Castells et al. (2003) reporto la aplicacion de la
extraccion por fluidos supercriticos de oxi-HAP vy nitro-HAP en particulas, en un
procedimiento de extraccion y limpieza simultaneas. Yang et al. (1995) estudiaron el
efecto de la temperatura y la adicion de un agente modificador en la extraccion con CO;
supercritico y encontraron que, al incrementar la temperatura y agregando un
modificador como el metanol, se pueden incrementar las recuperaciones de los HAP
(Liu et al. 2007). Portet-Koltalo et al. (2009) reportaron en su estudio que la extraccion
de HAP, sus nitroderivados y n-alcanos adicionados a material de referencia certificado
1650 previamente extraido se favorece a presiones altas (30 MPa) y temperaturas bajas
(75 °C) utilizando como fluido supercritico el CO, y como modificadores o “co-
disolventes” una mezcla de piridina/dietilamina. Las recuperaciones de HAP reportadas
oscilaron entre 79 + 15.1 % (benzo[ghi]perileno) y 97 £ 6.5 % (acenaftileno).

Figura 4. Extractor EFS Hewlett Packard modelo 7680T
Tomado de http://www.ebay.com
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2.6.3 Extraccion con fluidos presurizados EFP (extraccién acelerada con

disolvente)

La extraccion con fluidos presurizados, también conocida como extraccion acelerada
con disolvente, se utilizd por primera vez en 1995. Esta técnica utiliza disolventes
organicos y acuosos a elevadas temperaturas que pueden variar entre 120 y 200 °C y
presiones cercanas a 1500 psi (Ritcher 2000) para obtener la extraccion completa de
los analitos de muestras soélidas y semisolidas. EI método 3545 de la serie SW-846 de
la EPA propone este sistema para la extraccion de compuestos organicos en suelos. En
la EFP, se usan cantidades menores de disolventes que las empleadas en los métodos

de extraccion convencionales.

En este sistema se aplica presion a una celda de extraccion para evitar la ebullicion del
disolvente mientras que se eleva la temperatura dentro de la celda que contiene la
muestra. Después del periodo de extraccion, la celda se enfria a temperatura menor al
punto de ebullicion del disolvente, el extracto se hace pasar por un filtro de celulosa
aplicando presion y se deposita en un vial para su posterior concentracién. Debido a la
alta temperatura y presion utilizadas, la cinética de extraccion es mas rapida que la del
Soxhlet lo que reduce el tiempo de analisis. Ritcher (2000) reportdé la extraccion
cuantitativa de hidrocarburos del diesel y aceites residuales en suelos, sedimentos y
arcillas utilizando mezclas de disolventes y temperaturas cercanas a los 170 °C, aunque

son necesarias etapas posteriores de limpieza de dichos extractos.

La extraccidbn se lleva a cabo en instrumentos disefiados con este propdsito,

generalmente de la marca Dionex. Existen 2 etapas:

¢ Dinamica: en la cual, la celda conteniendo la muestra se calienta mientras que el
disolvente se bombea hacia la celda de manera continua.
e Estatica: se lleva a cabo una vez que la temperatura y la presion son constantes.

Esta etapa puede repetirse 2 6 3 veces, reemplazando el disolvente entre ellas.

Al final de la etapa estatica se enjuaga la muestra nuevamente con disolvente. El
volumen total considerando todas las etapas de la extraccion es de 20 a 40 mL. Una
aplicacion de este sistema es la extraccion de HAP en matrices solidas. Lundstedt et al.
(2000) evaluaron algunas variables de extraccibn como la cantidad de muestra, el
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volumen de disolvente y de los enjuagues, la temperatura, la presion y el tiempo en la
extraccion de HAP en suelos y reportaron que una gran cantidad de muestra combinada
con poco disolvente disminuye la eficiencia de la extraccion, también observaron que a
temperaturas bajas disminuye la eficiencia en la extraccién de los HAP de bajo peso
molecular, las demés variables estudiadas presentaron efectos menores en la

recuperacion de los analitos.

Wu et al. (2006) aplicaron esta técnica para analizar la distribucion de HAP por tamafio
de particulas atmosféricas de Tianjin, China. Perraudin et al. (2005) analizaron HAP en
particulas por este método y Zhou et al. (2005) desarrollaron un aparato para la
extraccién a microescala por liquidos presurizados de HAP en muestras de PMj,. Di
Filippo et al. (2010) utilizaron ésta técnica en el estudio de la distribucion de HAP, sus
metilderivados y nitroderivados en particulas atmosféricas segun su tamafio. Por otra
parte, Bergvall y Westerholm (2009) mediante la extraccién por fluidos presurizados
determinaron dibenzopirenos en las particulas emitidas por vehiculos a diesel usando
tolueno a 200 °C y 3000 psi y reportaron recuperaciones de 57 al 96 %. Turrio-Baldasari
et al. (2003) evaluaron la eficiencia de la extraccion de HAP por EFP en particulas
emitidas por la combustion de diesel, las recuperaciones de HAP deuterados
adicionados a materiales de referencias reportadas se encontraron entre 76.0 £ 0.2 %
(indeno[1,2,3-cd]pireno) y 98.33 + 0.02 % (criseno)

Figura 5. Extractor EFP marca Dionex modelo 350.
Tomado de http://www.dionex.com
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2.6.4 Extraccién asistida por microondas

La extraccion de compuestos organicos por técnicas de extraccion asistidas por
microondas tienen sus primeros antecedentes en la década de los ochenta, desde
entonces ha sido una herramienta Util tanto en el andlisis ambiental como en tejidos de
animales y de humanos, lo anterior debido a que requiere menor cantidad de disolvente,

y de muestra, asi como disminucion en el tiempo de analisis.

Mediante la radiacién de ondas electromagnéticas no ionizantes con frecuencias de 300
a 300 000 MHz se provoca el movimiento de las moléculas, causado por la migracion
de iones y la rotacion de dipolos al alinearse con el campo magnético inducido por las
ondas. La reduccion en el tiempo que tarda en calentarse el disolvente en contacto con
la muestra se atribuye a que el calentamiento no ocurre primero sobre el recipiente y
posteriormente sobre el disolvente y la muestra, sino que el calentamiento es

directamente sobre la muestra y el disolvente.

Los disolventes generalmente utilizados son: acetato de etilo, acetona, metanol, etanol,
acetonitrilo y agua, pueden utilizarse pares de disolventes si es necesario. Entre mayor
sea la constante dieléctrica del disolvente, mejor sera su capacidad para convertir la
radiacion en calor, dicha constante y la afinidad por el analito de interés son los dos
factores mas importantes a considerar en su eleccion. Otros factores que determinan la
eficiencia de esta técnica son la temperatura, la potencia de las microondas, el volumen
de disolvente y el tiempo de exposicién. De manera analoga a la extraccion con fluidos
presurizados existen equipos diseflados para la extraccion asistida por microondas.
Durante la extraccion, el disolvente se introduce en la celda de manera continua y se
mantiene una sobre-presion que permite tener al disolvente en estado liquido. También

existe el uso de sistemas abiertos.

En el analisis ambiental, HAP, compuestos bifenilos policlorados, pesticidas y fenoles
en matrices como suelo y sedimentos se han analizado por este método, sin embargo
también se ha implementado esta técnica en compuestos de reciente interés como
retardantes de flama, compuestos derivados de productos de uso personal, agentes
surfactantes, etc. Lee et al. (2001) emplearon esta técnica para el andlisis de HAP y

compuestos carbonilicos en vias de transito de la ciudad de Hong Kong.
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Karthikeyan et al. (2006) optimizaron y validaron un método de extraccién de HAP en
aeroparticulas por extraccion asistida por microondas a bajas temperaturas, las
recuperaciones de éstos compuestos se encontraron entre 79 +* 6 %
(benzo[k]fluoranteno) y 125 =+ 3 % (antraceno) en material de referencia certificado
1649a (polvo urbano), mientras que en el material de referencia 1648 (material
particulado urbano) oscilaron entre 84 + 3 % (benzo[k]fluoranteno) y 128 + 11 %
(antraceno). Pifeiro-lglesias et al. (2002) encontraron recuperaciones entre 20.1 + 8.2
% (naftaleno) hasta 109 + 8.2 % (fluoranteno) en la extraccion de HAP deuterados
fortificados sobre material de referencia certificado de particulas de diesel SRM 1650

usando cloruro de metileno como disolvente.

Figura. 6. Equipo de extraccion por microondas MARSXpress
(CEM Corporation) Tomado de htto:/fwww.cem.com

2.6.5 Extraccion asistida por ultrasonido

En esta técnica, la energia proporcionada por las ondas ultrasonicas se utiliza para
favorecer la desorcion de los analitos de interés de la matriz solida que los contiene.
Las ondas de ultrasonido provocan la formacion y posterior explosion de burbujas
(cavitacion) en el liquido en zonas proximas a las superficies sélidas, este fenbmeno
implica un cambio localizado de presion y temperatura, que favorece la penetracion del
disolvente de extraccion en el sélido. Esto puede llevarse a cabo en un bafio ultrasénico
donde el medio en el que viajan las ondas es generalmente agua. Las celdas que
contienen a la muestra y al disolvente se encuentran inmersas cuidando que el nivel de
disolvente utilizado coincida al menos con el nivel de agua en el bafio. También es
comun el uso de sondas o brazos disruptores ultrasonicos que se introducen en el
contenedor con el disolvente en contacto con la muestra, una vez inmerso emite pulsos
de ondas ultrasénicas (20-400 KHz) y duraciébn programadas. Este método se
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encuentra descrito para la extraccion de organicos en matrices como suelos y
sedimentos en el método 3550 de la serie SW-846 de la EPA. Algunas ventajas son:
extraccion simultanea de varias muestras, empleo de menor volumen de disolvente y
tiempos de extraccion considerablemente menores respecto al Soxhlet, el equipo
necesario para su realizacion es mucho mas sencillo y econdémico al requerido en las
técnicas descritas anteriormente. Los resultados son comparables a la extraccion por
Soxhlet, por lo que es un método ampliamente usado por los laboratorios de prueba en

el andlisis ambiental.

Para la extraccibon de HAP en suelos contaminados se ha encontrado que
aparentemente uno de los factores que influyen en el recobro es el nimero de anillos
fusionados (Song et al. 2002), en este estudio se compard la extraccion por ultrasonido,
por agitacion y por Soxhlet, y no se encontré diferencia estadisticamente significativa en
el uso de estas técnicas. También se identificaron como factores que influyen en la
extraccion: la humedad presente en la muestra, su nivel de contaminacion y la polaridad

del disolvente utilizado.

Martinez et al. (2004) aplicaron este método para comparar las recuperaciones de HAP
extraidos con Soxlhet, recomendando el uso de ultrasonido debido a que es una técnica
mas rapida. Sin embargo, al compararla con la extraccion por fluidos presurizados su
desempenio fue deficiente debido a que no fue posible recuperar a todos los analitos. El
estudio fue realizado en agua y sedimentos.

Bi et al. (2003) y Cincinelli et al. (2007) utilizaron esta técnica para determinar la
distribucion de HAP en la fases gaseosa y particulada del aerosol atmosférico en
Guangzhou (China) y Prato (ltalia) respectivamente. Chrysikou et al. (2009) reportaron
la extraccion de HAP, bifenilos policlorados (BPC) y pesticidas organoclorados (POC)
en particulas atmosféricas mediante ultrasonido (3 periodos de 25 min) usando una

mezcla de cloruro de metileno y hexano como disolvente.

Valle-Hernandez et al. (2010) y Amador-Mufioz et al. (2011) emplearon la extraccion
asistida por ultrasonido en periodos de 30 minutos, para la determinacion de nitro-HAP
y compuestos organicos respectivamente presentes en PM, sy PMjy, ambos estudios

se realizaron en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.
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2.7 Validaciéon de métodos analiticos

Existen diversas definiciones para la validaciéon de un método analitico. De acuerdo con
la guia de EURACHEM (The Fitness for purpose of analytical methods 1998) para la

validacion de métodos en el laboratorio se pueden encontrar dos:

1) Es el proceso para establecer las caracteristicas, el desempefio y las limitaciones
de un método, asi como la identificacion de las influencias que pueden modificar esas
caracteristicas y la magnitud de dichas modificaciones. La validacion puede responder
a las siguientes preguntas: ¢Qué analitos puede determinar el método?, ¢En qué
matrices?, ¢En presencia de qué interferencias?, en esas condiciones ¢Qué niveles

de precision y de exactitud se pueden alcanzar?.

2) Es el proceso para verificar que un método es adecuado para su propdsito, es

decir, para resolver un problema analitico particular.

La norma ISO/IEC 17025 “Requisitos generales para la competencia de los laboratorios
de ensayo y de calibracién” define a la validacién de un método como la confirmacion de
gue el método cumple los requisitos particulares para su uso especifico, a través del

examen y el aporte de evidencias objetivas.

La validacion de métodos emplea un conjunto de pruebas que establecen y
documentan las caracteristicas de rendimiento de un método, demostrando asi que éste

es adecuado para su propésito, dichas caracteristicas son:

e Aplicabilidad
e Adecuacion al propésito
¢ Interferencias
¢ Rango de trabajo
¢ Intervalo lineal de trabajo
e Calibracién
e Limite de cuantificacion
e Limite de deteccion
e Exactitud
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e Sesgo
e Precision
e Sensibilidad

e Especificidad
e Selectividad
e Recuperacion

e Robustez

Antes de empezar el proceso formal de validacion, debe acotarse el alcance del
método analitico. Posteriormente se procede a desarrollar e implementar el
procedimiento, identificando los factores que influyen en la eficiencia y sensibilidad del
método, las posibles interferencias, etc. Con base en los objetivos y recursos del
laboratorio se definiran las pruebas de la validacion que se llevaran a cabo y los

parametros o los criterios de calidad que seran establecidos para satisfacer éstas.

A continuacion se definen de manera general los parametros involucrados en la

validacion de un método analitico (Eurachem 1998).

1) Intervalo de trabajo: conjunto de valores del mensurando para los que se
pretende que el error de un instrumento de medicion se encuentre dentro de limites
especificados. En general, los laboratorios cuentan con experiencias previas acerca
del intervalo de concentraciones en las que los analitos de interés se encuentran en
la matriz, sobre todo si el método analitico a implementar tiene como propésito
resolver un problema en especifico. El intervalo de trabajo, generalmente se
encuentra restringido en su parte inferior por los limites de deteccion y de
cuantificacion del método y en la parte superior por la pérdida de linealidad en la

relacion respuesta-concentracion del instrumento.

2) Limite de detecciéon del método: es la menor concentracién de un analito que
se puede detectar pero no necesariamente cuantificar bajo las condiciones

establecidas de la prueba.

3) Sensibilidad: es el cambio en la respuesta del detector del instrumento debida al

cambio en la magnitud de la concentracion.
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4) Selectividad: la capacidad de determinar de manera un analito en paticular en
una mezcla compleja con cierto grado de interferencia de otros componentes

presentes en la misma (Araujo 2009).

5) Especificidad: la capacidad de determinar un analito en paticular sin la
presencia de interferentes, el término especificidad involucra el 100% de

selectividad o la presencia de cero interferentes (Araujo 2009).

6) Limite de cuantificacion del método: es el primer punto de la curva de
calibracion con la menor concentracion del analito que puede determinarse con

precision y exactitud.

7) Exactitud: es la proximidad entre el resultado de una medicion y el valor de

referencia aceptado como verdadero.

8) Sesgo: la diferencia entre el valor esperado de los resultados de prueba y un
valor de referencia aceptado. Caracteriza el error sistematico en un procedimiento
analitico dado y es la desviacion positiva 0 negativa de la media de los resultados

analiticos con respecto al valor reconocido como verdadero.

9) Recuperacion: la fraccién de analito adicionada a una muestra de prueba previa
al andlisis instrumental que se determina efectivamente por el método. Cuando se
utilizan materiales de referencia certificados, es una medida de la exactitud y
eficiencia del método, mientras que si se fortifica la matriz en el laboratorio, solo es

una medida de la eficiencia del método.

10) Precision: es la proximidad de concordancia entre los resultados de
pruebas independientes bajo condiciones estipuladas. Depende sélo de la
distribucion de los errores aleatorios y no se relaciona con el valor verdadero o

especificado.

9.1) Repetibilidad: es la concordancia entre los resultados de mediciones que
se obtienen con el mismo método, con objetos de prueba idénticos, en el
mismo laboratorio, por el mismo operador, usando el mismo equipo y
dentro de intervalos de tiempo corto.
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9.2) Reproducibilidad: es la concordancia entre los resultados de mediciones
con el mismo método, con objetos de prueba idénticos, en el mismo
laboratorio, por diferentes operadores y/o usando el mismo equipo a

intervalos de tiempo largos.

11) Calibracion: conjunto de operaciones que establecen, en condiciones
especificas, la relacion entre los valores de una magnitud indicados por un
sistema de medicibn y los valores correspondientes de esa magnitud

materializados por patrones.

12) Robustez: es una medida de la capacidad del método de permanecer inalterado,
por pequefias pero deliberadas alteraciones en los parametros y provee

informacioén de la confiabilidad del mismo en su uso rutinario.

Los ensayos para determinar cada una de las caracteristicas anteriormente descritas

seran disefiados tomando en cuenta principalmente los siguientes factores:

e Los requisitos estadisticos utilizados para su evaluacion (nUmero de réplicas por

ensayo, numero de repeticiones del ensayo, etc).

e La experiencia previa del laboratorio (concentraciones a determinar, limites de

deteccion y cuantificacion instrumentales).

e Los recursos asignados a la validacion (materiales de referencia certificados,
cantidad de muestras con las que se cuenta, estandares, tamafio del lote de

analisis, etc).
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3. Objetivo

General

Estandarizar un método de extraccion a microescala asistida por ultrasonido para
determinar hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en particulas emitidas por la

combustiéon de diesel y de biodiesel.

Particulares

» Minimizar la cantidad de muestra, el volumen de disolvente y el tiempo de analisis
requeridos en los procedimientos de referencia o anteriormente establecidos en el

laboratorio para la extraccion de HAP en particulas.

» Optimizar las variables experimentales para la extraccién de los compuestos y la

concentracion de los extractos.

» Conocer la eficiencia y precision del método de extraccion a diferentes

concentraciones.

» Determinar un modelo que relacione las concentraciones de HAP en la muestra y la
respuesta del cromatégrafo de gases acoplado al espectrometro de masas y
establecer su linealidad.

» Determinar los limites de deteccion y de cuantificacion del método.

» Determinar la masa de HAP presentes en particulas emitidas por un motor en la
combustién de diesel y biodiesel.
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4. Desarrollo experimental

4.1 Celda de extraccion a microescala asistida por ultrasonido acoplada a un sistema
de filtracion con y sin reflujo (CEMAUF — R/SR) disefiada en el laboratorio

Este equipo fue disefiado para usar menor cantidad de muestra y de disolvente en la
extraccion. Permite filtrar el extracto sin necesidad de trasvasarlo a una jeringa conectada
al acrodisco, es decir, permite filtrar la muestra “en linea”, para incrementar la eficiencia en

la recuperacion y reducir la pérdida de masa por el tratamiento de la muestra.

El sistema cuenta con una chaqueta protectora para conservar la muestra y proteger al
analista en caso de una fuga o fractura del sistema de extraccion. La junta esmerilada
acopla el cuerpo de la celda a un condensador mediante un conector, esta adaptacion
permite que el disolvente de extraccion se encuentre en reflujo si la temperatura del bafio
ultrasénico supera su punto de ebullicion. Este equipo estd en proceso de patente
No.MX/a/2012/000790

Tapon esmerilado

Junta esmerilada

Enel cuerpo dela celda

secoloca la muestra y el Tapa de la chaqueta

disolvente de extraccion protectora

Celda de extraccion y
muestra

Filtro

Sistema de Filtracion Valvula

Giratoria

Figura 7. CEMAUF-SR sin chaqueta protectora con Figura 8. Extraccion usando la celda en el
muestra sistema cerrado CEMAUF-SR
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Celda de extraccion <
Chaqueta

Protectora

Figura 9. CEMAUF-R con chaqueta protectora acoplada a un condensador (sistema abierto)

4.2 Evaluacion de las variables de operacién en el tratamiento de la muestra

Uno de los objetivos fue utilizar la menor cantidad de disolvente. Tomando en cuenta las
dimensiones de la celda y de la muestra, el volumen para cada extraccion fue de 4 mL. El
disolvente fue cloruro de metileno grado HPLC (B&J) que ha demostrado ser excelente
extractante de HAP en particulas suspendidas atmosféricas (Villalobos-Pietrini et al. 2006,
Amador-Muioz et al. 2011).

Basados en estudios previos validados en el laboratorio (Amador-Muiioz 2003, Valle
Herndndez et al. 2010) las extracciones se llevaron a cabo en un bafio ultrasonico
WiseClean® modelo WVC-DO6H 550 Watts 14 A con 100% de potencia, sin pulsos y en

periodos de 5 min cada extraccion.
Antes de realizar la estandarizacion del método se evaluaron 4 variables experimentales.

e Numero de extracciones
e Temperatura de extraccion
e Técnica de reduccién del volumen del cloruro de metileno

e Celda cony sin condensador

Los experimentos necesarios se llevaron a cabo empleando segmentos de 13 cm?de filtros
con particulas atmosféricas < 2.5 um, colectadas en un muestreador de alto volumen
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durante diciembre del 2006 en la UAM-Iztapalapa. Un segmento se extrajo sin fortificar y
los otros 2 se fortificaron con 90 6 900 ng de 16 HAP dependiendo del experimento. A
todos los extractos se les adicion6 estandar interno y se inyectaron en un cromatografo de
gases Agilent modelo 6890A con muestreador (G2614A) e inyector automatico (G2613A)
acoplado a un espectrometro de masas Agilent modelo 5973N (Cuadrupolo).

Tabla V. Condiciones de operacion en el CG-EM.

Cromatégrafo de gases

Inyector de vaporizacion con temperatura programable PTV (Programmable
Inyeccion Temperatura Vaporization). Temperatura 310°C. Volumen 1 uL, modo sin
division (splitless)

Tubo abierto DB-35MS marca J&W Scientific. Fase estacionaria 35 % de
fenil, 65 % polidimetil-siloxano.Dimensiones: 29 m longitud, 0.25 mm de
diametro interno y 0.25 pum de espesor de pelicula. No. Serie: US9168713H

Columna
Cromatografica

; - 0 -
Fase movil S}ﬁqsflacarreador Helio Infra, grado cromatogréfico, 99.998%, flujo: 1.2 mL
40 °C — 1 min, ler incremento a 50 °C min* hasta 110 °C - 0 min, 2do
incremento a 5°C min™ hasta 303 °C - 0 min, 3er incremento a 20°C min™,
hasta 335 °C. Tiempo total de corrida: 52.6 min

310 °C

Programa de
Temperatura

Linea de
transferencia

Espectrometro de masas

Fuente de o : o N

e —— Impacto electrénico 70 eV. Temperatura: 230 °C, afinacion: autotune.a
Cuadrupolo 150 °C

Filamento No. 1, encendido a 5 min del inicio de corrida (solvent delay)

Modo de , . : P

Adquisicion Monitoreo de iones seleccionados “SIM” 5 Grupos, 75 lones.

Se utilizaron las areas relativas A; (ecuacion 1)(adimensional) para calcular el porcentaje
de recuperacion (ecuacion 2) y el coeficiente de variacion (ecuacion 3) entre los
fortificados.

Ax

A. =
r Agj

Ecuacion (1)
Donde A, es el area correspondiente al HAP y Aq es el area del estandar interno (HAP-
deuterado, HAP-d).

Ar del fortificado—Ar del no fortificado
% Rec = Ecuacion (2
% Ar del estandar de referencia ( )
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CV = Ecuacion (3)

Xl w

Donde s es la desviacion estandar de los porcentajes de recuperacion y X su promedio.

En la figura 10 se representan los ensayos realizados y las observaciones tomadas en
cuenta para determinar cada una de las variables de operacion del método.

+ Andlisis de una muestra sin fortificar y una muestra fortificada R
» 5 extracciones consecutivas a 60 °C, 5 min, colectadas por separado
» Evaluacion de la recuperacion en cada extraccion

* Sedeterminé que en las primeras 2 extracciones se recuperan los analitos

extraccio-
ES

#de |

- Analisis de una muestra sin fortificar y 2 fortificadas a: 40 °C y 60°C \

» Se evaluaron las recuperaciones y el coeficiente de variacion entre fortificados
Temperatul para cada temperatura ) ' _ _

ra » En el experimento a 60 °C las recuperaciones fueron ligeramente mejores
aungue existe mayor variacion entre los fortificados, esto puede ser atribuido a la
manipulacion de la muestra

*Se continud usando 60 °C como la temperatura de extraccion )

» Andlisis de una muestra sin fortificar y 2 fortificados

1| < Uso del equipo EDO-SIMD (Evaporador de disolventes organicos acoplado a un
Reduccio . . -
del sistema de multiples deflexiones)
SuEE |« Se mejoro la recuperacion de los compuestos con menor peso molecular (154-
202 g molt) pero aun se tuvieron problemas de precision
» Debido al ahorro de disolvente, de tiempoy a que se evita el trasvase en la

reduccion usando el rotaevaporador, se decidié usar el EDO-SIMD como
técnica de reduccién )

» Analisis de una muestra sin fortificar y 2 fortificados \

SEEE |« |a celda fue acoplada a un refrigerante que permitié el reflujo del disolvente
g;}sﬁgﬁ‘jo durante la extraccion

+La extraccion fue mas eficiente para los HAP con peso molecular =178 g mol. Se
obtuvieron coeficientes de variacion menores al 5 %

* El reflujo durante la extraccion mejora la eficienciay la precision en la

extraccion )

» 2 extracciones
Condiciones * Temperatura = 60°C
Finales + Técnicade reduccién: EDO-SIMD
» Uso del sistema de extraccién con reflujo

Figura 10. Secuencia de pruebas preliminares
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4.2.1. Evaluacion del nUmero de extracciones

El experimento consistio en extraer 2 segmentos de filtro con particulas < 2.5 um: uno de
ellos sin fortificar y el otro fortificado con 90 ng de 16 HAP. El enriquecimiento se realizé 19
horas antes de la extraccion para permitir a los analitos penetrar en las particulas y durante

este periodo se almacenaron protegidos de la luz a -10°C.

Se extrajeron con 4 mL de cloruro de metileno, el sistema se utilizO de manera cerrada
(celda con tapdn), la temperatura del bafio ultrasénico fue de 60 + 2 °C, y el periodo de
cada extraccion fue 5 min (figura 11). Al terminar la sonicacion, los extractos se filtraron y
colectaron en matraces bola de fondo plano por separado. Este procedimiento se llevé a
cabo 5 veces consecutivas, colectando cada extraccion por separado.

Figura 11. CEMAUF-SR. Extraccién de la muestra utilizando el
sistema cerrado (celda con tapon)

Cada extracto se concentré en el rotaevaporador BUCHI (modelo R-124) con bafio de
agua (modelo B480), hasta un volumen aproximado de 0.5 mL, una vez reducido, se
colocé en un matraz aforado, se adicion0 el estandar interno (Fenantreno d-i0) y se

completo el aforo a 1 mL. Las muestras fueron analizadas en el CG-EM.
4.2.2. Evaluacion del efecto de la temperatura

Para cada temperatura se extrajeron una muestra sin fortificar y 2 fortificados. El
procedimiento fue el mismo al descrito en el apartado anterior, limitando el niumero de
extracciones a 2 de manera consecutiva. Se evalud el porcentaje de recuperacion total y el

coeficiente de variacion entre fortificados.
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4.2.3. Técnicade reduccién

Se aumento6 en un orden de magnitud la cantidad de masa de HAP en la fortificacion (900
ng de HAP) para descartar la concentracion adicionada como otra variable que pudiese
afectar la recuperacion de los analitos. Se llevaron a cabo 2 extracciones a 60°C durante 5
minutos con 4 mL de cloruro de metileno. En este ensayo se colectaron los extractos en un
vial ambar de 12 mL, con tapa y septa de teflon. Una vez colectados los extractos se
adapté al Evaporador de disolventes orgéanicos por arrastre de vapor acoplado a un
sistema de multiples deflexiones para la recuperacion de compuestos organicos
(EDO-SIMD patente en tramite No. MX/a/2012/000791) (figura 12).

Cabe mencionar que aunque no fue posible medir el flujo de N, (grado cromatogréfico Infra
99.998%) que entra al vial se control6 el procedimiento regulando la velocidad a la cual se
evapora el cloruro de metileno. Al llegar a un volumen aproximado de 0.5 mL se enjuago el
capilar con multiples deflexiones con disolvente, se le adicion0 estandar interno y se aforé

a 1 mL para su andlisis por CG-EM

Fortificacion Extraccion Filtracion
~ %2 -
= f - 5 min,
= = 4mL CH,Cl, por
19h previas 900ng extraccion -
HAP | il || 5 extraces e
T=-10°c | | W | extracciones .~. 5a-7inHg
& 100% potencia, 60°C ﬁ
X
= L

%,‘ Reduccién

Estdndar interno: Flujo de N,

Fenantreno-d 10 Extracto
reducido [

Analisis _ i _

CG-EM __

0.1 mL de CH,Cl; evaporado *min?

Figura 12. Esquema del procedimiento de extraccion utilizando la técnica de evaporacion por arrastre
de vapor para la concentracion del extracto
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4.2.4. Sistema abierto y cerrado

El enriquecimiento de las particulas se realiz6 con 900 ng de HAP 19 h previas a la
extraccion. La celda se acoplé a un condensador, permitiendo el reflujo del cloruro de
metileno durante la sonicacion y las condiciones de extraccion fueron las descritas en el
apartado anterior. Después de cada extraccion se permitid alcanzar la temperatura
ambiente y se enjuagdé con disolvente las paredes interiores del serpentin del condensador.
Al terminar la segunda extraccion se repitio el enjuague de la celda, el conector y todas las
juntas esmeriladas interiores. Posteriormente se redujo el volumen de los extractos en el
equipo EDO-SIMD, se agreg6 el estandar interno y se afor6 a 1 mL para su posterior

analisis en CG-EM (figura 13).

Fortificacion Extraccion Filtracidn
( — f. 5 min,
=~ 4mLCH,Cl, por
19h previas 900ng = extraccién -
HAP . &
T=-10°C 2 extracciones ®  5a-7inHg
100% potencia, 60°C ——
X<
) ]
%" Reduccidn
Esténdar interno: | Flujo de N,
Fenantreno-d 10 Extracto :
reducido
Analisis _ — _
CG-EM

0.1 mL de CH,Cl, evaporado *min!

Figura 13. Esquema del procedimiento de extraccion utilizando la celda acoplada a un condensador
(Patente en tramite No. MX/a/2012/000789
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4.3 Estandarizacion del método

Una vez establecido el procedimiento para el tratamiento de la muestra, se estandarizé el

método analitico. Para alcanzar este objetivo se realizaron las etapas mostradas en el

siguiente diagrama (figura 14).

Anadlisis cualitativo

Curvas de calibraciéon

s

Intervalo lineal de trabajo y
precision

Homocedasticidad

de las varianzas

k

Modelo de regresion

)

Limites de deteccidon y de
cuantificacién

Eficiencia por adicién
patron

Aplicacién del método

* ldentificacion de los analitos por tiempos de retencion relativos
a los estandares internos y por sus espectros de masas

* Curva instrumental: inyeccion por triplicado del estandar de
referencia en cada uno de los 9 niveles de calibracion .

* Curva de método: extraccién de 3 fortificados y 1 no fortificado
por cada uno de los 9 niveles de calibracién

*Calculos de los factores de respuesta relativos por nivel
*Evaluacion de coeficiente de variacién por nivel (Precision)
*Evaluacion del coeficiente de variacion entre niveles (Precision)
Ajuste del intervalo lineal de trabajo

*Comparacion de las varianzas entre niveles de calibracion (F de
Fisher)

* Célculo de la pendiente b,, y ordenada al origen a,,
ponderados

+ Coeficiente de correlacion de Pearson r y su evaluacion con t
de student

* Linealidad r?

*Evaluacion de la desviacion estandar de la regresion S .,

g

« Calculo de los limites de deteccién y de cuantificacion para la
curva instrumental y de método, basados en la regresion lineal
ponderada

«Calculo del porcentaje de recuperacion utilizando las areas
relativas de los estandares de referencia (curva instrumental) y
los fortificados (curva de método)

*Evaluacion de la relacién entre el porcentaje de recuperacion y
la masa de HAP adicionado

+ Andlisis de particulas emitidas por la combustion de diesel y
biodiesel a diferentes regimenes del motor.

Figura 14. Parametros evaluados en la estandarizacion del método analitico para determinar HAP en
particulas emitidas por la combustion de diesel y biodiesel
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4.3.1 Anadlisis cualitativo

4.3.1.1. Estandares

Los estandares de los HAP empleados en la estandarizacion del método analitico se
muestran en las tablas VI y VII, mientras que la tabla VIII muestra los HAP deuterados
utilizados como estandares internos para el andlisis por CG-EM. Se incluyeron en el
analisis HAP metilados debido a que existen reportes en la literatura que indican su

presencia en la emision de la combustion de diesel (Borras et al. 2009).

Tabla VI. Hidrocarburos aromaticos policiclicos empleados en la estandarizacion del método

analitico.
Compuesto Marca Pureza
Naftaleno Supelco 96-99%
Acenatftileno Supelco 96-99%
Acenafteno Supelco 96-99%
Fluoreno Supelco 96-99%
Fenantreno Supelco 96-99%
Antraceno Supelco 96-99%
Fluoranteno Supelco 96-99%
Pireno Supelco 96-99%
Benzo[a]fluoreno UltraScientific 99%
Benzo[a]antraceno Supelco 96-99%
Criseno Supelco 96-99%
Trifenileno UltraScientific 98%
Benzo[b]fluoranteno Supelco 96-99%
Benzo[K]fluoranteno Chem Service 98%
Benzo[e]pireno UltraScientific 99%
Benzo[a]pireno Supelco 96-99%
Perileno Chem Service 99%
Tripticeno UltraScientific 295 %
Indeno[1,2,3-cd]pireno UltraScientific 99%
Benzo[ghi]perileno Chem Service 99.20%
Dibenzo[a,c]antraceno UltraScientific 97%
Dibenzo[a,h]antraceno Supelco 96-99%

Tabla VII. Hidrocarburos aromaticos policiclicos metilados

empleados en la estandarizacién del

método.
Compuesto Marca Pureza
2-Metilantraceno UltraScientific 97%
1-Metilantraceno UltraScientific 295%
4 5-Metilenfenantreno AccuStandard 95%
9-Metilantraceno UltraScientific 96%
3,6-Dimetilfenantreno UltraScientific 97%
9,10-Dimetilantraceno UltraScientific 99%
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno UltraScientific 98%
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Tabla VIII. Hidrocarburos aromaticos policiclicos deuterados utilizados como estandares internos.

Compuesto Marca Pureza
Naftaleno-dg Chem service 99.5%
Acenafteno-dg Chem service 99%
Fenantreno-d;q Chem service 99%
Antraceno-dq Chem service 99%
Pireno-dg Chiron AS 99.8%
Benzo[a]antraceno-d;, Chem service 298 %
Criseno-d;, Chem service 99%
Benzo[b]fluoranteno-d;, Chem service 298 %
Benzo[k]fluoranteno-d;, Chem service =298 %
Benzola]pireno-d;, Chiron AS 99.2%
Perileno-d;» Chem service 99%
Benzo[ghi]perileno-d;, Chem service =98 %

4.3.1.2 Identificacion

Se calculo el tiempo de retencion relativo t, (adimensional) conforme a la siguiente

ecuacion para cada uno de los HAP de la tabla VI y VII.

_ Iy

ty = Ecuacion (4)

trei

Donde t,x es el tiempo de retencion absoluto del HAP y t es el tiempo de retencion

absoluto de su correspondiente estandar interno (HAP-d), ambos en minutos.

Ademas de los tiempos de retencién relativos, se utilizaron los espectros de masas de los
compuestos (Apéndice A) para la correcta asignacion de cada uno de los HAP a los picos
presentes en los cromatogramas, verificando que los iones secundarios tuvieran el mismo

t- que el ion principal seleccionado.
4.3.2 Analisis cuantitativo

Para determinar el intervalo de concentraciones de la curva de calibracion se realizd una
basqueda en la literatura de valores de masa de HAP por miligramo de particula colectada
en emisiones de motores a diesel y biodiesel (Borras et al 2009. , Portet-Koltalo et al.
2009), asi como de los analisis preliminares de muestras reales en el laboratorio (Valle-
Hernandez et al. enviado).

Los resultados de las estimaciones preliminares y la literatura consultada mostraron una
tendencia en la emisién; donde los compuestos de peso molecular entre 128 g mol™ y 202
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g mol™ (a excepcién del acenaftileno y acenafteno) y los HAP metilados se emitieron en

mayor cantidad que los HAP con peso molecular entre 228 g mol™*y 278 g mol™.

Para aquellos compuestos no reportados en la literatura pero hallados en las pruebas
preliminares, se estimaron sus concentraciones en funcibn de sus homdlogos

cromatograficamente mas cercanos.

Tomando en cuenta el perfil de emision mencionado y sus caracteristicas cromatograficas,
los compuestos se dividieron en dos grupos: el primero se preparé en un “intervalo de
concentraciones bajas” y el otro en un “intervalo de concentraciones altas”. La tabla IX
muestra las concentraciones de los niveles de calibracion para cada uno de estos grupos

en ng HAP por mg de particula colectada.

Tabla I1X. Niveles de la curva de calibracion del método analitico para los dos grupos: HAP de bajo
peso molecular, mas HAP metilados (concentraciones altas) y HAP de alto peso
molecular mas acenatftileno y acenafteno (concentraciones bajas).

[ ng de HAP mg™ particula]

Niveles concentracion 1 2 3 4 5 6 7 8 9
de la curva

Intervalo de 200.0 | 160.0 | 1200 | 80.0| 40.0| 30.0| 200/ 100 1.0
concentraciones altas

Intervalo de 210 | 185| 16.0| 13.5| 11.0 8.5 6.0 3.5 1.0

concentraciones bajas

[ ng de HAP totales]*

Intervalo de masas 1000.0 | 800.0 | 600.0 | 400.0 | 200.0 | 150.0 | 100.0 | 50.0 5.0
altas
Intervalo de masas 1050 | 925| 800| 675| 550| 425| 300| 17.5 5.0
bajas

*En 5 mg de particulas extraidas

4.3.2.1 Preparacion de las disoluciones “stock”

Para preparar las disoluciones “stock” de los HAP se pes6 en un vial ambar con tapa,
aproximadamente 1 mg de cada HAP en una balanza analitica marca Sartorius Analytic
modelo A200S y sensibilidad de 0.1 mg previamente verificada con pesas de 1y 20 mg
(Apéndice B). Se depositd 1 mL de tolueno grado HPLC con una micropipeta de precision
marca Gilson (100 - 1000 pL) y se pesOd nuevamente. Por udltimo, las disoluciones se
agitaron en un vortex y se guardaron a -10 °C. Se calcularon para todos los compuestos

las concentraciones en ng de HAP mg™ de disolucién y la masa total en cada nivel de
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concentracion. En el caso de los HAP —deuterados (HAP-d) se pesaron entre 0.5y 1.4 mg

aproximadamente (tablas X, Xly XII).

Tabla X. Masas y concentraciones de las disoluciones “stock” de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP).

Vial  Vial + Vial - Masa  Masa  HAP + [ng | ng |
Compuesto seco  HAP ;39;; HAP Tolueno Tolueno HAZ 29 HAZ é“L

[a] [a] g [mgl  [mg] Mgl gisolucién]  disolucion]
Naftaleno 3.2270 3.2282 4.0989 1.2 870.7 871.9 1376 1200000
Acenaftileno 3.2263 3.2271 4.1019 0.8 874.8 875.6 914 800000
Acenafteno 3.2201 3.2216 4.0935 1.5 871.9 873.4 1717 1500000
Fluoreno 3.2100 3.2110 4.0857 1.0 874.7 875.7 1142 1000000
Fenantreno 3.2399 3.2410 4.1163 1.1 875.3 876.4 1255 1100000
Antraceno 3.2284 3.2297 4.1011 1.3 871.4 872.7 1490 1300000
Fluoranteno 3.2228 3.2241 4.0930 1.3 868.9 870.2 1494 1300000
Pireno 3.2171 3.2180 4.0826 0.9 864.6 865.5 1040 900000
Tripticeno 3.2285 3.2294 4.0938 0.9 864.4 865.3 1040 900000
Benzo[a]fluoreno 3.1970 3.1981 4.0675 1.1 869.4 870.5 1264 1100000
Benzo[a]antraceno 3.2181 3.2191 4.0903 1.0 871.2 872.2 1147 1000000
Trifenileno 3.2375 3.2387 4.1112 1.2 872.5 873.7 1373 1200000
Criseno 3.2582 3.2591 4.1298 0.9 870.7 871.6 1033 900000
Benzo[b]fluoranteno 3.2318 3.2330 4.0991 1.2 866.1 867.3 1384 1200000
Benzo[K]fluoranteno 3.2112 3.2123 4.0785 1.1 866.2 867.3 1268 1100000
Benzole]pireno 32108 3.2208 40886 10 867.8  868.8 1151 1000000
Benzo[a]pireno 3.1915 3.1930 4.0592 1.5 866.2 867.7 1729 1500000
Perileno 3.2311 3.2324 4.0984 1.3 866.0 867.3 1499 1300000
Dibenzo[a,clantraceno 3.2070 3.2079 4.0737 0.9 865.8 866.7 1038 900000
Indeno[1,2,3-cd]pireno 3.2274 3.2284 4.0955 1.0 867.1 868.1 1152 1000000
Dibenzo[a,h]antraceno 3.2367 3.2376 4.0838 0.9 846.2 847.1 1062 900000
Benzo[ghi]perileno 3.2608 3.2616 4.1269 0.8 865.3 866.1 924 800000

Tabla XI. Masas y concentraciones de las disoluciones “stock” de hidrocarburos aromaticos
policiclicos metilados (Me-HAP).

Vial+

Vial Vial+  Me-HAP Masa Masa Me'fAP Mef‘ﬂ AP Me[_”g P

Me-HAP seco Me-HAP + Me-HAP  Tolueno Tolueno  mg”de mL™ de
[d] d] TO'[Z?”O [mg] [mg] [mg]  disolucion disolucion]
4,5-Metilenfenantreno 3.2224 3.2232 4.0879 0.8 864.7 865.5 924 800000
1-Metilantraceno 3.2307 3.2314 4.0985 0.7 867.1 867.8 807 700000
2-Metilantraceno 3.2139 3.2151 4.0778 1.2 862.7 863.9 1389 1200000
9-Metilantraceno 3.1712 3.1725 4.0371 1.3 864.6 865.9 1501 1300000
9,10-Dimetilantraceno 3.2563 3.2572 4.1246 0.9 867.4 868.3 1037 900000
3,6-Dimetilfenantreno 3.2358 3.2368 4.1010 1.0 864.2 865.2 1156 1000000
7,12- 3.2500 3.2508 4.1156 0.8 864.8 865.6 924 800000

Dimetilbenzo[a]antraceno
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Tabla XII. Masas y concentraciones de las disoluciones “stock” de hidrocarburos aromaticos
policiclicos deuterados (HAP-d) (estandares internos).

vial - vials o UER W Masa  HAPr HAP[[]olg mg’ HAR
HAP-d seco HAP-d +Tolueno d Tolueno Tolueno ! e mL! de

[a] [l [l mg  [Mdl [Mal  gisolucion]  disolucion]
Naftaleno-dg 3.5030 3.5043 43667 1.3 862.4 863.7 1505 1300000
Acenafteno-dg 3.4480 3.4494 43116 1.4 862.2 863.6 1621 1400000
Fenantreno-d;q 3.4345 3.4354 42960 0.9 860.6 861.5 1045 900000
Antraceno-dqg 3.4486 3.4493 4.3117 0.7 862.4 863.1 811 700000
Pireno-d;q 3.4289 3.4302 42937 1.3 863.5 864.8 1503 1300000
Benzo[a]antraceno-d;,  3.4455 3.4463 4.3088 0.8 862.5 863.3 927 800000
Criseno-d;» 3.4681 3.4686 43291 0.5 860.5 861.0 581 500000
Benzo[b]fluoranteno-d;, 3.2415 3.2429 41060 1.4 863.1 864.5 1619 1400000
Benzo[k]fluoranteno-d,, 3.4323 3.4329 4.2914 0.6 858.5 859.1 698 600000
Benzo[a]pireno-d;, 3.4114 3.4120 42699 0.6 857.9 858.5 699 600000
Perileno-d;, 3.4595 3.4603 43205 0.8 860.2 861.0 929 800000
Benzo[ghi]perileno-d;, 3.4249 3.4255 4.2844 0.6 858.9 859.5 698 600000

4.3.2.2 Preparacion de las disoluciones madre, de trabajo y de fortificacién para las

curvas de calibracion

El primer paso para construir las curvas de calibracion instrumental y de método fue
preparar 2 disoluciones de trabajo: una agrupando los compuestos en el “Intervalo de
concentraciones altas” (DTA) y la otra agrupando a los compuestos en el “Intervalo de
concentraciones bajas” (DTB). A partir de cada disolucion de trabajo se prepararon las
disoluciones de trabajo (DTA1, DTA2, DTB1, DTB2), de las que se tomaron y mezclaron
alicuotas para preparar 9 disoluciones de fortificacién (DF).

Finalmente, de cada disolucion de fortificacion se tomo6 una alicuota y se aforé a 1 mL para
construir la curva instrumental, mientras que para construir la curva de método se

fortificaron y extrajeron 3 fragmentos de los filtros con matriz (figura 15).
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Disoluciones " stock" de HAP individuales

) | | | e | e (S| e | | | | Gy | | ) | G | s | oy | e | oy

HAP en intervalo de concentraciones altas HAP en intervalo de concentraciones bajas
\\/ e R/ =
Disolucién madre Disoluciones de trabajo Disolucién madre Disoluciones de trabajo

DMA| DTA1 TA2 oms [DTE DTE?
-0 T=0-E

[DF1 | DF2 | | DF3| DF4 DF7

/ Para cada nivel de calibracion \

p—

Curva instrumental

Ll <’ I
\ « i ' ' Curva de método

(3 fortificados) J

Figura 15. Preparacion de las disoluciones madre, de trabajo y de fortificacion para las curvas de
calibracion

Las tablas Xl y XIV, muestran los datos de la preparacion de las disoluciones madre,
DMA y DMB, respectivamente. En la segunda columna se encuentran los datos de la
concentracién de las disoluciones “stock” de cada compuesto en ng de HAP por mg de
disolucion. La preparacion de cada disolucion se realizé pesando en un vial ambar cada
una de las alicuotas mostradas en la tercera columna mas el volumen de tolueno agregado

para obtener un volumen final de 1.85 mL con masa de 1588.2 mg.
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Para obtener la concentracion en ng HAP por mg de disolucion madre se multiplico la
masa de HAP presente en la alicuota por la masa de la disolucion de dicha alicuota y se
dividié entre la masa final de la disoluciébn madre (1588.2 mg) (ecuacién 5). La ultima

columna muestra la concentracién en ng de HAP por mL de disolucién (1.85 mL) segun la

ecuacion 6.
ng _ ng de HAP [mg de la alicuota] .,
DMA, m_g a [ mg de disolucién "stock" ] * [mg de la disolucién madre] (ECU&CIOH 5)
ng _ ng de HAP [mg de la alicuota] .,

DMA, mL [ mg de disolucién “stock” ] * [mL de la disolucién madre] (ECU&CIOI’] 6)

Por ejemplo, para el naftaleno
ng de naftaleno 1376 ng [52.7 mg]
- — = [ ] * = 45.67
mg de disolucién DMA mg [ 1588.2 mg]
ngdenaftaleno ~ 11376ng 1 [52.7mg]
mL de disolucion DMA [ mg ] “Tiesmy o206
Tabla XIIl. Disoluciones “stock”y disolucion madre en concentraciones altas (DMA)
Masa Masa de
“Stocks” Alicuota de la DMA DMA
HAP [ng mg™] [uL] alicuota HAP en la [ng mg™] [ng mL™]
alicuota [pg]
[mg]

Naftaleno 1376 62 52.7 72.5 45.67 39206.1
Fluoreno 1142 74 63.6 72.6 45.73 39258.2
Fenantreno 1255 67 57.6 72.3 45.52 39078.8
Antraceno 1490 57 49.5 73.7 46.43 39857.7
2-Metilantraceno 1389 62 53.2 73.9 46.53 39944.6
1-Metilantraceno 807 106 914 73.7 46.42 39852.3
4,5-Metilenfenantreno 924 93 79.7 73.9 46.38 39820.8
9-Metilantraceno 1501 57 48.5 72.8 45.85 39359.1
3,6-Dimetilfenantreno 1156 74 62.8 72.6 45.70 39234.8
Fluoranteno 1494 57 48.7 72.8 45.81 39326.2
9,10-Dimetilantraceno 1037 82 69.8 72.3 45.55 39107.2
Pireno 1040 82 70.2 73.0 45.96 39458.5
Tolueno agregado ™~ -—--—--- 977 840.5

2=1850 x=1588.2
DMA Disolucién madre a concentraciones altas
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De manera similar, la DMB (Tabla XIV) se prepar¢ aforando la disolucion a 1 mL con masa
de 828.0 ng.

Tabla XIV. Disoluciones “stock”y disolucion madre en concentraciones bajas (DMB).

Masa Masa
HAP ‘Stocks”  Alicuota ~ de la de HAP DMB* DMB*.
[ng mg™] [uL] alicuota alicuota [ng mg™] [ng mL™]
(mg] [ug]

Acenatftileno 914 31 26.5 24.2 29.24  24212.0
Acenafteno 1717 17 14.2 24.4 29.45 24387.5
Tripticeno 1040 28 23.1 24.0 29.02 24026.3
Benzo[a]fluoreno 1264 23 17.4 22.0 26.55 21987.4
Benzo[a]antraceno 1147 25 20.3 23.3 28.11 23274.5
Trifenileno** + 1373 10 7.1 9.8 11.78 9751.6
Criseno** 1033 14 9.6 9.7 11.97 9912.8
Benzo[b]fluoranteno 1384 21 15.7 21.7 26.24 21722.6
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno 924 31 24.3 22.5 27.12 22458.4
Benzo[K]fluoranteno 1268 23 17.9 22.7 27.42 22702.6
Benzo[e]pireno 1151 25 16.3 18,8 22.66 18761.5
Benzo[a]pireno 1729 17 11.9 20.6 2484  20571.6
Perileno 1499 19 13.6 20.4 24.62 20385.1
Dibenzo[a,c]antraceno 1038 28 21.8 22.6 27.34 22637.6
Indeno[123-cd]pireno 1152 25 195 22.5 27.13  22462.8
Dibenzo[a,h]antraceno 1062 28 22.6 24.0 29.00 24011.3
Benzo[ghi]perileno 924 31 25.0 23.1 27.89 23092.0
Tolueno agregado - 605 521.2- -----me-- -

2=1000 2=828.0
* DMB Disolucién madre a concentraciones bajas

**Se cuantificaron como la suma de los compuestos, por ello las concentraciones de cada uno
estan a la mitad

Como lo muestra la tabla IX el nivel 5 es la concentracion intermedia de las curvas de
calibracion en ambos intervalos, siendo ésta la seleccionada para preparar los estandares

internos.

De manera analoga a los HAP, también se prepararon mezclas por separado de sus
homologos deuterados; una correspondiente a los estandares internos de los compuestos
a concentraciones altas (DMA-d) y otra agrupando a los HAP deuterados para los
compuestos a concentraciones bajas (DMB-d). A partir de cada disolucibn madre se
prepararon las disoluciones de trabajo (DTA-d, DTB-d), las que se mezclaron para
preparar la disolucién de estandares internos (DEI) con todos los compuestos deuterados

como lo ilustra la figura 16.
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Disoluciones" stock" de HAP-d individuales

\_ HAP-d en intervalo de concentracionesaltas / \_ HAP-d en intervalo de concentracionesbajas /

Disolucion madre Disolucién de trabajo Disolucion de trabajo Disolucion madre

DMB-d

DMA-d

Disolucion de estandar interno

y

Figura 16. Preparacion de las disoluciones madre, de trabajo y disolucion de estandares internos

Las tablas XV y XVI muestran las concentraciones de las disoluciones “stock” de cada
HAP-d de las que se partieron para preparar las disoluciones madre. En la segunda
columna se encuentra la concentracion de las disoluciones “stock” de cada compuesto en
ng de HAP por mg de disolucién. La preparacion de cada disolucion se realizé pesando en
un vial ambar cada una de las alicuotas mostradas en la tercera columna mas el volumen
de tolueno agregado, la suma de las alicuotas y el tolueno completaron un volumen final de
1.851 mL, con masa de 1588.7 mg.

Para obtener la concentracién en ng de HAP por mg de disolucion madre se multiplico la
masa de HAP presente en la alicuota por la masa de la misma y se dividié entre la masa
final de la disolucion (ecuacién 5), en la Gltima columna se muestra la concentracién en ng

de HAP por mL de disolucion segun la ecuacion 6.

Tabla XV. Disolucion madre a concentraciones altas de HAP-deuterados (DMA-d).

Masa de Masa de

HAP-d Stocks'  Alicuota | jicyora  HAP-den — pyn g DMA-d *

[ng mg™] [uL] la alicuota -1 -1

[mg] fug] [ng mg~] [ng mL™]
Naftaleno-ds 1505 57 47.3 71.2 44.81 38460.9
Fenantreno-dy 1045 82 69.7 72.8 45.83 39336.7
Antraceno-d 811 105 90.1 73.1 46.00 39476.6
Pireno-dyq 1503 57 49.3 74.1 46.65 40036.1
Tolueno agregado ~ -—-—---- 1550 13323 mmmeemem e

2=1851 x=1588.7
*DMA-d Disolucién madre de deuterados a concentraciones altas
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De manera similar, la DMB-d (Tabla XVI) se prepar6 aforando la disolucion a 1.85 mL con
masa de 1639.4 ng

Tabla XVI. Disolucién madre a concentraciones bajas de HAP-deuterados (DMB-d).

Masa
p » . Masadela HAP-d
HAP-d Stocks AU Talicuota en *DMB-d *DMB-d
[ng mg"] [ut] [mg] alicuota  [ng mg™] [ng mL™
[ug]
Acenafteno-dig 1621 53 44.3 71.8 43.81 36828.5
Benzo[a]antraceno-d;, 927 93 85.9 79.6 48.56 40821.3
Benzo[b]fluoranteno-d;, 1619 53 36.8 60.0 36.35 30561.6
Benzo[k]fluoranteno-d;, 698 125 106.3 74.2 45.29 38072.0
Benzo[a]pireno-d;, 699 125 107 74.8 45.62 38349.5
Perileno-d;, 929 92 78.8 73.2 44.66 37547.3
Benzo[ghi]perileno-d;, 698 125 106.6 74.4 45.39 38161.7
Criseno-d;, 581 100 83.3 48.4 29.51 24807.2
Tolueno agregado ~ -—-—--- 1184 9904 0000 e -

¥=1850 X=1639.4
*DMB-d Disolucion madre de deuterados a concentraciones bajas

Para preparar las disoluciones de trabajo, DTAL1, DTB1, DTA-d y DTB-d se tomaron
alicuotas de las disoluciones madre DMA, DMB, DMA-d y DMB-d, respectivamente
aforadas con tolueno. Las concentraciones de cada compuesto en ng por mg de disolucién
se obtuvieron multiplicando su concentracion en la disolucibn madre por la masa de la
alicuota y dividiendo entre la masa total de la disolucion (ecuacién 7) mientras que las
concentraciones en ng por mL de las disoluciones de trabajo se calcularon segun la

ecuacion 8.

ng HAP ] _ ng de HAP ] N [mg de la alicuota]
mg disolucién de trabajo - mg de disoluciéon madre [mg totales de la disolucion de trabajo] (Ecuacién 7)
ng HAP ng de HAP mg de la alicuota ..
o . ]=[ e ]* mg de 1 — ] , (Ecuacion 8)
mL disolucién de trabajo mg de disolucién madre [mL totales de la disolucién de trabajo]

Utilizando las disoluciones DTA1 y DTB1, se llevé a cabo el mismo procedimiento para
preparar las disoluciones de trabajo: DTA2, DTB2. Todas las disoluciones anteriores fueron

preparadas en tolueno grado HPLC.

En la tabla XVII se registran las concentraciones en ng mL™ y ng mg™ en las disoluciones

de trabajo (DTA1 y DTA2) de los HAP que conforman el grupo de concentraciones altas,
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mientras que la tabla XVIII registra las concentraciones de los HAP del grupo de

concentraciones bajas.

Tabla XVII. Disoluciones de trabajo de HAP a concentraciones altas (DTA1y DTAZ2).

HAP DTA 1 DTA 2

ng HAP ngmL* ngmg* ng HAP ng mL™ ng mg*
Naftaleno 3132.9 7832.2 9.07 34.5 689.1 0.807
Fluoreno 3137.0 7842.6 9.08 34.5 690.1 0.808
Fenantreno 3122.7 7806.8 9.04 34.3 686.9 0.804
Antraceno 3184.9 7962.4 9.22 35.0 700.6 0.820
2-Metilantraceno 3191.9 7979.7 9.24 35.1 702.1 0.822
1-Metilantraceno 3184.5 7961.3 9.22 35.0 700.5 0.820
4 5-Metilenfenantreno 3182.0 7955.0 9.21 35.0 699.9 0.820
9-Metilantraceno 3145.1 7862.8 9.10 34.6 691.8 0.810
3,6-Dimetilfenantreno 3135.2 7837.9 9.07 34.5 689.6 0.808
Fluoranteno 3142.5 7856.2 9.10 34.6 691.3 0.809
9,10- 3125.0 7812.4 9.04 34.4 687.4 0.805
Dimetilantraceno
Pireno 3153.1 7882.6 9.13 34.7 693.6 0.812

Para preparar DTA 1 se tomaron 80 pL (68.6 mg) de DMA y se aford a 400 pL con tolueno (345.5 mg).
Para preparar DTA 2 se tomaron 5 pL (3.8 mg) de DTAL y se afor6 a 50 L con tolueno (42.7 mg).

Tabla XVIII. Disoluciones de trabajo de HAP a concentraciones bajas (DTB1y DTB?2).

HAP DTB 1 DTB 2

ng HAP ng mL* ngmg®  ng HAP ngmL?  ngmg?
Acenatftileno 3535.3 5702.1 6.61 378.1 1080.1 1.28
Acenafteno 3560.9 5743.4 6.66 380.8 1088.0 1.29
Tripticeno 3508.2 5658.4 6.56 375.2 1071.9 1.27
Benzo[a]fluoreno 3210.5 5178.2 6.00 343.3 980.9 1.16
Benzo[a]Antraceno 3398.4 5481.3 6.35 363.4 1038.3 1.23
Trifenileno + 1423.9 2296.6 2.66 152.3 435.0 0.52
Criseno 1447.4 2334.5 2.71 154.8 442.2 0.52
Benzo[b]fluoranteno 3171.8 5115.8 5.93 339.2 969.1 1.15
7,12- 3279.3 5289.1 6.13 350.7 1001.9 1.19
Dimetilbenzo[a]antraceno
Benzo[Kk]fluoranteno 3314.9 5346.6 6.20 354.5 1012.8 1.20
Benzo[e]pireno 2739.5 4418.5 5.12 292.9 837.0 0.99
Benzo[a]pireno 3003.8 4844.8 5.62 321.2 917.7 1.09
Perileno 2976.5 4800.8 5.56 318.3 909.4 1.08
Dibenzo[a,c]lantraceno 3305.4 5331.3 6.18 353.5 1009.9 1.20
Indeno[123-cd]pireno 3279.9 5290.2 6.13 350.7 1002.1 1.19
Dibenzo[a,h]antraceno 3506.0 5654.8 6.55 374.9 1071.2 1.27
Benzo[ghi]perileno 3371.8 5438.3 6.30 360.6 1030.2 1.22

Para preparar DTB 1 se tomaron 140 pL (120.9 mg) de DMB y se afor6 a 620 L con tolueno (414 mg).
Para preparar DTB 2 se tomaron 70 pL (57.2 mg) de DTB1 y se afor6 a 350 pL con tolueno (238.1 mg).
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Con los compuestos deuterados se prepard la disolucion de estandar interno DEI
mezclando las disoluciones DTA-d y DTB-d, se trasvasaron las disoluciones de trabajo a
un matraz aforado de 10 mL registrando la masa de cada una de ellas, se completd el
aforo y se volvio a pesar. Las concentraciones mostradas en la tabla XIX se obtuvieron

usando la ecuacion 9.

ng HAP ] ng de HAP ] [mg de la alicuota]

(Ecuacion 9)

mL disolucidn est.interno mg en la disolucién de trabajo [mL totales de la disolucén est. interno]

Tabla XIX. Disoluciones de trabajo y disolucion de estandar interno de HAP-deuterados.

HAP-d DTA-d DEI*
concentraciones altas ng HAP-d ng mL™ ng mg* ng mL*
Naftaleno-dg 19139.4 18228.0 21.3 1851
Fenantreno-dig 19575.3 18643.1 21.8 1893
Antraceno-dg 19644.9 18709.4 21.8 1900
Pireno-dg 19923.3 18974.6 22.1 1927
HAP-d DTB-d
concentraciones bajas ng HAP-d ng mL™ ng mg*
Acenafteno-dg 5624.7 5624.7 6.2 548
Benzo[a]antraceno-d;, 6234.5 6234.5 6.9 607
Benzo[b]fluoranteno-d;, 4667.6 4667.6 5.2 455
Benzo[Kk]fluoranteno-d;, 5814.6 5814.6 6.4 567
Benzo[a]pireno-d;» 5857.0 5857.0 6.5 571
Perileno-d;» 5734.5 5734.5 6.4 559
Benzo[ghi]perileno-d;, 5828.3 5828.3 6.5 568
Criseno-d, 3788.7 3788.7 4.2 369

*Para preparar DEI se tom6 1 mL de DTA-d (870.2 mg) y 1 mL de DTB-d (879.5mg) y se aforaron
a 10 mL con cloruro de metileno.

Se prepararon las disoluciones con las que se fortificaron (DF) cada uno de los niveles de
la curva de calibracién del método y con las que también se preparé la curva de calibracion

instrumental, el volumen final de cada disolucién de fortificacion fue 0.30 mL.

Se utilizé un Y4 de filtro con particulas para la extraccion de cada fortificado en la curva de
método. A cada Y de filtro se le agregaron 0.05 mL de la disolucion de fortificacion
conteniendo los ng de HAP correspondientes para obtener la masa calculada en cada nivel
de la curva mostrados en la tabla IX. Por ejemplo, el nivel 5 indica 200 ng de HAP a
concentraciones altas y 55 ng de HAP a concentraciones bajas, tomando en cuenta el
volumen con el que se fortifico y el volumen final, la cantidad calculada de HAP en la DF

para el nivel 5 se obtuvo de la siguiente manera:
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HAP a concentraciones altas:

200 ng de HAP mg de particula™?!
0.050 mL (vol. de adicion)

* 0.3 mL (vol. final de DF) = 1200 ng de HAP

HAP a concentraciones bajas:

55 ng de HAP mg de particula™?
0.050 mL (vol.de adicion)

* 0.3 mL (vol.final de DF) = 330 ng de HAP mL™?!

Una vez calculadas las concentraciones de todos los HAP en las disoluciones de
fortificacidn, se calcularon los volumenes de las alicuotas provenientes de las disoluciones
madre o de trabajo necesarias para su preparacion (figura 15). En la tabla XX se muestran
los miligramos de las alicuotas tomadas de las disoluciones madre y de las de trabajo para

cada DF.

Tabla XX. Preparacion de las disoluciones de fortificacion aforadas a 300 pL con tolueno.

Masa requerida* [mg] de disolucién requeridos para la preparacion de cada nivel

HAP a HAP a

conc. conc. DMA DTA1 DTA2 DTB1 DTB2

altas bajas

[ng]* [ng]* vol. masa | vo. masa | vol. masa | vol. masa | vol. masa

ut]  [mg] | [ut]  [mg] | [ut]  [mg] | [pL]  [mg] | [uL]  [mg]

DF 1 6000 630 152 1305 128 109.8 | ---—---  -—--—--
DF 2 4800 555 122 104.9 112 835 | - -
DF 3 3600 480 91 78.2 97 83.5 | - -
DF 4 2400 405 61 52.5 82 70.6 | -------  ---—--
DF5 1200 330 | - - 152 130.9 | ---—---  --m---- 67 575 | - ---—-
DF 6 900 255 | - e 114 97.8 | ----- - 52 447 | === -
DF 7 600 180 | ------- - 76 65.7 193 165.9
DF 8 300 Q0 | == - 38 32.9 112 96.5
DF 9 30 30 43 36.1 | ------- e 32 27.2

*ng de HAP en 300 pL de disolucion de fortificacion (DF)

Para ejemplificar, tomemos de nuevo el nivel 5 de la curva, la disolucion de fortificacion
debe tener una masa aproximada de 1200 ng (concentracién de 4000 ng mL™) para los
HAP a concentraciones altas y de 330 ng (concentracién de 1100 ng mL™?) para los HAP a
concentraciones bajas. Para su preparacion se tomaron 152 uL de la disolucion DTAL que
pesaron 130.9 mg y se mezclaron con 67 pL de la DTB1 cuyo peso fue de 57.5 mg,

finalmente se agregaron 81 pL de tolueno para completar el volumen final de 300 pL.
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4.3.3. Tratamiento de la muestra

4.3.3.1. Colecta y preservacion de las muestras empleadas como matriz para la

estandarizacion

Se colectaron particulas de la emision de la combustién de un motor a diesel empleando
filtros de fibra de vidrio con recubrimiento de teflon. Estos filtros fueron acondicionados
previamente extrayéndolos en ultrasonido con acetona y posteriormente con cloruro de
metileno durante 8 min para retirar la materia organica. Después se secaron y se pesaron
en la balanza analitica, previamente verificada con pesas de 1 mg y 20 mg E2 (apéndice
B). Los filtros se envolvieron en papel aluminio y se mantuvieron en refrigeracion durante

Su transporte.

Previo al muestreo, el motor sin carga (Mercedes Benz modelo 2002) permanecio prendido
10 a 15 min para precalentarlo. Posteriormente se encendié la bomba de vacio durante 20

min. La temperatura dentro de la camara de muestreo fue 80 °C.

Motor a
Diesel

Bomba

A

\ “y4—Filtros de vacio

Termémetro — |

A

Salida

Camara de muestreo

Figura 17. Colecta de particulas < 2.5 um emitidas por la Figura 18. Filtro de fibra de vidrio
combustion de diesel recubierto con teflén
después del muestreo

Al término de cada muestreo se retiraron los filtros de los portafiltros y se envolvieron en
papel aluminio. La masa de particulas colectadas se obtuvo mediante la diferencia de la
masa del filtro antes y después de la colecta. En promedio se colectaron 20 mg de
particulas por filtro.

Una vez colectadas, se almacenaron a — 20 °C hasta su extraccion. Durante su transporte
y almacenamiento se evitdO la exposicion de los filtros a la luz, mientras que las

extracciones se llevaron a cabo con luz amarilla para evitar su foto-oxidacion.
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4.3.3.2 Preparacién de la matriz

La extraccion de las muestras indicd que la cantidad de materia organica extraida (MOE)
superaba el 90 % en masa, debido probablemente a la falta de carga del motor que
provoco una baja eficiencia en la combustion del diesel. Para evitar interferencias debidas
a este problema que ocasiono la presencia en el filtro de diesel no quemado, estos fueron
extraidos en un bafo ultrasonico a 60 °C durante 30 min para dejar unicamente a los filtros

con las particulas emitidas, utilizadas como la matriz para la curva de método.
4.3.3.3 Fortificaciéon de los filtros para la extraccion de la curva de método

Cada filtro se dividi6 en cuartos (figura 19); a uno de ellos no se le adicionaron HAP,
mientras que los otros tres fueron fortificados con 50 pL de la disolucién de fortificacion de

cada nivel de la curva de calibracion.

Fortificado 3

Figura 19. Filtro dividido con particulas de la emision por combustion de diesel
%, como blanco de los fortificados y %1 para 3 réplicas de fortificados

La fortificacion se llevé a cabo en la celda de forma que el contacto de los analitos fuese lo
mas homogéneo posible con las particulas (figura 19). Este procedimiento se realizé al

menos 19 h antes de su extraccion almacenandolos a -10 °C.
4.3.3.4 Procedimiento de extraccion

Todo el material de vidrio se lavé previamente, se enjuagd con agua destilada, acetona y

finalmente con cloruro de metileno para evitar cualquier contaminacion cruzada.

A la muestra en la celda se le adicionaron 4 mL de cloruro de metileno, que fue la cantidad

adecuada para cubrir la muestra completamente (figura 20).
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Figura 20. Celda de extraccion con la muestra a. antes y b. después de la adicion del disolvente

La celda con la muestra se acoplé al condensador (figura 21) mediante un conector con
junta esmerilada (figura 22), que sella el sistema y evita fugas durante el reflujo del
disolvente (patente en tramite No. MX/a/2012/000790)

Figura 21. Condensadores con conectores Figura 22. Celdas acopladas a los condensadores
de juntas esmeriladas

Posteriormente, las celdas se colocaron dentro del bafio ultrasénico a 60 °C cuidando que
el nivel de agua en el bafio coincidiera con el nivel de disolvente dentro de la celda (figura
23). La sonicacion fue al 100 % de potencia sin pulsos y durante 5 min.

Figura 23. Extraccion dentro del bafio ultrasénico
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Una vez terminada la extraccion, se les dej6 enfriar a temperatura ambiente, se enjuagaron
tanto las paredes internas del condensador como la junta esmerilada del conector con la

minima cantidad de cloruro de metileno posible.

Para filtrar el extracto, se colocé la celda en el Visiprep SUPELCO (figura 24), se abrio la
valvula giratoria y se hizo vacio con una bomba, el extracto pasé a través del filtro de PTFE
de 13 mm de diametro con un tamafio de poro de 0.22 um marca GRACE ubicada entre la
celda y la vélvula del visiprep (figura 25), recibiendo en un vial ambar el extracto. Antes de
filtrar la totalidad del extracto se enjuagaron las paredes de la celda con cloruro de
metileno. El extracto y sus enjuagues se colocaron en un vial ambar (figura 26) y se

guardaron a -10°C.

Figura 24. Visiprep 24 SUPELCO® modelo Figura 25. Filtracion Figura 26. Volumen total
5-7250 conectado a la bomba de vacio del extracto

Este procedimiento (extraccion-filtracién) se repitid 2 veces colocando ambos extractos en

el mismo vial con un volumen total entre 10 y 12 mL.

Posteriormente, se coloco la tapa bihoradada del evaporador de disolventes orgénicos por
arrastre de vapor acoplado a un sistema con multiples deflexiones (No de patente en
tramite MX/a/2012/00791) y se conecto6 al flujo de nitrogeno. En este sistema el N, entra
por uno de los orificios de la tapa del vial y el disolvente que se arrastra por el gas sale por
el capilar de vidrio con multiples deflexiones insertado en misma la tapa (figuras 27 y 28).
Se concentraron todos los extractos hasta un volumen aproximado de 0.5 mL, con una
pipeta pasteur se transfirio el extracto a un matraz aforado y se enjuagé el capilar, con ese

mismo disolvente de enjuague se completo el aforo a 1 mL.
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Salida del CH,Cl;

!

[ <— Flujode N;
Retencion de los analitos en
las deflexiones del capilar

<«+— Extracto

Figura 27. Esquema para la concentracién Figura 28. Viales para la concentracién
de los extractos de los analitos

Después del aforo, los extractos se colocaron en viales ambar y se guardaron a -10° C

hasta el momento de su analisis cromatografico

4.3.4 Andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM)

Se tom6 una alicuota de 360 pL de cada vial aforado (curva de método, curva instrumental
y muestras reales), se deposité en un vial de inyeccién con inserto y se le adicionaron 40
uL de la disolucion de estandar interno. La curva instrumental se inyectd por triplicado,
mientras que todos los demas extractos se inyectaron por duplicado. Todas las muestras

se analizaron por CG-EM con las condiciones sefialadas en la tabla V.

4.3.5 Determinaciéon de los pardmetros de estandarizacion del método

4.3.5.1 Intervalo lineal de trabajo y precision

Se calcularon los factores de respuesta relativos (F,;) (ecuacion 10) por compuesto para
cada nivel de ambas curvas de calibracion mediante el cociente de las areas relativas (Ay)
y las concentraciones relativas (C;) como lo muestra la ecuacion 11.

Fpo = o (Ecuacion 10)
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C = Coi (Ecuacion 11)

donde A, = arearelativa
C, = concentracion o masa relativa
Cyx = concentracién o masa del HAP

Cej = concentracién o masa del estandar interno, HAP — d

Las areas relativas correspondientes a la curva del método se calcularon restando las
areas relativas de los fortificados, de las no fortificadas en cada nivel. Posteriormente se

calcularon los factores de respuesta relativos.

El intervalo lineal de trabajo quedo delimitado eliminando los niveles de concentracion cuyo
coeficiente de variacion fuera mayor a 20 % y con ello se determind el rango, que

representa la magnitud de éste intervalo, restando las masas maximas y minimas de HAP.
Rango = masa max.de HAP — masa min. de HAP (Ecuacion 12)

La precision del método se evalu6 en cada nivel y entre todos los niveles. Para evaluar la
precision por nivel se calculd el coeficiente de variacion de los F, entre los triplicados de
cada concentracion de la curva instrumental, mientras que para la curva de método se

calculdé entre los fortificados del mismo nivel.

La precision en el intervalo de calibracion se evalu6 calculando el coeficiente de variacion

de los factores de respuesta relativos entre los distintos niveles de la curva de calibracion.
4.3.5.2 Homocedasticidad

Se evalué la homocedasticidad de las varianzas dentro del intervalo de calibracion
mediante el estadistico “F de Fisher” descrito por la ecuacion 13.

s
S5

F= (Ecuacion 13)

Donde S,y Sy’ se disponen en la ecuacién de modo que F sea siempre > 1, la hipétesis
nula Ho es “las varianzas son iguales” y la hipoétesis alternativa H, es “las varianzas son
diferentes”. Si el valor de Fcacuiado €S mayor al valor F de tablas a n - 1 grados de libertad,
se rechaza Ho (Miller y Miller 2002).
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4.3.5.3 Regresidn lineal ponderada

Si al menos una relacion entre las varianzas de los distintos niveles fue diferente, no hubo
homocedasticidad en el intervalo de calibracién, lo que sugierié la transformacion de la
variables o el uso de una regresion lineal ponderada. Al usar este modelo se le di6 a cada
nivel un peso proporcional a su varianza y la recta ajustada pasaria mas cerca de aquellos
puntos con menor varianza que de los puntos donde ésta fue mayor, la manera de asignar
este peso es utilizando un ponderador W que es inversamente proporcional a la varianza
del nivel de calibracién correspondiente (ecuacion 14).

_ St
%iS; 2/n

W, (Ecuacion 14)

En el caso de la curva instrumental, las areas fueron el promedio de las tres inyecciones de
cada nivel mientras que en el método fueron el promedio de las areas de los tres

fortificados.

La linea recta resultante de la regresion lineal ponderada tiene pendiente b,

b = LiWiXi¥i —n XwYw 5
w Yiwixf -nx (Ecuacién 15)
y ordenada a,,
Ay = Yw —bw Xy (Ecuacion 16)
Donde
Yo = Zi% (Ecuacion 17)
X, =y (Ecuacion 18)

n

Xw € Y, representan los centros de gravedad ponderados (Miller y Miller 2002).

Tambien se calculo el estadistico S, ponderado que estima los errores aleatorios en la

direccion “y” mediante la ecuacion 19.
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S _ | Ziwi (i= 9i)? (Ecuacion 19)
/xw — n—2

Se calculd el coeficiente de correlacion r (ecuacién 20), evaluado con el estadistico t

(ecuacion 21). Si el valor de teacuado fue mayor o igual al valor de t de tablas a un nivel del
99 % de confianza con n-2 grados de libertad, se rechazé la hipétesis nula (Hp) “No hay
correlacion lineal”.

2illxi—x)(yi-y)}

"7 R 500 (Ecuacion 20)

¢ — Irlvn-2 (Ecuacion 21)

1— 712

Otro parametro usado para evaluar la linealidad del método, fue el coeficiente de
determinacioén dado por r?, ya que es una medida del porcentaje de varianza explicada por
el modelo, el que fue evaluado a través de un andlisis de varianza (ANOVA) empleado
como herramienta adicional para evaluar la linealidad del método. Este analisis consiste en
dividir la variacion total de y en dos varianzas: aquella explicada por la regresion y la

debida al error (figura 29).

&

Desviacion +
no explicada (y;, — #;) { Desviacién explicada } Desviacion

@ - total (v; —¥)

=

-
>

Figura 29. Varianza total de la regresién lineal integrada por: la explicada y la no explicada.

La suma de los cuadrados de la desviacion total se expresa en términos de la suma de los

cuadrados de cada una de las desviaciones segun la ecuacion 22.

Y, - W= N0, -0+ i, - 7)° (Ecuacion 22)
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Donde  Y:(y,— »)?
¥, -’
i, — 7)°

Si la ecuacién 22 se divide entre la suma de cuadrados totales se obtiene la ecuacién 23

O bien,

Donde

Yi0,~9)°
Yi,~*

es la suma de cuadrados total.

— Zi(j\’i_?)z Zi(yi_j) i)2
L9 i)’
(Y, — Y)? . 2 — 9:)?
Zi(yi_y)z Zi(yi_y)z

es la suma de cuadrados de la regresién (explicada).

es la suma de cuadrados de los residuales (no explicada).

(Ecuacion 23)

es igual al coeficiente de determinacion r?, que puede variar entre O

y 1. Sir’ esigual a 1 entonces y; — 5, = 0 y por lo tanto todos los puntos estan sobre la

recta de regresion, por el contrario, si r* es igual a 0, la linea de regresién (?) vy la recta

promedio (Y) coinciden, por lo tanto no hay variacién explicada por el modelo (Marquez de

Cantu 1998).

La tabla de andlisis de varianza para el modelo de regresién (tabla XXI) muestra el calculo

de F, donde la hipétesis nula a probar es Hy “El modelo no es lineal” y la hipétesis alterna

es H, “El modelo es lineal”. Si Fcacuiada €S mayor a la F de tablas a un nivel de confianza <

0.05 se rechaza Hy.

Tabla XXI. Tabla de ANOVA para la regresion.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados medios =
variacion cuadrados libertad calculada
Regresion o =2 .- M. — o v/
(explicada) Zi(yl yo 2-1=1 exp Zi(yl y )2/
Residual (i — 9)? ) cM 9y 2 — CMexp
(no explicada) Zi n-2 no exp Zi(y i = 9)%/n CMno exp
Total Zi()/i —-¥)? 1+(n-2)=n-1
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El andlisis de varianza se realizé con el software Stadistica 8.0 Statsoft Inc introduciendo
en el programa las concentraciones relativas como variable independiente y las éareas

relativas como variable dependiente.
4.3.5.4 Limites de deteccion y de cuantificacion

Una vez calculadas las ordenadas al origen de las rectas de regresion ponderada a,, y las
desviaciones Sy, de las curvas de metodo e instrumentales, se calcularon los limites de
deteccion y de cuantificacion de ambas curvas para cada compuesto (Miller y Miller 2002).
El limite de deteccion esta dado por el valor de la ordenada al origen mas 3 veces la

desviacion de la regresién (ecuacion 24).
LD =ay, + 3 Sy /0w (Ecuacion 24)

Mientras que el limite de cuantificacion equivale a la ordenada al origen mas 10 veces la

desviacion de la regresién (ecuacion 25).
LC=ay + 10 Sy /0w (Ecuacion 25)

Para obtener los limites instrumentales y de método en unidades de masa [ng de HAP] se

utilizaron las siguientes ecuaciones:

LD [ng de HAP] = [ng de Estandar Interno] x ”(Zﬂ (Ecuacién 26)

LC [ng de HAP] = [ng de Estandar Interno] x 105;% (Ecuacion 27)

4.3.5.5 Evaluacioén de la eficiencia por el método de adiciones patron sobre matriz

Como se explicO en el apartado 4.3.2.2 se tomaron 50 pL de las disoluciones de
fortificacion (DF) y se aforaron a 1 mL para construir las curvas de calibracion
instrumentales, para las de método se tomoé la misma alicuota y con ella se fortificaron
fragmentos de filtro, cuyos extractos se llevaron al mismo aforo. Por lo tanto, los ng de
cada HAP presentes en el nivel de concentracion de la curva de calibracion instrumental
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fueron considerados como los estandares de referencia. La ecuacion 2 se utilizd para

calcular la eficiencia del método analitico a diferentes niveles de masa adicionada.

4.3.6 Aplicacion del método analitico para determinar HAP en particulas emitidas por

la combustion de diesel y de biodiesel

Finalmente se aplicé el método propuesto a 4 muestras de la emision de diesel y a 4

muestras de la emision de biodiesel B10 a diferentes regimenes del motor sefialados en la

tabla XXII.

Tabla XXII. Muestras de particulas emitidas por la combustion de diesel y de biodiesel B10.

Identificacion de la

Combustible utilizado

Revoluciones por minuto

mg en Y de filtro

muestra (rpm + 5) extraido
L9 Diesel 500 800 5.0
L7 Diesel 500 1200 3.7
L5 Diesel 500 1500 4.7
L3 Diesel 500 2000 5.9
FT1 B10 805 5.7
M3 B10 1200 3.7
FT9 B10 1603 5.7
FT11 B10 1803 6.0
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5. Resultados y discusion
5.1 Evaluacion de las variables de operacion
5.1.1 Evaluacion del numero de extracciones

La tabla XXIIl muestra el porcentaje de recuperacién de las 5 extracciones realizadas de
manera consecutiva y colectadas por separado, la mayor masa de HAP se recupero en las
primeras 2 extracciones.

Tabla XXIII. Porcentaje de distribucién de HAP recuperados en cada extraccién utilizando el
sistema cerrado, ultrasonido, 4 mL, 5 min y 60 °C, reduciendo con rotaevaporador.

Extracciones

HAP 12 22 32 4a 52
Naftaleno 93.2 3.7 2.0 0.0 0.0
Acenaftileno 93.1 6.9 0.0 0.0 0.0
Acenafteno 92.8 7.1 0.0 0.0 0.0
Fluoreno 96.7 3.2 0.0 0.0 0.0
Fenantreno 98.1 19 0.0 0.0 0.0
Antraceno 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Fluoranteno 94.1 5.9 0.0 0.0 0.0
Pireno 84.1 6.8 7.6 0.0 1.5
Benzo[a]antraceno 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Criseno 94.5 2.7 2.7 0.1 0.1
Benzo[b]fluoranteno 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Benzo[k]fluoranteno 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Benzo[a]pireno 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Indeno[1,2,3-cd]pireno 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Dibenzo[a,h]antraceno 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Benzo[ghi]perileno 98.9 0.0 0.0 0.0 0.8

5.1.2 Evaluacion del efecto de la temperatura

Las temperaturas evaluadas fueron 40 °C y 60 °C, en la figura 30 se muestra el porcentaje
de recuperacion a ambas temperaturas, las barras de error corresponden al coeficiente de
variacion entre los fortificados de cada ensayo. A 60 °C las recuperaciones de 10 de los 16
HAP analizados fueron ligeramente mayores, pero menos precisas oscilando entre el 7.3 %
(dibenzo[a,h]antraceno) y el 18.7 % (pireno). Se decidié continuar con las pruebas a ésta
temperatura y modificar la técnica de concentracion del extracto para reducir la

manipulacion de la muestra y evitar pérdidas de masa.
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Figura 30. Porcentaje de recuperacién a 40 °C y 60 °C. Ultrasonido,5 min, 4 mL, 2 extracciones,
sistema cerrado, reduciendo con rotaevaporador

5.1.3 Técnica de reduccion

Con la técnica de reduccion empleando flujo de nitrdgeno se logré mejorar la recuperacion
de los HAP con pesos moleculares entre 152 y 202 g mol™. Aunque se mejoré en la
extraccion de los HAP mas ligeros, no se incrementd la precision entre los fortificados.

90 ng, Rotaevaporador 900 ng, Flujo de N2
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Figura 31. Recuperacién de HAP utilizando diferentes técnicas de concentracidn del extracto
las barras de error corresponden a los coeficientes de variacion entre fortificados
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Debido al ahorro de disolvente, de tiempo y a que se evita el trasvase en la reduccién

usando el rotaevaporador, se decidio usar el EDO-SIMD como técnica de reduccion.
5.1.4 Sistema abierto y cerrado

Se observé que al utilizar el reflujo en el sistema abierto, la precision del método mejor6 de
manera considerable pues los coeficientes de variacidn se encuentraron en un intervalo del
1 al 5 % para éste ensayo. Ademas, la extraccion fue mas eficiente para los HAP con peso
molecular = 178 g mol™. El reflujo durante la extraccién mejor6 la eficiencia y la precisién en

la extraccion
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Figura 32. Recuperacion de 16 HAP [900 ng mL™] extraidos usando la celda con tapén (sistema
cerrado y acoplada a un condensador (sistema abierto). Las barras de error
corresponden a los coeficientes de variacion entre fortificados

Las condiciones de extraccion finales fueron: 2 extracciones con 4 mL de cloruro de
metileno a 60 °C acoplando la celda a un condensador durante la extraccion y reduciendo el
extracto con flujo de N,
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5.2 Anédlisis cualitativo

Cada uno de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, sus homologos deuterados y sus
derivados metilados se identificaron por su espectro de masas y sus tiempos de retencion
relativos. En el apéndice A se encuentran algunos de los espectros de masas de los
compuestos utilizados en la estandarizacion del método, la figura 33 ilustra el espectro de
masas del fenantreno y la figura 34 el espectro de masas de su homodlogo deuterado

utilizado como su estandar interno.

Abundance| 1781
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g1 2 8t aall.n |‘| |H L M1 12611302 |” 186.4 ,m, 193220710 2272 1420 2600 2861 a3 s 3
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Figura 33. Espectro de masas del Fenantreno, peso molecular = 178 g mol™ (espectro similar para Antraceno)
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Figura 34. Espectro de masas del Fenantreno-d;,, peso molecular = 188 g mol™ (espectro similar para
Antraceno-d,g)
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Los com
conocer

las sefal

puestos que tienen el mismo peso molecular se inyectaron individualmente para
el orden en el que llegaban al detector y asi asignarles los tiempos de retencién a
es correspondientes en el cromatograma de iones totales.

Se inyect6 el nivel 1 de la curva instrumental en modo de barrido “scan” completo (35-500

uma) (fig

ura 35) y posteriormente se ajustd el método para monitorear selectivamente a los

iones “SIM”, delimitando los tiempos de cada ventana para cada grupo (5), asi como los

iones cor

respondientes a cada compuesto: M (lon molecular), M+1 y M/2 (figura 36).
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Figura 35. Cromatograma de iones totales del 1er nivel de la curva instrumental en barrido “SCAN”
completo (35-500 uma). La numeracién corresponde a la tabla XXIV
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Figura 36. Cromatogramas de iones totales del nivel 5 de la curva instrumental por grupo en “SIM”

La numeracion corresponde a la tabla XXIV
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Una vez con el método “SIM” ajustado, se inyectaron los blancos de método (figura 37), por
duplicado, muestra no fortificada (figura 38) por duplicado, la curva de calibracion de
método (figuras 39) y las muestras (figura 40).por duplicado.
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Figura 37. Cromatograma de los iones totales del blanco de método con estandar interno “SIM”
La numeracion corresponde a la tabla XXIV
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Figura 38 Cromatograma de iones totales del no fortificado del nivel 5 de la curva de método “SIM”
La numeracidn corresponde a la tabla XXIV
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Figura 39. Cromatograma de iones totales del fortificado 1 del nivel 5 de la curva de método en “SIM”
La numeracion corresponde a la tabla XXIV
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Figura 40. Cromatograma de iones totales del extracto organico de las particulas emitidas por la
combustién de diesel a 1200 rom (L7) en “SIM”

En la figura 41 se muestra la extraccion de los iones 178 (fenantreno y antraceno), 188
(fenantreno-dyo y antraceno-d,o), 192 (HAP-metilados y ion secundario de HAP-dimetilados)
y 206 (HAP-dimetilados) de la muestra L7. Al comparar los espectros de masas de las
sefales correspondientes a los iones 192 y 206 con los espectros de los HAP en la

biblioteca del “software” no presentaron identificacion positiva (“matching” < 80 %).

Abundance 8 lon 178,00 (177.70 to 1768.70): CEAUB12.D\data.ms
20000 < lon 188,00 (187,70 to 188.70): CEAUB12.D\data.ms
lon 192,00 (191,70 to 192.70): CEAUB12.D\data.ms

1 lon 206.00 (205,70 to 206.70): CEAUB12.D\data.ms

metil-fenantrenos o metil-antracenos

15000 — \ dimetil-fenantrenos o dimetil-antracenos

“ [ /. \
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05
Time-->
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Figura 41. lones extraidos (178, 188, 192 y 206) del cromatograma del extracto organico de las particulas
emitidas por la combustién de diesel a 1200 rpm (L7) en “SIM”. Ver tabla XXIV para la
identificacién de los HAP

En las figuras 42 a 44 se muestra la extraccion de los iones correspondientes a algunos de

los HAP y cuantificados en esta muestra (L7).
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Abundance 19 lon 202.00 (201,70 to 202 70} CEAUR1Z Dhdata.ms
q lon 212,00 [2171.70 to 212.70) CEAUET 2 Ddata.ms
] lon 216.00 (21570 to 216,70} CEAUE 2 Ddata.me
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Figura 42. lones extraidos (202, 212 y 216) del cromatograma del extracto organico de las particulas
emitidas por la combustion de diesel a 1200 rpm (L7) en “SIM”. Ver tabla XXIV para la
identificacién de los HAP

Abundance 25 lom 240,00 [239.70 to 240.70): CEAUGTZ.Ddata ms
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Figura 43. lones extraidos (228, 240, 252 y 264) del cromatograma del extracto organico de las particulas
emitidas por la combustion de diesel a 1200 rpm (L7) en “SIM”. Ver tabla XXIV para la
identificacion de los HAP

Ahundance lon 276.00 [275.70 to 276.70): CEAUETZ.D\data ms

lon 278,00 [277.70 to 278.70) CEAUETZ.D\data.ms 36
lon 288,00 [287.70 to 288.70) CEAUE1Z.D'\data ms 40
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Figura 44. lones extraidos (276,278 y 288) del cromatograma del extracto organico de las particulas
emitidas por la combustién de diesel a 1200 rpm (L7) en “SIM”. Ver tabla XXIV para la
identificacion de los HAP

71



Resultados y discusion

En la tabla XXIV se registran los iones utilizados para cuantificar cada compuesto, los

tiempos de retencion absolutos y los tiempos de retencion relativos t,,., en la Gltima columna

se muestra el intervalo de confianza calculado con la ecuacion 28. El valor de t de tablas al

99 % de confianza es 2.403, s es la desviacion estandar de las 54 inyecciones (n) de los

fortificados tomadas en cuenta para determinar los t,,.

Tabla XXIV. lones (m/z), tiempos de retencion absolutos y relativos de los HAP. N= 54

IC=t, * tpg9* (5/\/5)

(Ecuacion 28)

lon Tiempo de Tiempo de Intervalo de
# Compuesto cuantificado retencion retencion confianza de

(ion base)(m/z) absoluto [min] relativo t,; al 99%

1 | Naftaleno-dg 136 6.97 1.00000 0.00000
2 | Naftaleno 128 7.03 1.00834 0.00047
3 | Acenafteno-dio 164 13.41 1.00000 0.00000
4 | Acenaftileno 152 12.94 0.96473 0.00037
5 | Acenafteno 154 13.58 1.01243 0.00023
6 | Fenantreno-dio 188 20.63 1.00000 0.00000
7 | Fluoreno 166 15.87 0.76939 0.00031
8 | Fenantreno 178 20.75 1.00593 0.00018
9 | 4,5-Metilenfenantreno 190 23.67 1.14720 0.00020
10 | 3,6-Dimetilfenantreno 206 24.84 1.20393 0.00026
11 | Antraceno-dio 188 20.86 1.00000 0.00000
12 | Antraceno 178 20.97 1.00504 0.00025
13 | 2-Metilantraceno 192 23.26 1.11501 0.00039
14 | 1-Metilantraceno 192 23.50 1.12643 0.00020
15 | 9-Metilantraceno 192 24.57 1.17784 0.00022
16 | Pireno-dio 212 27.91 1.00000 0.00000
17 | Fluoranteno 202 26.73 0.95777 0.00020
18 | 9,10-Dimetilantraceno 206 27.99 1.00293 0.00007
19 | Pireno 202 28.00 1.00322 0.00012
20 | Benzo[aJantraceno-di. 240 33.93 1.00000 0.00000
21 | Tripticeno 228 28.93 0.85260 0.00011
22 | Benzo[a]fluoreno 216 29.62 0.87287 0.00016
23 | Benzo[a]antraceno 228 34.05 1.00351 0.00013
24 | Criseno-diz 240 34.24 1.00000 0.00000
25 | Trifenileno+Criseno 228 34.31 1.00193 0.00013
26 | Benzo[b]fluoranteno-d;, 264 39.11 1.00000 0.00000
27 | Benzo[b]fluoranteno 252 39.22 1.00272 0.00006
28 | Benzo[k]fluoranteno-d;» 264 39.23 1.00000 0.00000
29 | 7,12- 256 39.28 1.00109 0.00009

Dimetilbenzo[a]antraceno

30 | Benzo[K]fluoranteno 252 39.34 1.00266 0.00008
31 | Benzo[a]pireno-di, 264 40.80 1.00000 0.00000
32 | Benzo[e]pireno 252 40.67 0.99678 0.00007
33 | Benzo[a]pireno 252 40.91 1.00285 0.00010
34 | Perileno-d;» 264 41.25 1.00000 0.00000
35 | Perileno 252 41.36 1.00263 0.00007
36 | Benzo[ghi]perileno-d;. 288 44.97 1.00000 0.00000
37 | Dibenzo[a,c]antraceno 278 44.07 0.97986 0.00007
38 | Indeno[1,2,3-cd]pireno 276 44.16 0.98187 0.00012
39 | Dibenzo[a,h]antraceno 278 44.17 0.98222 0.00015
40 | Benzo[ghi]perileno 276 45.06 1.00198 0.00005
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5.3 Anélisis cuantitativo

Como se explicd en la seccion 4.3.2 se obtuvo la masa de HAP en [ng] y de su
correspondiente estandar interno para cada nivel de las curvas de calibracion
instrumentales y de método. En la figura 45 se muestra la grafica de la curva de calibracién
instrumental para el fenantreno, compuesto que se encuentra en el “intervalo de
concentraciones altas” y en la tabla XXV se encuentran las concentraciones de cada nivel
(debido a que el aforo del extracto es 1 mL, estos valores equivalen a la masa total
adicionada en ng), asi como su concentracion relativa (C;) y el promedio de las areas

relativas (A) de las 3 inyecciones de cada nivel en el CG-EM.

Tabla XXV. Curva de calibracion

6
instrumental del fenantreno.
5 L] I
Nive -1 A
.% A [ng mL"] C promedio
2 i 1 882.5 4.7 4.9403
£ 3 . 2 718.2 3.8 3.9018
e 3 534.8 2.8 2.9651
i 2 . 4 358.6 1.9 1.9572
2 5 177.9 0.9 0.9492
51
£ o 6 133.3 0.7 0.6969
(= -3
<£ 0 6° 7 89.2 0.5 0.4793
0 1 2 3 4 5 8 36.2 0.2 0.2231
CFenantreno/ cFenanatreno-le 9 4.4 0.0 0.0312

Figura 45. Curva de calibracion instrumental del fenantreno Masa del fenantreno-ds, = 189.3 ng

Es importante mencionar que en el caso de los compuestos agrupados en el intervalo de
concentraciones bajas, se cometié un error en la preparacion de las disoluciones de
fortificacion (DF) de los niveles 3 y 4, el cual consistio en tomar las alicuotas de la disolucién
madre (DMB) en lugar de tomarlas de la disolucion de trabajo (DTB1), dicho error
incrementd la concentracién de estos niveles por lo que se eliminaron de las curvas. Para
ejemplificar lo anterior, la figura 46 y la tabla XXVI muestran la curva del acenaftileno ahora
con 7 niveles de calibracién después de haber eliminado los niveles 3 y 4.
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4.5 Tabla XXVI. Curva de calibracién
4.0 s instrumental del acenaftileno.
° -
35 Nivel [ng mL'l] Cr Ar
) 3.0 promedio
s 1 8825 47 49403
§ 25
§ © 2 718.2 3.8 3.9018
< 2.0
~ P 5 177.9 0.9 0.9492
5 15
'“‘E & 6 133.3 0.7 0.6969
g 1.0
< o 7 89.2 0.5 0.4793
0.5
o 8 36.2 0.2 0.2231
0.0
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 9 4.4 0.0 0.0312
Cacenatieno / Cacenttena-dzo Masa del acenafteno-di = 54.8 ng

Figura 46. Curva de calibracion instrumental del acenafileno, se
puede observar la eliminacién de los niveles 3y 4

En el apéndice C se encuentran los datos y las graficas de las curvas de calibracion
instrumentales de algunos HAP y en el apéndice D se encuentran las curvas de calibracion
de método.

5.4 Intervalo lineal de trabajo y precision

Para las curvas instrumentales se calculo el factor de respuesta relativo F,; utilizando las
areas relativas A, de las tres inyecciones de cada nivel y la concentracion relativa del

compuesto por nivel, posteriormente se calculd el promedio y el coeficiente de variacion.

La tabla XXVII ejemplifica los célculos para el fenantreno; en la columna del F, 1 se
encuentra el resultado del cociente entre el &area relativa de la primera inyeccion y la
concentracién relativa de cada nivel (ecuacién 10), de la misma manera se obtuvieron las
columnas F 2 y F, 3 correspondientes a las otras dos inyecciones. En la Gltima columna se
muestran los coeficientes de variacion CV de los F, de cada nivel (CV;...CVy), que nos
indican la precisién en cada nivel del analisis instrumental. La figura 47 muestra las areas
de las 3 inyecciones de la curva instrumental por nivel de concentracion. La tabla XXVII
muestra los CV a cada nivel y el CV involucrando todos los niveles, cuyo valor (10.4%)

representa la precision en todo el intervalo de calibracién del analisis instrumental.
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Tabla XXVII. Concentraciones relativas (C,), areas relativas (A,), factores de respuesta relativos (F,) y sus
coeficientes de variacion (CV) por nivel y entre niveles de la curva instrumental del fenantreno,
masa del Fen-d;q =189.3 ng.

Fen C, A A A A, Fl F 2 F.3 CV%
Nivel [ng] Iny 1 Iny 2 Iny 3 prom.

1 882.5 4.7 49721 49721 48766 49403 1.0665 1.0665 1.0460 1.1
2 718.2 3.8 4.0054 3.9897 3.7101 3.9018 1.0557 1.0516 0.9779 4.3
3 534.8 2.8 2.9918 2.9524 29511 2.9651 1.0590 1.0451 1.0446 0.8
4 358.6 1.9 19398 19565 1.9752 1.9572 1.0240 1.0328 1.0426 0.9
5 177.9 0.9 0.9476 0.9487 0.9512 0.9492 1.0080 1.0092 1.0119 0.2
6 133.3 0.7 0.6949 0.6979 0.6977 0.6969 0.9868 0.9910 0.9908 0.2
7 89.2 0.5 0.4831 0.4787 0.4762 0.4793 1.0251 1.0159 1.0105 0.7
8 36.2 0.2 0.2254 0.2206 0.2232 0.2231 1.1782 1.1533 1.1668 1.1
9 4.4 0.0 0.0321 0.0312 0.0304 0.0312 1.3792 1.3422 1.3080 2.7
CV en toda la regresion = 10.4

La mayoria de los CV de los HAP fueron menores al 20 %, (valor que se propone como
limite de variacién en las curvas de calibracion instrumentales < 2 pg) por lo que ningun
nivel se excluy6 de la curva y ademas se cumple con el limite establecido por el método de
referencia TO13A de la EPA (30 %). De esta forma el rango correspondiente al intervalo

lineal de la curva instrumental para el fenantreno (ecuacion 12) fue:

Rango = 882.5ng — 4.4 ng = 878.1 ngde Fen

4 Precisidn por nivel CV,=4.3 { i

'*% 3 a Precision entre todos los
o > niveles
3 , . CVioral = 10.4 %
<

1 o < Inyeccidon 1

a Olnyeccién 2
o a A Inyeccién 3 j
0
0 1 2 3 4 5

Concentracion relativa

Figura 47. Precision de los F,, de la curva de calibracion instrumental del fenantreno
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Se realiz6 el mismo célculo para las curvas de método pero utilizando como A, el resultado
de la diferencia entre las areas relativas de cada fortificado y el area relativa del no
fortificado del nivel correspondiente (ecuacion 29). En la tabla XXVIII se ejemplifican estos
calculos, la diferencia fundamental consiste en que los coeficientes de variaciéon de cada
nivel indican la precision del método evaluado en cada nivel de concentracion, mientras que
el coeficiente de variacion considerando todos los niveles, indica la precision total del

método, para cada compuesto.

A;1 dela curva de método = A, del Fortificado 1 — A, del No Fortificado (Ecuacion 29)

Tabla XXVIII. Concentraciones relativas (C,), areas relativas (A,), factores de respuesta relativos (F,,) y sus
coeficientes de variacién (CV) por nivel y entre niveles de la curva de calibracion de método del
fenantreno, masa del Fen-d,, =189.3 ng.

Nivel Fen C A, A, A, A, F. 1 F 2 Fi 3 % CV
[ng] F1-NF F2-NF F3-NF prom
1 882.5 4.7 45806 4.0723 4.1545 44721 0.9825 0.8823 1.0129 7.1
2 718.2 3.8 29391 34477 3.4396 3.1706 0.7747 0.9076 0.8248 8.0
3 534.8 2.8 2.7084 29575 29724 28177 0.9587 1.0495 0.9840 4.7
4 358.6 1.9 1.4092 1.8206 1.8367 1.6907 0.7439 0.9653 0.9683 14.4
5 177.9 0.9 0.8960 1.0393 1.0153 1.0337 0.9532 1.0928 1.2529 13.6
6 133.3 0.7 0.6793 05771 05739 0.6597 0.9646 0.8172 1.0283 11.6
7 89.2 0.5 0.4118 0.3715 0.3749 0.3886 0.8738 0.7919 0.8080 5.3
8 36.2 0.2 0.1661 0.1432 0.1401 0.1622 0.8683 0.7403 0.9341 11.6
9 4.4 0.0 0.0246 0.0199 0.0174 0.0247 1.0605 0.8027 1.3187 24.3*
CV niveles 1 -8 = 10.2

En este caso el nivel 9 presenté un CV mayor al 20 % por lo que fue excluido de la curva,
quedando el rango lineal de la curva de método para este compuesto en:

Rango = 882.5ng — 36.2 ng = 846.3 ng de Fen

’ N
Precisién por nivel CV.=7.1% {é
a

[m]

4 Precision entre

> todos los niveles
CVtotaI = 10.2 %

<0

< Fortificado 1

Area relativa
N

1 @ O Fortificado 2
o ﬁ A Fortificado 3
o L8 J
0 1 2 3 4 5

Concentracion relativa

Figura 48. Precisién de los F,, de la curva de calibracién de método del fenantreno 76
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Se observo en general, para todos los compuestos, que la precision en términos de los

coeficientes de variacién del método fueron mayores a los instrumentales, esto debido a

gue en las curvas de método estd incluida la variabilidad experimental de la extraccién de

los HAP entre réplicas (en este caso fortificados), mientras que en la curva instrumental sélo

esta involucrada la variabilidad del sistema cromatografico y del espectrometro de masas.

El apéndice E contiene las tablas de los resultados de la precision evaluada por nivel y entre

niveles del método para todos los compuestos. La tabla XXIX contiene los intervalos

lineales de todos los HAP, acotados con base en el criterio de la exclusion de aquellos

niveles cuyos CV > 20 %, es decir los nhanogramos minimos y maximos incluidos en las

curvas instrumentales y de método.

Tabla XXIX. Intervalos lineales para las curvas instrumentales y de método.

Curva Instrumental

Curva Método

HAP Minimo Méaximo Rango Minimo Méaximo Rango
[ng] [ng] [ng] [ng] [ng] [ng]
Naftaleno 4.4 885.4 881.0 4.4 885.4 881.0
Acenaftileno 5.1 107.8 102.7 5.1 107.8 102.7
Acenafteno 5.2 108.6 103.4 5.2 108.6 103.4
Fluoreno 4.4 886.6 882.2 4.4 886.6 882.2
Fenantreno 4.4 882.5 878.1 36.2 882.5 846.3
4,5-Metilenfenantreno 4.5 899.3 894.8 4.5 899.3 894.8
3,6-Dimetilfenantreno 4.4 886.1 881.7 4.4 886.1 881.7
Antraceno 4.5 900.1 895.6 4.5 900.1 895.6
2-Metilantraceno 37.0 902.1 865.1 37.0 902.1 865.1
1-Metilantraceno 36.9 900.0 863.1 36.9 900.0 863.1
9-Metilantraceno 36.5 888.9 852.4 36.5 888.9 884.5
Fluoranteno 4.4 888.1 883.7 4.4 888.1 883.7
9,10-Dimetilantraceno 36.2 883.2 847.0 36.2 883.2 878.8
Pireno 4.4 891.1 886.7 4.4 891.1 886.7
Tripticeno 5.1 107.0 101.9 5.1 107.0 101.9
Benzo[a]fluoreno 4.6 97.9 93.3 4.6 97.9 93.3
Benzo[a]antraceno 4.9 103.6 98.7 4.9 103.6 98.7
Trifenileno+Criseno 4.1 87.5 83.4 4.1 87.5 83.4
Benzo[b]fluoranteno 4.6 96.7 92.1 4.6 96.7 92.1
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno 4.7 100.0 95.3 4.7 100.0 95.3
Benzo[k]fluoranteno 4.8 101.1 96.3 4.8 101.1 96.3
Benzo[e]pireno 4.0 83.5 79.5 4.0 83.5 79.5
Benzo[a]pireno 4.3 91.6 87.3 4.3 91.6 87.3
Perileno 4.3 90.8 86.5 4.3 90.8 86.5
Dibenzo[a,c]antraceno 4.8 100.8 96.0 14.4 100.8 86.4
Indeno[1,2,3-cd]pireno 4.7 100.0 95.3 4.7 100.0 95.3
Dibenzo[a,h]antraceno 5.1 106.9 101.8 5.1 106.9 101.8
Benzo[ghi]perileno 4.9 102.8 97.9 4.9 102.8 97.9
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5.5 Homocedasticidad

Se evalué el comportamiento de las varianzas de las areas relativas a lo largo de todo el
intervalo de calibracion como se explicé en el apartado 4.3.5.2. Para la curva instrumental
se calculd la varianza con las 3 inyecciones de cada nivel y en el caso de la curva de
método a partir de la varianza de las areas relativas de los 3 fortificados corregidos por el no

fortificado. Como ejemplo de célculo se usaron los resultados del fenantreno (tabla XXX).

Tabla XXX. Concentraciones relativas, areas relativas y varianzas por nivel de la curva instrumental del

fenantreno.
Nivel C A, A A Varianza, s°
Iny 1 Iny 2 Iny 3
1 4.66 49721 49721 4.8766 0.0030428
2 3.79 4.0054 3.9897 3.7101 0.0275985
3 2.83 2.9918 2.9524 2.9511 0.0005348
4 1.89 1.9398 1.9565 1.9752 0.0003134
5 0.94 0.9476 0.9487 0.9512 0.0000034
6 0.70 0.6949 0.6979 0.6977 0.0000027
7 0.47 0.4831 0.4787 0.4762 0.0000120
8 0.19 0.2254 0.2206 0.2232 0.0000057
9 0.02 0.0321 0.0312 0.0304 0.0000007

Tomando las varianzas de los niveles 2 y 3 se calcul6 F,3 segun la ecuacion 13.

o _S3_ 0275985 _
237 527 0.0005348

Los grados de libertad para ambas varianzas fueron igual a 2 (n-1), donde n es igual a las 3
inyecciones, el valor de F de tablas al 95 % de confianza (p = 0.05) fue 39, por lo tanto.
Fcalculada (€N €ste caso Fy3) fue mayor a Fiapias (51.6 > 49). Esto sugirié rechazar la hipétesis
nula “las varianzas son iguales”, por lo que no existe homocedasticidad en al menos dos

niveles del intervalo de calibracion instrumental del fenantreno.

El mismo procedimiento se aplicé a las curvas instrumentales y de método para todos los
HAP. La tabla XXXI muestra los resultados de la evaluacion de la homocedasticidad. En la
columna izquierda se indican los niveles cuyas varianzas fueron utilizadas para calcular Fyy
siendo “a” el nivel con la varianza mayor y “b” el nivel con la varianza menor. Se observa
que en el caso de las curvas de meétodo, todos los compuestos tienen al menos una
varianza diferente, lo que sugiere heterocedasticidad en el intervalo analizado y el uso de la
regresion lineal ponderada.
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Sin embargo, en el caso de las curvas instrumentales se encontraron 4 compuestos en los
gue no se encontrd diferencia entre las varianzas, aun asi se decidio utilizar la regresion

ponderada.

Tabla XXXI. F de Fisher calculada para evaluar homocedasticidad. El valor de F (p= 0.05 de dos colasy
g.I=2) es 39. Los valores en negritas y marcados * son los Uinicos menores a éste.

Curva instrumental Curva de método
CO m puesto I:a/b I:calculada I:alb I:calculada
Naftaleno Fas 306.3 Fsis 82.0
Acenaftileno Fie 42.0 Fs7 50.0
Acenafteno Foe 43.8 Fsie 141.7
Fluoreno Fia 106.5 Fa7 44.0
Fenantreno Fae 195.9 Fam 142.3
4,5-Metilenfenantreno Fis 219.8 Fsis 43.4
3,6-Dimetilfenantreno Fos 136.8 Fa7 405.0
Antraceno Forz 692.9 Fsis 69.0
2-Metilantraceno Fae 99.3 Fsis 69.2
1-Metilantraceno Fos 55.8 Fa7 263.7
9-Metilantraceno Fia 52.5 Fa7 108.6
Fluoranteno Fas 142.6 Far 84.8
9,10-Dimetilantraceno Fas 187.8 Fsis 80.2
Pireno Forz 2013.5 Far 72.3
Tripticeno Fos 61.6 Fer 54.2
Benzo[a]fluoreno Fas 63.8 Ferz 98.5
Benzo[a]antraceno Fas 66.1 Ferr 885.8
Trifenileno+Criseno Fis 53.9 For 59.1
Benzo[b]fluoranteno Fim 89.3 For 97.6
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno Fsio 7.7* Fs/7 60.6
Benzo[k]fluoranteno Fug 17.2* Fir 46.6
Benzo[e]pireno Fi9 225.0 For 144.3
Benzo[a]pireno Fsio 26.4* Ferr 87.0
Perileno For 44.1 Faor7 251.6
Dibenzo[a,c]antraceno Fss 84.8 Fe/7 124.1
Indeno[1,2,3-cd]pireno Fi7 64.3 Fer 41.9
Dibenzo[a,h]antraceno Fi7 229.0 For 93.3
Benzo[ghi]perileno Fi7 24.5*% Fsio 13365.3

5.6 Regresion lineal ponderada

Se obtuvieron los parametros de las curvas de calibraciéon ponderadas como se describio en
el apartado 4.3.5.3. Se utilizara la curva instrumental ponderada del fenantreno para ilustrar
los calculos: la segunda columna de la tabla XXXII, muestra las concentraciones relativas X;
de cada nivel de la curva, el area relativa promedio de las 3 inyecciones se encuentra
representada en la columna Y;, la desviacion estandar y el inverso de la varianza se

encuentran en las columnas S; y 1/Si? respectivamente.
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Una vez calculadas las varianzas se obtuvo el ponderador W; segun la ecuacion 14, por
dltimo, las columnas WiX;, WiY; WiX;Y;i y WiX? se utilizaron en el célculo de la pendiente
ponderada b, como lo indica la ecuacion 15, en este ejemplo, ninguno de los niveles de

concentracion se excluyo para calcular la regresion (n = 9).

Ziwi XiYi — NXywVw _ 1.8981 — (9 %X 0.2735 X 02812)

=0.9962
YiwxZ —n i 1.8837 — (9 x 0.27352)

b,, =

Tabla XXXII. Célculo de los parametros de la curva instrumental ponderada del fenantreno.

Nivel  x; Vi Si 1/si? Wi WiXi WiVi WiXiVi Wi Xi?
1 4.66 494 00552 3287 3287 00012 00058 0.0061 0.0286
2 3.79 392 0.1661 36.27 362 00001 0.0005 0.0005 0.0020
3 2.83 297  0.0231 1869.76 1869.8  0.0071  0.0200 0.0210 0.0593
4 1.89 196  0.0177 3191.08 31911 00121  0.0229 0.0236 0.0448
5 0.94 095 00019 290257.93 290257.9 10981  1.0322 1.0423 0.9798
6 0.70 070 00017 36624507 3662451 13856 0.9758 0.9655 0.6800
7 0.47 048 00035  83268.18 832682 03150 0.1485 0.1510 0.0712
8 0.19 022 00024 17654950 1765495 0.6679  0.1278 0.1490 0.0285
9 0.02 003 00008 145721044 14572104 55129 0.1281 0.1721 0.0040

Suma 1551  16.14 02723  2378956.8 9.0 24616 25312 1.8981 1.8837

Prom. 1.72 179 00303 2643285 1.0 02735 0.2812 0.2109 0.2093

Una vez obtenida la pendiente ponderada, la ordenada al origen se calcul6 con la ecuacion
16.

Qw = P - by %, = 0.2812 — (0.9962 x 0.2735) = 0.0088

Por lo tanto el modelo de regresion lineal ponderada para la curva instrumental del
fenantreno fue A, =0.9962 C, + 0.0088.

Para evaluar el estadistico S, /), ponderado fue necesario calcular los valores de y que es

el valor predicho por la regresion para cada nivel (tabla XXXIIl) segun la ecuacién 19.

_ [ZowmGi— 9% _ [24616

S(y/x)w = n—2 7 = 001159
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Tabla XXXIII. Célculo de la desviacion de la regresion S de la curva instrumental del fenantreno.

Nivel yi yi Yi-¥i i —¥? Wy — ¥:)?
1 4.9403 0.2873 0.082540 0.082540 0.0001026
2 3.9018 0.1135 0.012877 0.012877 0.0000018
3 2.9651 0.1421 0.020181 0.020181 0.0001428
4 1.9572 0.0612 0.003749 0.003749 0.0000453
5 0.9492 0.0040 0.000016 0.000016 0.0000172
6 0.6969 -0.0135 0.000182 0.000182 0.0002515
7 0.4793 0.0011 0.000001 0.000001 0.0000004
8 0.2231 0.0237 0.000563 0.000563 0.0003760
9 0.0312 -0.0007 0.000001 0.000001 0.0000029

Suma 16.1440 15.5253 0.618656 0.120110 0.0009404

En la tabla XXXIV se encuentran los parametros bw, a,,, S¢,/x)w iNstrumentales y de método

para todos los HAP analizados.

Tabla XXXIV. Pendientes b, ordenadas al origen a,, y desviaciones estandar S, de las curvas
instrumentales y de método de los HAP y sus derivados metilados.

Combuesto Curva Instrumental Curva Método
P bw Aw Sty fxyw bw Ay Sty /xyw
Naftaleno 1.2051 0.0175 0.01349 0.9923 0.0004 0.00247
Acenaftileno 1.9986 0.0875 0.03874 2.0403 0.0047 0.02858
Acenafteno 1.3445 0.1042 0.03953 1.1752 0.0237 0.01005
Fluoreno 0.6829 -0.0025 0.00547 0.6601 -0.0018 0.00480
Fenantreno 0.9962 0.0088 0.01159 0.9466 -0.0333 0.04377
4,5-Metilenfenantreno 0.6891 0.0061 0.01002 0.6338 0.0010 0.00297
3,6-Dimetilfenantreno 0.6073 -0.0051 0.01744 0.6012 0.0028 0.00656
Antraceno 1.1338 0.0025 0.01042 1.0524 0.0005 0.00808
2-Metilantraceno 0.5928 -0.0491 0.03094 0.5800 -0.0046 0.00663
1-Metilantraceno 0.5019 -0.0269 0.01105 0.4534 0.0009 0.00204
9-Metilantraceno 0.6904 -0.0071 0.02141 0.6831 -0.0406 0.02219
Fluoranteno 1.0925 0.0021 0.02586 0.9914 0.0068 0.00727
9,10-Dimetilantraceno 0.4566 0.1444 0.14748 0.5650 0.0633 0.11200
Pireno 1.3119 0.0043 0.01194 1.1512 0.0042 0.00457
Tripticeno 1.4421 0.0316 0.04755 1.0680 0.0058 0.00398
Benzo[a]fluoreno 1.1076 0.0375 0.01451 0.9998 0.0015 0.00534
Benzo[a]antraceno 1.4802 0.0119 0.02199 1.3501 -0.0030 0.00291
Trifenileno+Criseno 0.9894 0.0294 0.02233 0.9438 -0.0001 0.01546
Benzo[b]fluoranteno 2.5075 0.0065 0.06867 2.1765 0.0038 0.01133
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno 0.5062 0.0738 0.03535 0.7159 0.0373 0.01763
Benzo[k]fluoranteno 1.2281 0.0578 0.05252 1.1939 0.0123 0.00700
Benzo[e]pireno 1.5817 0.0223 0.02229 1.3309 -0.0030 0.00301
Benzo[a]pireno 1.0772 0.0308 0.04265 1.0083 -0.0093 0.00265
Perileno 1.3039 0.0004 0.00436 1.1708 -0.0047 0.00522
Dibenzo[a,c]antraceno 0.9356 0.0087 0.01519 0.7801 -0.0478 0.07989
Indeno[1,2,3-cd]pireno 1.6301 0.0089 0.02979 1.5174 -0.0187 0.01083
Dibenzo[a,h]antraceno 1.1489 -0.0063 0.01178 1.0872 -0.0134 0.01677
Benzo[ghi]perileno 1.5519 0.0727 0.02586 1.4060 -0.0039 0.00244
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5.7 Linealidad

El coeficiente de correlacion de Pearson (r) se emple6 como uno de los criterios para

evaluar linealidad segun la ecuacion 20. La tabla XXXV ejemplifica el calculo de éste en la

curva instrumental del fenantreno.

Tabla XXXV. Calculo del coeficiente de correlacion r de la curva instrumental del fenantreno.

Nivel  (x;=x) -3 i=00:i-y) (x; —2)* i —»)?
1 2.9154 4.2129 12.2823 8.4997 17.7483
2 2.0544 2.6862 5.5186 4.2206 7.2157
3 1.0933 1.2625 1.3803 1.1953 1.5939
4 0.1702 0.2472 0.0421 0.0290 0.0611
5 -0.7765 -1.0548 0.8190 0.6029 1.1126
6 -1.0104 -1.4043 1.4189 1.0208 1.9721
7 -1.2415 -1.6746 2.0789 1.5412 2.8042
8 -1.5191 -2.0214 3.0707 2.3078 4.0859
9 -1.6858 -2.2537 3.7994 2.8421 5.0793
Suma 0.0000 0.0000 30.4102 22.2594 41.6730
Sustituyendo los valores de la tabla en la ecuacion tenemos:
2 = D0 =7} 304102 _ o goas

" ot - D00t = 3)7) | V222954 X 416730

Se comprob6 que r fuera significativo a 99 % de confianza mediante el calculo del

estadistico t, con n — 2 grados de libertad. Si tcacuiada €@ mayor que el valor en tablas

entonces se rechaza la hipétesis nula “No existe correlacion significativa”.

,_ Il Vn—2  10.9985| x 9 —2

e

V1 —.99852

= 47.77

Es importante mencionar que todos los compuestos tuvieron valores de tecuaga Mayores a

los de tablas por lo que la correlacion fue significativa a 99% de confianza.
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La linealidad también se evalué con el coeficiente de determinacién r? las curvas
instrumentales tuvieron valores mas cercanos a 1 en comparaciéon con las curvas de
método, sin embargo, todos los HAP excepto el 9,10-dimetilantraceno y el tripticeno
presentaron valores de r’> mayores a 0.95, es probable que para estos dos compuestos el

modelo mas adecuado no sea una recta y por eso sus coeficientes fueron menores.

La relacion entre las areas relativas y las concentraciones relativas fue lineal para los
demas compuestos, esto concuerda con los coeficientes de variacidn menores a 20 % para
cada nivel y entre niveles, demostrando que los factores de respuesta relativos, es decir, la

pendiente, permanece constante en el intervalo de trabajo estudiado para esta matriz.

La tabla XXXVI contiene los valores de r, r* y t de todos los HAP para las curvas

instrumentales y de método.

Tabla XXXVI. Coeficientes de correlacion r evaluados con el estadistico t (togey N - 2 g.1) y coeficientes de
determinacion r?.

Curva Instrumental Curva Método
Compuesto > >

r r tcalculada 1:tablas r r tcalculada ttablas
Naftaleno 0.9998 0.9996 134.01 3.50 0.9958 0.9915 28.66 3.50
Acenaftileno 0.9995 0.9991 73.55 4.03 0.9866 0.9734 13.52 4.03
Acenafteno 0.9990 0.9981 51.11 4.03 0.9849 0.9700 12.72 4.03
Fluoreno 0.9995 0.9989 80.15 3.50 0.9939 0.9879 23.87 3.50
Fenantreno 0.9998 0.9995 122.06 3.50 0.9935 0.9871 21.44 3.71
4,5-Metilenfenantreno 0.9998 0.9996 132.84 3.50 0.9959 0.9919 29.28 3.50
3,6-Dimetilfenantreno 0.9991 0.9982 62.85 3.50 0.9959 0.9919 29.30 3.50
Antraceno 0.9997 0.9994 105.76 3.50 0.9960 0.9921 29.64 3.50
2-Metilantraceno 0.9988 0.9977 50.75 3.71 0.9971 0.9942 34.58 3.71
1-Metilantraceno 0.9999 0.9998 159.08 3.71 0.9968 0.9937 33.13 3.71
9-Metilantraceno 0.9986 0.9972 46.64 3.71 0.9971 0.9942 32.11 3.50
Fluoranteno 0.9994 0.9988 75.16 3.50 0.9969 0.9938 33.41 3.50
9,10-Dimetilantraceno 0.9737 0.9481 10.47 3.71 0.9637 0.9286 8.84 3.50
Pireno 0.9985 0.9969 47.77 3.50 0.9973 0.9946 35.76 3.50
Tripticeno 0.9690 0.9389 8.7 4.03 0.9838 0.9678 12.25 4.03
Benzo[a]fluoreno 0.9988 0.9976 45.35 4.03 0.9881 0.9764 14.38 4.03
Benzo[a]antraceno 0.9993 0.9987 61.69 4.03 0.9909 0.9819 16.45 4.03
Trifenileno+Criseno 0.9989 0.9977 46.65 4.03 0.9880 0.9762 14.33 4.03
Benzo[b]fluoranteno 0.9990 0.9981 51.12 4.03 0.9915 0.9831 17.07 4.03
7,12-
Dimetilbenzo[a]antraceno 0.9904 0.9809 16.04 4.03 0.9922 0.9846 17.85 4.03
Benzo[k]fluoranteno 0.9982 0.9963 36.88 4.03 0.9922 0.9844 17.77 4.03
Benzo[e]pireno 0.9992 0.9985 57.37 4.03 0.9920 0.9841 17.60 4.03
Benzo[a]pireno 0.9955 0.9911 23.54 4.03 0.9944 0.9889 21.07 4.03
Perileno 0.9993 0.9987 60.90 4.03 0.9936 0.9872 19.66 4.03
Dibenzo[a,c]antraceno 0.9993 0.9985 58.04 4.03 0.9889 0.9780 13.33 4.60
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0.9991 0.9983 53.58 4.03 0.9952 0.9904 22.72 4.03
Dibenzo[a,h]antraceno 0.9964 0.9928 26.30 4.03 0.9942 0.9884 20.65 4.03
Benzo[ghi]perileno 0.9996 0.9992 77.93 4.03 0.9937 0.9875 19,85 4.03
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Otra prueba estadistica empleada para evaluar la linealidad del modelo fue a través del

analisis de varianza (ANOVA), empleando el programa “Statistica 8.0 Statsoft Inc.’

zl

alimentado con las areas relativas de cada inyeccion, en el caso de las curvas

instrumentales y aquellas de cada fortificado, para las curvas de método, asi como sus

correspondientes concentraciones relativas. El “software” reporta la tabla de analisis de

varianza (tabla XXI) como lo muestra la figura 49, en la ventana izquierda de la imagen se

pueden observar los datos de la curva instrumental del fenantreno y en la ventana derecha

la tabla de ANOVA.

Jau STATISTICA - Analysis of Variance; DV: Fenantreno instrumental [Ar] (ANOVA Fenantreno)

File Edit View Insert Format Statistics Data Mining Graphs Tools Data Window Help

DR &k 2 <! | © oo | # AddtoWorkbook ~ AddtoReport ~ AddtoMSWord » 47, | @ K2 .
[ LH :J BIU|EE=EEA-S-EH-S o G @ | 8] = 33 Vars Cases v [BX - i
Data: ANOVA Fenantreno™ (2v by 27¢) [ [@]=] Data: Analysis of Variance; DV: Fenantreno instrumental [Ar] (ANOVA Fenantren... E@@
j Analysis of Variance; DV: Fenantreno instrumental [Ar] (ANOVA Fenantreno) j
1 2 Sums of ‘ df ‘ Mean F | p-level
Fenantreno | Fenantreno Effect Squares | Squares | =——T
instrumental | instrumental Regress. 74.84723 174 BJ?ZBW
[Cr] [Ar] Residual 0.09819 25 0.00393
1 4.66 4.9721 Total 74.94543
2 4.66 4.9721
3 4.66 4.8766
4 379 4.0054
5 3.79 3.9897
6 3.79 3.7101
7 2.83 2.9918
8 2.83 2.9524 Z
9 283 29511 [« J—J
10 1.89 1.9398
11 1.89 1.9565
12 1.89 1.9752
13 0.94 0.9476
14 0.94 0.9487
15 0.94 0.9512
16 0.70 0.6949
17 0.70 0.6979
18 0.70 0.6977
19 0.47 0.4831
20 0.47 0.4787
21 0.47 0.4762
22 0.19 0.2254
23 0.19 0.2206
24 0.19 0.2232
25 0.02 0.0321
26 0.02 0.0312
27 0.02 0.0304
in op

Figura 49. Imagen de la pantalla del analisis de varianza en Statistica 8.0. El circulo encierra los valores

de Fcacuada Y €l valor de “p” que se encuentran en la tabla XXXVII

Se extrajeron los valores de Fgacuada (tabla XXXVII) de cada andlisis y el valor de

p” en

todas las curvas de calibracion fue menor a 0.01, lo que indica el rechazo al 99 % de

confianza de la hipotesis nula Hy “El modelo no es lineal”.

84



Resultados y discusion

Tabla XXXVII. Feacuadas Para el andlisis de varianza.

Curva instrumental

Curva de método

Com pUEStO I:calculada I:t:alculada
Naftaleno 25525 1404
Acenaftileno 13345 481
Acenafteno 4822 403
Fluoreno 19684 1311
Fenantreno 19056 916
4,5-Metilenfenantreno 46460 1375
3,6-Dimetilfenantreno 10888 1378
Antraceno 26658 1461
2-Metilantraceno 9855 1649
1-Metilantraceno 24678 1435
9-Metilantraceno 6202 1223
Fluoranteno 17438 1680
9,10-Dimetilantraceno 391 267
Pireno 6850 2010
Tripticeno 284 371
Benzo[a]fluoreno 3525 464
Benzo[a]antraceno 9807 562
Trifenileno+Criseno 3466 516
Benzo[b]fluoranteno 7256 649
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno 899 601
Benzo[k]fluoranteno 2718 610
Benzo[e]pireno 10848 626
Benzo[a]pireno 1995 735
Perileno 9413 719
Dibenzo[a,c]lantraceno 10037 189
Indeno[1,2,3-cd]pireno 5815 802
Dibenzo[a,h]antraceno 798 667
Benzo[ghi]perileno 1378 725

El valor de Fcacuiada €Sta dado por el cociente de los cuadrados medios (tabla XXI), donde el

numerador es una medida de la variabilidad explicada por la regresion, mientras que el

denominador es debida al error. Los HAP con los valores menores de F fueron el 9,10-

dimetilantraceno y el tripticeno, lo que concuerda con los valores menores de sus

coeficientes de determinacion.

5.8 Limites de deteccién y de cuantificacion

Utilizando las desviaciones de la regresion S, /), Y las pendientes ponderadas b, de cada

compuesto, se calcularon los limites de deteccion y de cuantificacion mediante las

ecuaciones 26 y 27. Para ejemplificar, se seguira tomando los datos de la curva

instrumental para el fenantreno.

LD [ng ] = [ng de Est. Interno] X

35S
% = [189.3 ng Fen — dy,] X

w

3x0.01159
0.9962
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10 ¢y /yw
by,

10 x 0.01159

LC [ng | = [ng de Est. Interno] X 09962 - 22.0

= [189.3 ng Fen — d,] X

La tabla XXXVIII muestra los limites de deteccion y de cuantificacion ponderados para las
curvas instrumentales y de método de cada HAP. En algunos HAP los valores minimos de
sus intervalos lineales (tabla XXIX) y en su mayoria los instrumentales se encuentran por
debajo de sus limites de deteccidn, sin embargo éstos niveles fueron usados en el calculo
de los mismos, debido a que los coeficientes de variacion de los niveles de menor

concentracion fueron < 20 % y por ende se incluyeron en la regresion

Tabla XXXVIII. Limites de deteccion y de cuantificacion ponderados instrumentales y de método.

Curva Instrumental Curva de método
Compuesto LD [ng] LC[ng] LDM [ng] LCM [ng]
Naftaleno 6.2 20.7 1.4 4.6
Acenaftileno 3.2 10.6 2.3 7.7
Acenafteno 4.8 16.1 1.4 4.7
Fluoreno 4.6 15.1 4.1 13.8
Fenantreno* 6.6 22.0 26.3 87.5
4,5-Metilenfenantreno 8.3 27.5 2.7 8.9
3,6-Dimetilfenantreno 16.3 54.4 6.2 20.7
Antraceno 5.2 17.5 4.4 14.6
2-Metilantraceno 29.8 99.2 6.5 21.7
1-Metilantraceno 12.5 41.8 2.6 8.5
9-Metilantraceno* 17.7 58.9 18.5 61.7
Fluoranteno 13.7 45.6 4.2 14.1
9,10-Dimetilantraceno 186.7 622.4 114.6 382.0
Pireno 5.3 17.5 2.3 7.7
Tripticeno 6.0 20.0 0.7 2.3
Benzo[a]fluoreno 2.4 8.0 1.0 3.2
Benzo[aJantraceno 2.7 9.0 0.4 13
Trifenileno+Criseno 2.5 8.3 1.8 6.0
Benzo[b]fluoranteno 3.7 125 0.7 2.4
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno 11.9 39.6 4.2 14.0
Benzo[Kk]fluoranteno 7.3 24.2 1.0 3.3
Benzo[e]pireno 2.4 8.0 0.4 13
Benzo[a]pireno 6.8 22.6 0.5 15
Perileno* 0.6 1.9 0.8 2.5
Dibenzo[a,c]lantraceno* 2.8 9.2 175 58.2
Indeno[1,2,3-cd]pireno 3.1 10.4 1.2 4.1
Dibenzo[a,h]antraceno* 1.7 5.8 2.6 8.8
Benzo[ghi]perileno 2.8 9.5 0.3 1.0

Se observa que los compuestos marcados con un asterisco (*) presentan limites de
deteccion y de cuantificacion de método mayores a los instrumentales, mientras que para el

resto de los HAP ocurre lo contrario. Para explicar este comportamiento y debido a que el
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calculo de los limites depende de las pendientes ponderadas b, y de las desviaciones de la

regresion Sy, xw (€cuacion 26 y 27), se evalud la diferencia entre las pendientes de las

curvas de calibracion instrumentales y las de método mediante el estadistico t de Student,

mientras que la diferencia entre las desviaciones se evaluo usando la prueba F de Fisher.

La tabla XXXIX muestra los valores de t calculados segun la ecuacion 30 para la

comparacion de las pendientes (Steel y Torrie 1995).

Donde

(Ecuacion 30)

m; es la pendiente ponderada b, de la curva de calibracion instrumental

m; es la pendiente ponderada b, de la curva de calibracion de método

s, :Zyz_(ZY)z

n

(Ecuacion 31)

(Ecuacion 32)

(Ecuacion 33)

(Ecuacion 34)

Los grados de libertad de t estan dados por n; + n, — 4, n; corresponde al nimero de datos

de la curva instrumental y n, a los de la curva de método. La hipotesis nula H, es “las

pendientes son iguales” y la hipotesis alterna H, “las pendientes son diferentes”, si tcacuiada

fue mayor a t de tablas se rechazé la hipotesis nula.
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Tabla XXXIX. Comparacién de pendientes usando t de student al 95% de confianza (p = 0.05).

Compuesto gl =n;+n,-4 tcalculada toos de tablas
Naftaleno 50 3.35 2.01
Acenattileno 38 0.21 2.02
Acenafteno 38 1.06 2.02
Fluoreno 50 0.43 2.01
Fenantreno 47 0.71 2.01
4,5-Metilenfenantreno 50 1.12 2.01
3,6-Dimetilfenantreno 50 0.12 2.01
Antraceno 50 1.8 2.01
2-Metilantraceno 47 0.25 2.01
1-Metilantraceno 47 1.13 2.01
9-Metilantraceno 44 0.12 2.02
Fluoranteno 50 1.58 2.01
9,10-Dimetilantraceno 44 1.07 2.02
Pireno 50 2.22 2.01
Tripticeno 37 1.61 2.03
Benzo[a]fluoreno 37 0.67 2.03
Benzo[a]antraceno 37 0.80 2.03
Trifenileno+Criseno 38 0.37 2.02
Benzo[b]fluoranteno 38 1.78 2.02
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno 38 1.62 2.02
Benzo[k]fluoranteno 38 0.21 2.02
Benzo[e]pireno 38 1.45 2.02
Benzol[a]pireno 38 0.43 2.02
Perileno 38 0.87 2.02
Dibenzol[a,clantraceno 35 0.74 2.03
Indeno[1,2,3-cd]pireno 38 0.66 2.02
Dibenzo[a,h]antraceno 38 0.36 2.02
Benzo[ghi]perileno 38 0.93 2.02

Los compuestos con pendientes significativamente diferentes fueron naftaleno y pireno,

siendo la pendiente mayor en las curvas instrumentales para ambos HAP.

Por otra parte, la diferencia entre las desviaciones de las regresiones lineales ponderadas
de las curvas de calibracion instrumentales y las de método se evalué6 mediante el
estadistico “F de Fisher”. La hipotesis nula H, “las varianzas son iguales” fue rechazada si el
valor de F calculada por la ecuacion 13 fue mayor al valor de F reportado en tablas para n -
1 grados de libertad, donde n fue igual al numero de niveles en la curvas de calibracion, la

hipotesis alterna fue H, “las varianzas son diferentes”.
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Tabla XL. F de Fisher calculada para la comparacion de las varianzas Sy /x)w ponderadas,
(g.l.=n-1y p=0.05).

Si I:calculada > Ftablas

HAP I:calculada FO.95 de tablas Se rechaza HO
Naftaleno 29.828 3.438 Varianzas diferentes
Acenaftileno 1.837 4.284 Varianzas iguales
Acenafteno 15.471 4.284 Varianzas diferentes
Fluoreno 1.299 3.438 Varianzas iguales
Fenantreno * 14.262 3.438 Varianzas diferentes
4 5-Metilenfenantreno 11.382 3.438 Varianzas diferentes
3,6-Dimetilfenantreno 7.052 3.438 Varianzas diferentes
Antraceno 1.663 3.438 Varianzas iguales
2-Metilantraceno 21.778 3.500 Varianzas diferentes
1-Metilantraceno 29.340 3.500 Varianzas diferentes
9-Metilantraceno * 1.074 3.787 Varianzas iguales
Fluoranteno 12.653 3.438 Varianzas diferentes
9,10-Dimetilantraceno 1.734 4.787 Varianzas diferentes
Pireno 3.166 4.284 Varianzas diferentes
Tripticeno 142.736 4.284 Varianzas diferentes
Benzo[a]fluoreno 7.383 4.284 Varianzas diferentes
Benzo[a]antraceno 57.104 4.284 Varianzas diferentes
Trifenileno+Criseno 2.086 4.284 Varianzas iguales
Benzo[b]fluoranteno 36.735 4.284 Varianzas diferentes
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno 4.020 4.284 Varianzas iguales
Benzo[k]fluoranteno 56.293 4.284 Varianzas diferentes
Benzo[e]pireno 54.839 4.284 Varianzas diferentes
Benzo[a]pireno 259.028 4.284 Varianzas diferentes
Perileno * 1.433 4.284 Varianzas iguales
Dibenzo[a,c]antraceno * 27.661 4.284 Varianzas diferentes
Indeno[1,2,3-cd]pireno 7.566 4.284 Varianzas diferentes
Dibenzo[a,h]antraceno * 2.027 4.284 Varianzas iguales
Benzo[ghi]perileno 112.325 4.284 Varianzas diferentes

En los compuestos marcados con asterisco (*) la varianza Sa?y/x)w en el numerador fue la

correspondiente a la desviacion de la regresién de la curva de calibracion de método. Estos
HAP coinciden con aquellos cuyos limites de deteccion y de cuantificacion de método

fueron numéricamente superiores a los instrumentales (tabla XXXVIII).

De los 29 HAP analizados, las varianzas de la regresion de las curvas de calibracién de
método fueron significativamente mayores para 2 de ellos, para 8 de ellos las varianzas

entre las curvas de calibracion de método y las instrumentales no fueron significativamente
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diferentes, mientras que para los 19 restantes las varianzas de la regresion fueron mayores
en la curva de calibracion instrumental. Este comportamiento fue independiente al peso

molecular del HAP, a la concentracion de cada curva de calibracion y a las pendientes.

La figura 50 ilustra un ejemplo donde la varianza de la curva de calibracién del método para
el fenantreno fue mayor a la instrumental. Se observa que al no haber diferencia
estadisticamente significativa entre las pendientes, ambos limites de método fueron
numeéricamente mayores a los instrumentales, debido a la mayor varianza observada en la
regresion de la curva de método.

38y /0w

LD x
by

10 Sy /0w

LC x
by,

Arearelativa

Concentracidn relativa

1.2

1.0 4
Regresidn lineal ponderada

(curva instrumental)
Ar =0.9962 Cr+ 0.0088
S yfqw=0.01159

0.8 4

Regresion lineal ponderada Limite de cuantificacidn de
0.6

.6 [curva de método) método
Ar=0.9466 Cr- 0.0333 aw+ 10 Sy
Spyu = 0.04377
04 —-——— ——— e — Limite de cuantificacidn instrumental

/ w10 Sy
Limite de deteccion de método

R "// Ay + 3 Sy

E S———Limite de deteccién instrumental

Arearelativa

0.2 4

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 Au+ 3 Syypow

Concentracion relativa

Figura 50. Regresiones lineales ponderadas de las curvas instrumental y de método del fenantreno y sus
limites de deteccidn y de cuantificacion (lineas punteadas)
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La figura 50 ilustra el efecto de Syxw Sobre los limites de deteccion y cuantificacion para los
HAP marcados con asterisco (*) en la tabla XL y en los que no se encontrd diferencia

significativa en las pendientes.

2

ay/xw fue la correspondiente a la

Para 19 de los 29 HAP (tabla XL), la varianza mayor S

desviacién de la regresién de la curva de calibracion instrumental, estos compuestos
coinciden con aquellos HAP con limites de deteccion y cuantificacién instrumentales
numéricamente superiores a los de método (tabla XXXVIII). Para la mayoria de estos
compuestos no se observo diferencia significativa entre las pendientes instrumentales y del
método (excepto pireno y naftaleno), por lo que los valores de los limites de deteccion y de
cuantificacion instrumentales fueron mayores que los de método debido a la mayor

desviacion de la regresion en las primeras (figura 51).

Arearelativa
=]
4
1

0.0 F T T 1
00 02 04 06 08 10 12 14 16 1B

Concentracion relativa
1.0

0.9 4

Regresion lineal ponderada
(curva instrumental)
Ar =1.1076 Cr+0.0375
S (yw= 001451 _

0.8 4

0.7

0.6

0.5 .

Arearelativa

Limite de cuantificacién instrumental

0.4 4 Regresion lineal ponderada / 2+ 10 S
(curva de método) /
0.3 Ar=0.999% Cr+ 0.0015 /‘ Limite de deteccién instrumental
Stypgw = 0.00534 / 2+ 3 Sty

| Limite de cuantificacién de método
- a, + 10 Sy,

0.0 - ; " . - ; " Limite de deteccidn de método
0.0 0.1 0.2 0.2 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 B+ 3 Sy

Concentracion relativa

Figura 51. Regresiones lineales ponderadas de las curvas instrumental y de método del benzo[a]fluoreno
y sus limites de deteccion y de cuantificacion (lineas punteadas)
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En el caso del pireno y del naftaleno las pendientes y las desviaciones de la regresion de
las curvas instrumentales fueron significativamente mayores a las de método. A pesar de la
diferencia entre pendientes, los limites de deteccion y de cuantificacion instrumentales

fueron superiores a los limites del método, sugiriendo que las desviaciones de la regresion

tienen mayor efecto sobre los limites que las pendientes (figura 52).

Area relativa

Area relativa

1.0

0.8

0.6

0.4 o

0.2 4

Regresion lineal ponderada
(curva instrumental)
Ar=1.1319 Cr+ 0.0043

Spypgu = 0.01194

Regresion lineal ponderada
(curva de método)
Ar=1.1512 Cr+ 0.0042
Stypgw = 0.00457

T T T T T T T
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Concentracionrelativa

T T T T 1
1 2 3 4 5

Concentracion relativa

Limite de cuantificacion instrumental
Ay + 10 Spypgu

Limite de cuantificacion de método
@y + 10 Spypgw

Limite de deteccion instrumental

7 8w+ 3 Spypgw

Limite de deteccion de método
8w+ 3 Spypgu

Figura 52. Rectas ajustadas por la regresiones lineales ponderadas de las curvas instrumental y de
método del pireno y sus limites de deteccion y de cuantificacion (lineas punteadas)

Debido a que la desviacion de la regresion ponderada es directamente proporcional al

producto del ponderador (W;) por el cuadrado del residual (dado por el promedio de las

areas relativas, y;, y el area ajustada por la regresion, y, (ecuacion 19), y considerando que

dichos residuales (y; — ;)% en las rectas tanto de la regresion instrumental como del

método fueron similares (figura 53), se sugiere que el efecto de la heterocedasticidad

contemplada en el ponderador, W;, es mayor que el ajuste de la regresion.

S _ [Ziwi(vi— 92
wow = (T

(Ecuacion 19)
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Figura 53. Residuales de las regresiones lineales de las curvas instrumentales y de método del a. pireno y

del b. fenantreno por nivel.
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Figura 54. Productos de los ponderadores y los residuales de las regresiones lineales de las curvas
instrumentales y de método del a. pireno y del b.fenantreno.

El estadistico S, /x)w no fue proporcional al coeficiente de variacion en cada nivel de

calibracion, ni al coeficiente de variacion total que involucra a toda la regresion, por lo que
su uso para la determinacion de los limites tendra que ser corroborado por métodos

alternativos.
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Para las curvas instrumentales se propone encontrar la masa minima para cada HAP capaz
de producir un pico en el cromatograma y determinar los limites sumando al area relativa de
ésta sefal y su desviacion estandar (3 veces para el limite de deteccién y 10 veces para el
limite de cuantificacion). Una vez determinados los limites de deteccidn y de cuantificacion
instrumentales y considerando la eficiencia de la extraccion a estos niveles de
concentraciéon se podria proponer la masa de HAP para la adicion sobre matriz y del analisis
de estas muestras fortificadas obtener los limites de deteccion y de cuantificacion de

método.

5.9 Eficiencias determinadas por el método de adiciones patron

La recuperacion de los HAP en cada nivel de adicién se calculé tomando como referencia el
area relativa de la curva instrumental, de modo que al aplicar la ecuacion 2 se obtuvieron

los recobros para cada compuesto.

Como ejemplo, la tabla XLI muestra las recuperaciones para el fenantreno, y la figura 55 la
gréfica del promedio de éstas frente a la masa correspondiente en cada nivel de la curva.
En el apéndice F se encuentran los resultados para algunos compuestos representativos de

los distintos comportamientos observados.

Tabla XLI. Recuperaciones del fenantreno en cada uno de los niveles de concentracién de la curva
de calibracion del método.

Nivel I\{Ir?g]a Fortificado 1 Fortificado 2 Fortificado 3 Promedio DE** Cv
1 882.5 92.7 83.3 95.6 90.5 6.5 7.1
2 718.2 75.3 88.3 80.2 81.3 6.5 8.0
3 534.8 91.3 100.0 93.7 95.0 4.5 4.7
4 358.6 72.0 93.4 93.7 86.4 125 144
5 177.9 94.4 108.2 124.1* 108.9 149 13.6
6 133.3 97.4 82.5 103.8 94.5 10.9 11.6
7 89.2 85.9 77.9 79.4 81.1 4.3 5.3
8 36.2 74.5 63.5 80.1 72.7 85 11.6

* Fuera de los limites de aceptacion (60 — 120 %) sugerido por el método TO13A de la EPA (1999)

** DE = Desviacion estandar
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Se evalu6é la relacion entre la recuperacion y la masa con la que se realizo el
enriguecimiento. Por ejemplo, para el fenantreno (figura 55) se observa que el nivel 9 (nivel
fuera del rango de trabajo) presenta una desviacion estandar muy grande, en los niveles 5
al 8 se observa una dependencia de la recuperacion con respecto a la masa adicionada,

mientras que para los niveles 1 al 4 se mantiene constante.

Por lo anterior se propuso que el célculo del % de recuperaciéon se realice de acuerdo a la
cantidad de masa de HAP presente en la muestra. Por ejemplo, para aquellos compuestos
con un comportamiento similar al del fenantreno (figura 55), el porcentaje de recuperaciéon
se calculé utilizando un modelo de regresion lineal en el intervalo de concentraciones donde
la eficiencia del método fue funcién de la masa (nivel 5 al 8), mientras que para el intervalo
donde no se observa dependencia de la eficiencia respecto a la masa se asigné como
porcentaje de recuperacién el valor promedio de los niveles correspondientes. Este andlisis
se realizdé en el software “Statistica 8.0 Statsoft Inc.” alimentado con cada uno de los

recobros por nivel.

< L.C (nivel 9) Niveles 5-8, el % Rec depende de

120 | . lamasa adicionada

110
100
90

50 @ _________________________________________________________________________________________________________

60 :
50 Niveles 1-4, el % Rec no depende

40 de la masa adicionada
30
20
10

% recuperacion

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Masa adicionada, [ng]

Figura 55. Recuperacion del fenantreno en los nueve niveles de masas. Los circulos indican el valor
promedio de las recuperaciones y las barras su desviacion estandar
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En la tabla XLII se encuentran las ecuaciones de la recta para calcular el porcentaje de
recuperacién y los intervalos donde la eficiencia fue funcién de la masa de HAP, también se

muestran los valores de “p”, para el coeficiente de correlacion de Pearson r, para la

pendiente y para la ordenada al origen.

Para evaluar la significancia de la regresién, la hipétesis nula Hg a probar sobre la pendiente
fue “la pendiente es igual a cero” y en el caso de la ordenada al origen Hy fue “la ordenada
al origen es igual a cero”. Si los valores de “p” eran < 0.05 se rechazaron ambas Hy con el
95 % de confianza (Montgomery et al. 2002). En el caso del coeficiente de correlacion de

Pearson (r) la hipotesis nula Hy fue “el modelo no es lineal”, si el valor de “p” fue menor a

0.05 se rechazé la hipétesis nula con el 95 % de confianza.

Tabla XLII. % Recuperacion en funcion de la masa de HAP.

% Recuperacion = pendiente * ng de HAP + ordenada al origen
; Valor de Valor
HAP Intervalo [ng] Pendiente Valodr_de p OTdenada 5 , de p
(pendiente) = al origen (ordenada) %

Naftaleno 4.4-178.5 0.230 0.000 62.9 0.000 0.85 0.000
Fluoreno \ 4.4-178.8 0.230 0.000 69.1 0.000 0.85 0.000
Fenantreno* 36.2-177.9 0.258 0.000 61.1 0.000 0.84 0.001
4,5-Metilenfenantreno* . 36.9-1813 0.220 0.009 67.3 0.000 0.83 0.001
3,6-Dimetilfenantreno* 36.4—-178.7 0.250 0.002 78.8 0.000 0.80 0.002
Antraceno* 36.9 —181.5 0.245 0.001 63.7 0.000 0.84 0.001
1-Metilantraceno 36.9-181.5 0.295 0.000 62.1 0.000 0.87 0.000
9-Metilantraceno . 36.5-179.2 0.281 0.000 61.4 0.000 0.85 0.000
Fluoranteno 4.4-179.1 0.129 0.012 85.9 0.000 0.64 0.010
9,10-Dimetilantraceno \ 358.9 — 883.2 0.103 0.000 42.15 0.000 0.93 0.000
7’.12_ . 4.7 —-340.3 0.113 0.000 101.4 0.000 0.71 0.000
Dimetilbenzo[a]antraceno
Benzo[k]fluoranteno* \ 14.3 — 56.3 0.858 0.001 60.4 0.000 0.83 0.001
Benzo[e]pireno* 11.9 - 44.3 0.855 0.002 55.1 0.000 | 0.81 0.002
Benzo[a]pireno* \ 13.1 - 48.6 0.818 0.001 59.1 0.000 0.81 0.001
Perileno* 12.9-48.1 0.756 0.004 65.6 0.000 0.76 0.004
Dibenzo[a,clantraceno | 89.3-343.0 0.098 0.041 92.4 0.000 0.60 0.041
Indeno[1,2,3-cd]pireno 14.3 -53.0 0.459 0.031 73.0 0.000 0.62 0.031
Dibenzo[a,h]Jantraceno | 5.1-363.8 0.044 0.011 89.4 0.000 | 0.48 0.016
Benzo[ghi]perileno 4.9 -54.5 0.586 0.011 61.8 0.000 0.70 0.011

* Se excluyo el nivel 9 de la regresion.

Cabe destacar, que para todos los HAP, el nivel 5 presentd recuperaciones mas altas y con
mayor desviacion, esto fue probablemente debido a un error experimental durante la

extraccion del mismo.
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En los HAP marcados con (*) en la tabla XLIlI se excluyé el nivel 9 (-5 ng adicionados),
debido a que tiene una recuperacion mas alta y queda fuera de la tendencia lineal,
indicando una falta de especificidad del método a ese nivel de masa probablemente debido

a la presencia de interferentes en la matriz.

Los intervalos donde la recuperacion se mantuvo constante se ilustran en la tabla XLIII. Se

({9 e 1)

muestra el valor del coeficiente de correlacién r y su respectivo valor de “p”. En todos los

casos, “p” fue mayor a 0.05, no rechazando la hipétesis nula “El modelo no es lineal”. Por
otro lado, la evaluacion de la pendiente arrojoé “p” mayor a 0.05, por lo que no se rechazo la
hipotesis “la pendiente es igual a cero”, sugiriendo que la eficiencia no fue dependiente de

la masa adicionada (Montgomery et al. 2002).

Tabla XLIIIl. % Recuperacién independiente de la masa de HAP.

Valor promedio Valor de
HAP Intervalo [ng] % Recuperacién | + DE* % CV r p
(n=4) (r)

Naftaleno 359.8 - 8854 84.0 5.6 ‘ 6.7 0.32 0.314
Acenaftileno 5.1 -366.8 97.2 12.6 13.0 0.29 0.145
Acenafteno 5.2 —369.5 88.1 12.8 14.5 0.34 0.083
Fluoreno 360.3 — 886.6 95.1 7.4 7.8 0.28 0.381
Fenantreno 358.6 — 882.5 88.2 5.9 \ 6.7 0.03 0.932
4,5-Metilenfenantreno 365.4 — 899.3 91.3 5.3 5.8 0.02 0.956
3,6-Dimetilfenantreno 360.0 — 886.0 98.3 46 | 4.7 0.03 0.915
Antraceno 365.8 —900.1 88.2 5.2 5.9 0.20 0.540
2-Metilantraceno 37.0-902.1 107.2 10.2 | 9.5 0.35 0.095
1-Metilantraceno 365.7 — 900.0 93.4 5.1 55 0.04 0.914
9-Metilantraceno 361.2 - 888.9 97.1 43 | 4.4 0.28 0.375
Fluoranteno 360.9 — 888.1 90.0 6.0 6.7 0.08 0.803
9,10-Dimetilantraceno 36.2-178.1 89.4 43 | 4.8 0.11 0.738
Pireno 44-891.1 87.3 7.1 8.1 0.03 0.866
Tripticeno 5.1 —364.0 67.3 8.9 | 13.2 0.18 0.385
Benzola]fluoreno 4.6 -333.1 83.0 9.7 11.7 0.21 0.302
Benzo[a]antraceno 4.9 -352.6 87.1 8.6 | 9.9 0.23 0.249
Trifenileno+Criseno 4.1 -298.0 89.0 9.1 10.2 0.32 0.108
Benzo[b]fluoranteno 4.6 —329.1 83.6 8.3 | 9.9 0.03 0.898
Benzo[k]fluoranteno 89.6 — 344.0 91.2 6.7 7.3 0.25 0.436
Benzo[e]pireno 74.0 — 284.2 79.2 3.8 | 4.8 0.27 0.400
Benzo[a]pireno 81.2 - 311.7 86.2 5.0 5.8 0.45 0.143
Perileno 80.4 — 308.8 85.9 5.0 \ 5.8 0.44 0.150
Dibenzol[a,clantraceno 4.8-53.4 98.6 21.2 215 0.19 0.502
Indeno[1,2,3-cd]pireno 88.6 — 340.3 96.5 8.1 | 8.4 0.49 0.105
Benzo[ghi]perileno 91.1 — 349.8 89.7 4.9 5.5 0.20 0.532

*DE = Desviacion estandar

Aunque se determind la eficiencia de la extraccion a los niveles de concentracion

adicionados y se propone un valor para la recuperacion dependiendo de la masa de analito
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extraida, en estudios posteriores debera determinarse la eficiencia para las masas
contenidas en el intervalo acotado entre el nivel 5y 4 (-~ 180 - 360 ng adicionados), o
alternativamente hacer una evaluacién de la recuperacion a niveles cercanos entre si y
equidistantes a lo largo de todo el intervalo de interés. Con base en los resultados de éste
trabajo, se puede esperar que dicha funcidbn sea una asindota, en donde a valores de
masas pequefios la recuperacion sea mas sensible a pérdidas durante el tratamiento de la
muestra y a medida que la cantidad de analito adicionada aumente éstas pérdidas

representen un porcentaje menor y en consecuencia la eficiencia se mantenga constante.

Por otra parte, la figura 56 compara las recuperaciones promedio en el intervalo
independiente de la masa (tabla XLIII) con las eficiencias reportadas y evaluadas mediante
el enriquecimiento de particulas emitidas de la combustion de diesel (Portet-Koltalo et al.
2009) o la fortificacion sobre material de referencia certificado (Pifieiro-Iglesias et al. 2002)

con hidrocarburos arométicos policiclicos y analizadas mediante otras técnicas.

CEMAUF =EFS ®Soxhlet mUltrasonido & Microondas (hex:ace) [ Microondas (CH2CI2)
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Figura 56. Comparacion de los porcentajes de recuperacion de HAP en particulas emitidas por la combustion
de diesel entre la CEMAUF y otras técnicas reportadas en la literatura: extraccion por fluidos
supercriticos (EFS) (Portet-Koltalo et al. 2009), Soxhlet, ultrasonido y microondas (Pifieiro-Iglesias
et al. 2002). Las barras indican el promedio de las recuperaciones y las barras su desviacion
estandar
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5.10 Analisis de particulas emitidas por la combustion de diesel y biodiesel

Se analizaron 4 muestras de particulas emitidas por la combustion de biodiesel y otras 4
muestras de particulas emitidas por la combustion de diesel a diferentes regimenes del
motor. En la tabla XLIV se muestran los nanogramos de HAP presentes en el ¥ de filtro
extraido provenientes de la emision de biodiesel y en la tabla XLV los correspondientes a la
emision de diesel. Todas las muestras se cuantificaron con las curvas de calibracion de
método, en la dltima columna de ambas tablas se encuentran los limites de cuantificacién
de cada HAP.

Tabla XLIV. Masa de HAP [ng] en los extractos organicos de las particulas emitidas por la combustién de
biodiesel a diferentes regimenes de motor (rpm).

FTO1 M3 FT09 FT11

HAP 805 rpm 1200 rpm 1600 rpm 1800 rpm LCM

Naftaleno 54.8 53.3 31.6 39.6 4.6
Acenaftileno 61.6 60.2 32.9 22.0 7.7
Acenafteno” 950.8* 821.3* 746.0* 518.7* 4.7
Fluoreno 192.0 286.5 157.2 104.1 13.8
Fenantreno 1008.2* 1030.0* 1125.4* 808.8 87.5
4,5-Metilenfenantreno 213.3 167.9 293.7 240.7 8.9
3,6-Dimetilfenantreno 169.8 134.6 290.7 236.6 20.7
Antraceno 227.1 184.4 210.5 153.4 14.6
2-Metilantraceno” 75.4 57.0 88.0 70.6 21.7
1-Metilantraceno” 802.8 724.2 1410.3* 1313.8* 8.5
9-Metilantraceno” 69.7 <LCM 72.9 <LCM 61.7
Fluoranteno 147.2 91.2 176.7 152.7 14.1
9,10-Dimetilantraceno <LDM <LDM <LDM <LDM 382.0
Pireno 327.8 215.0 490.2 449.0 7.7
Tripticeno <LDM <LDM <LDM <LDM 2.3
Benzo[a]fluoreno 20.1 12.4 28.0 29.8 3.2
Benzo[a]antraceno 23.1 10.4 27.4 29.7 13
Trifenileno+Criseno 36.7 15.5 43.6 52.1 6.0
Benzo[b]fluoranteno 9.3 3.9 11.0 15.3 2.4
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno <LDM <LDM <LDM <LDM 14.0
Benzo[k]fluoranteno 155 5.7 17.8 23.2 3.3
Benzo[e]pireno 10.0 4.5 12.3 16.4 1.3
Benzo[a]pireno 10.1 3.3 6.8 7.2 15
Perileno <LCM <LCM <LCM <LCM 2.5
Dibenzo[a,c]antraceno <LDM <LDM <LDM <LDM 58.2
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6.9 <LCM 8.4 11.2 4.1
Dibenzo[a,h]antraceno <LDM <LDM <LDM <LDM 8.8
Benzo[ghi]perileno 10.6 4.8 14.4 18.0 1.0

LCM Limite de cuantificacion del método

* Requieren dilucion,

* Identificacion tentativa debido a que el espectro de masas no presenté un valor de “matching” > 60.
<LDM No detectado, valor menor al limite de deteccién del método

<LCM No cuantificable, valor menor al limite de cuantificacién del método.
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Tabla XLV. Masa de HAP [ng] en los extractos organicos de las particulas emitidas por la combustién de
diesel a diferentes regimenes de motor (rpm).

L9 L7 L5 L3

HAP 800 rpm 1200 rpm 1500 rpm 2000 rpm LCM

Naftaleno 57.2 41.1 42.8 38.4 4.6
Acenaftileno 63.9 28.3 25.6 23.2 7.7
Acenafteno” 860.9 482.8 421.5 239.9 4.7
Fluoreno 186.8 91.9 95.2 90.4 13.8
Fenantreno 1213.0* 809.6 910.0 748.3 87.5
4,5-Metilenfenantreno” 265.8 222.0 266.0 241.4 8.9
3,6-Dimetilfenantreno” 209.4 212.9 294.0 265.9 20.7
Antraceno 221.7 151.1 147.6 123.7 14.6
2-Metilantraceno” 70.8 55.4 58.7 53.9 21.7
1-Metilantraceno” 747.8 778.1 805.6 758.8 8.5
9-Metilantraceno” <LCM <LCM <LCM <LCM 61.7
Fluoranteno 369.7 395.8 599.2 662.9 14.1
9,10-Dimetilantraceno <LDM <LDM <LDM <LDM 382.0
Pireno 657.2 762.9 1130.6* 1253.3* 7.7
Tripticeno <LDM <LDM <LDM <LDM 2.3
Benzo[a]fluoreno 31.9 34.5 53.0 62.8 3.2
Benzo[a]antraceno 46.5 49.0 85.4 143.7* 1.3
Trifenileno+Criseno 66.9 80.0 150.2 269.9* 6.0
Benzo[b]fluoranteno 23.2 32.4 58.9 144.4* 24
7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno <LDM <LDM. <LDM <LCM. 14.0
Benzol[k]fluoranteno 39.8 52.2 97.6 230.9* 3.3
Benzo[e]pireno 23.5 34.4 61.5 142.6* 1.3
Benzo[a]pireno 18.8 15.7 18.6 32.6 15
Perileno 3.7 3.0 3.6 5.5 2.5
Dibenzo[a,c]lantraceno 8.3 7.5 7.7 10.9 58.2
Indeno[1,2,3-cd]pireno 16.6 27.0 59.7 136.4* 4.1
Dibenzo[a,h]antraceno <LCM <LCM <LCM 19.7 8.8
Benzo[ghi]perileno 25.4 46.2 106.3 244.2* 1.0

LCM Limite de cuantificacion del método

* Requieren dilucion

* Identificacion tentativa debido a que el espectro de masas no presenté un valor de “matching” > 60.
<LDM No detectado, valor menor al limite de detecciéon del método

<LCM No cuantificable, valor menor al limite de cuantificacion del método.

Se calculo la masa de cada HAP por miligramo de particula emitida en todas las muestras
dividiendo los valores reportados en las tablas XLIV y XLV entre los miligramos de particula
extraidos (tabla XXII). Se evalué el porcentaje de reduccién de HAP en la emision
proveniente de la combustion de la mezcla B10 con respecto a la emision de diesel (figura

57) segun la ecuacion 35.

_1 z e 7 . . -7
9% Reduccién = 100 — [ng HAP mg™" particula emitida ( combustion de blodlesel)] +100 (ECU&CIOI’] 35)
ng HAP mg~1 particula emitida (combustién de diesel)
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Figura 57. Porcentaje de reduccion en la emision de HAP en fase particulada usando biodiesel

En los compuestos marcados con (*) se observé un aumento en la emision en las muestras
de biodiesel de 1200 a 2000 rpm, aunque hay que considerar que estas pruebas se hicieron
sin torque en el motor y que algunos de estos HAP se identificaron tentativamente. Por otra
parte, los mayores porcentajes de reduccion se presentaron en los HAP de peso molecular
mayor a 202 g mol™ y oscilaron desde 2.0 % (4,5-Metilenfenantreno 200 rpm) y 92.7 %
(benzo[ghi]perileno, 2000 rpm).
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6. Conclusiones

Se evaluaron 4 variables experimentales para extraccion a microescala de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) en particulas emitidas por la combustion de diesel y biodiesel
empleando una celda asistida por ultrasonido. Los mejores resultados fueron: 2
extracciones de 5 min a 60°C, con la celda conectada a un condensador y reduciendo el

volumen del extracto mediante el flujo suave de nitrégeno gaseoso.

La precision del método fue evaluada en cada nivel y entre niveles mediante el coeficiente
de variacién (CV) de los factores de respuesta relativos (F,), todos se encontraron dentro de
los limites marcados por el método de referencia EPA- TO13A (< 30%). La precision en
cada nivel de adicién se evalu6 mediante el coeficiente de variacion de los F y oscild entre
1.3 % (benzo[e]pireno a 24.7 ng) y 18.5% (dibenzo[a,c]antraceno a 100.8 ng a 100.8 ng),
mientras que la precision en todo el intervalo de calibracion calculada con el coeficiente de
variacion entre todos los niveles oscilé entre el 6.4 % (benzo[e]pireno) y 19.5 %

(dibenzo[a,c]antraceno).

Los intervalos lineales de trabajo fueron delimitados excluyendo aquellos niveles donde el
coeficiente de variacién fue mayor al 20 %. En los intervalos de calibracién del método no
se observé homocedasticidad en las varianzas entre al menos un par de niveles lo que
sugirio el uso de regresion lineal ponderada. Se calcularon las pendientes, las ordenadas al
origen y las desviaciones de las regresiones lineales ponderadas para las curvas de

calibracion instrumentales y de método.

La linealidad se evalu6 mediante el coeficiente de determinacién r? cuyos valores se
observaron entre el 0.929 (Tripticeno) y 0.995 (Pireno) (p < 0.05 para todos los coeficientes
de correlacion de Pearson). Ademas se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) para todas
las regresiones lineales, mediante el cual se rechaz6 en todos los HAP la hip6tesis nula “el

modelo no es lineal” con 99 % de confianza.

Se calcularon los limites de deteccién y de cuantificacion de las curvas de calibracion

instrumentales y de método. La desviacion de la regresion Syw tuvo el impacto mas
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importante en el valor de los limites tanto de deteccion como de cuantificacion, es decir,
aquellos HAP en los que la desviacién de la regresion en las curvas de método con
respecto a los instrumentales fueron mayores, presentaron limites de método
numéricamente superiores y viceversa. Las varianzas de las regresiones fueron
directamente proporcionales al producto entre el residual de la recta de regresion y el
ponderador, siendo éste ultimo el que tiene mayor efecto sobre el célculo de Syxw, Se
observd que éste estadistico no fue directamente proporcional a la variabilidad entre las
réplicas de cada nivel de las curvas. Debido a esto es importante re-evaluar en futuros
estudios los limites de deteccion y cuantificacion mediante otro procedimiento, por ejemplo,
analizando estandares y muestras fortificadas con masas minimas de HAP. Los limites de
cuantificacion de método se encontraron entre 1.0 ng para el benzo[ghi]perileno y 382.0 ng

para el 9,10-dimetilantraceno.

La eficiencia del método se evalu6 por adicién patron a diferentes niveles de masa. Se
determinaron los intervalos para cada HAP donde el porcentaje de recuperacién fue funcion
de la masa adicionada, asi como las ecuaciones de las rectas que describen dicha relacion.
Esta dependencia se presentd en la mayoria de los HAP en el intervalo de masa de 4 ng a
180 ng aproximadamente. Para los intervalos de masa donde la eficiencia fue constante >
350 ng, se asigno el valor promedio de los porcentajes de recuperacion como la eficiencia
correspondiente a dichos niveles de adicion. Los valores promedio del porcentaje de
recuperaciéon incluyendo todos los niveles de adicion oscilaron entre el 69.2 + 8.9 %
(Tripticeno) y el 106.7 £ 17.2 % (7,12-dimetilbenzo[a]antraceno), valores que se encuentran
dentro de los limites de aceptacion marcados por el método de referencia EPA TO13-A (60
— 120 %).

Se analizaron 4 muestras de particulas emitidas por la combustion de biodiesel y otras 4 por
la combustion de diesel a 4 diferentes regimenes del motor sin torque, se evalud el
porcentaje de reduccion en la emision de HAP y se observo que la reduccion se presento
para los HAP de mayor peso molecular 202 g mol™. Los porcentajes de reduccién oscilaron
entre 2.0 % (4,5-metilenfenantreno, 2000 rpm) y 92.7 % (benzo[ghi]perileno, 2000 rpm). Sin
embargo, para los HAP de menor peso molecular se observé un aumento en la emision,

aunque hay que considerar que algunos de éstos se identificaron tentativamente.
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Se present6 la solicitud de la patente ante el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial de
la “Celda de extraccidon a microescala, asistida por ultrasonido, con y sin reflujo, acoplada a
un sistema de filtracion” con namero de registro MX/a/2012/000790, asi como del “Proceso
para extraer, filtrar, concentrar y recuperar compuestos organicos en matrices solidas a

microescala” con nimero de registro MX/a/2012/000789.

El método permite minimizar la cantidad de muestra, el volumen de disolvente y el tiempo
de analisis requeridos respecto a los procedimientos de referencia o anteriormente
establecidos en el laboratorio, cumpliendo con los criterios de calidad de eficiencia y
precision establecidos en el método de referencia mas cercano al alcance de este método
(EPATO13A).

La miniaturizaciébn del sistema de extraccibn permiti6 el desarrollo de un método
ambientalmente amigable debido a la disminucién de los insumos, es importante tomar en
cuenta que el uso de una cantidad menor de muestra fue posible debido a su
homogeneidad y representatividad. Se debe considerar también el compromiso existente
entre las ventajas que representan el uso de material a microescala y el aumento en el error
qgue conlleva trabajar con cantidades pequefias de analito, por lo que el seguimiento de las
buenas préacticas de laboratorio y el uso de material calibrado y de alta calidad son

fundamentales.
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7. Recomendaciones

Se sugiere que los coeficientes de variacion que involucran a todos los niveles se utilicen
como limites de control de calidad para analisis posteriores de los HAP estudiados en esta

matriz.

En este trabajo se determinaron los intervalos de concentracion donde la eficiencia del
método depende de la cantidad de analito presente en la muestra y aquellos intervalos
donde permanece constante, dichos valores pueden tomarse como criterios de calidad para
evaluar la eficiencia en la recuperacion en posteriores analisis efectuando la adicion de HAP
deuterados como subrogados. Para determinar con mayor detalle el comportamiento del
porcentaje de recuperacion en funcion de la masa adicionada se pueden fortificar muestras
con niveles mas cercanos y equidistantes que abarque el intervalo donde la funcién

problablemente sea asindota (por ejemplo entre el nivel 4 al 6).

En préximos proyectos puede evaluarse la exactitud del método mediante el analisis de
material de referencia certificado, asi como los limites de deteccion y de cuantificacion
instrumentales y de método mediante estandares y muestras fortificadas con masas de HAP

inferiores al nivel minimo utilizado en este estudio.

Para evaluar con mayor profundidad el método propuesto se pueden estudiar en el futuro
varios aspectos: sus fuentes principales de incertidumbre, determinar su robustez mediante

un disefo de experimentos, etc.
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Figura A2. Espectro de masas del Naftaleno, peso molecular = 128 g mol™
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Figura A3. Espectro de masas del Acenafteno-d;o, peso molecular = 164 g mol™
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Figura A4. Espectro de masas del Acenaftileno, peso molecular = 152 g mol™
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Figura A7. Espectro de masas del 4,5-Metilenfenantreno, peso molecular = 190 g mol™
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Figura A8. Espectro de masas del 3,6-Dimetilenfenantreno, peso molecular = 206 g mol™
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Figura A9. Espectro de masas del 1-Metilantraceno, peso molecular = 192 g mol™. Espectro similar para
2-Metilantraceno y 9-Metilantraceno
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Apéndice B

Verificacion de la bascula

Apéndice B

La bascula analitica utilizada fue de la marca Sartorius Analytic modelo A200S, sensibilidad

de 0,1 mg y las pesas utilizadas para su verificacion fueron de 1 mg y 20 mg clase E2.

Tabla B1. Verificacion de la balanza antes para la preparacion de las disoluciones.

Condiciones del cuarto de pesado “Stock”

Temperatura = 17.1 °C Pesa 0.0010 g Pesa 0.0200

% Humedad relativa = 41 [0] [a]
Masa 1 0.0010 0.0200
Masa 2 0.0010 0.0200
Masa 3 0.0009 0.0199

Madre

Temperatura = 16.6 °C Pesa 0.0010 g Pesa 0.0200

% Humedad relativa = 33 [0] [a]
Masa 1 0.0008 0.0199
Masa 2 0.0010 0.0200
Masa 3 0.0010 0.0198

Trabajo

Temperatura = 18.4°C Pesa 0.0010 g Pesa 0.0200

% Humedad relativa = 29 [0] [a]
Masa 1 0.0010 0.0200
Masa 2 0.0009 0.0200
Masa 3 0.0011 0.0200

Fortificacion

Temperatura = 19.5°C Pesa 0.0010 g Pesa 0.0200

% Humedad relativa = 34 [0] [0]
Masa 1 0.0009 0.0201
Masa 2 0.0010 0.0200
Masa 3 0.0010 0.0201

121



Apéndice C

Apéndice C
Curvas instrumentales

En el intervalo de concentraciones altas, ademas del fenantreno, los HAP mas abundantes
en las muestras fueron el 1-metilantraceno (r* = 0.9998) (figura C1 y tabla C I) y el pireno,
que es uno de los compuestos marcadores de las emisiones de diesel y biodiesel (r* =

0'9985) (figura C2y tabla ”) Tabla C I. Curva de calibracion

instrumental del 1-metilantraceno

2.5 Nivel [ng mL™] Cr Ar
] promedio
2.0 1 900.0 274 2.3416
%
3 2 732.4 3.85 1.8952
o
B o1s . 3 545.4 287  1.3951
< 4 365.7 192  0.9303
~ 10
g ¢ 5 181.5 0.96  0.4645
£ 6 136.0 0.72  0.3332
05 o
g 0 ° 7 91.0 0.48  0.2302
< °
0.0 8 36.9 0.19  0.1154
0 1 2 3 4 5

Masa del antraceno-d;o = 190 ng
C

1-metilantraceno/Cantraceno-dlo

Figura C1. Curva de calibracion instrumental del 1-metilantraceno

Tabla C II. Curva de calibracién instrumental

7 del pireno
6 ¢ Nivel [ng mL™] Cr proﬁn\qredio
g5 s 1 8911 4624 65017
§ 2 2 7252  3.763  4.9750
io ¢ 3 540.0  2.802 35513
2 ’ o 4 362.1 1879  2.5360
N 5 179.7 0932  1.2340
1 o 6 134.6 0.699 0.8845
0 o2 ’ 7 90.1 0.467  0.6143
0 1 2 3 4 5 8 36.6 0.190  0.2675

cpireno/ cpireno-dlo

. . L . Masa del pireno-d;o = 192.7 ng
Figura C2. Curva de calibracién instrumental del pireno
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En el intervalo de concentraciones bajas, los HAP con mayor masa encontrada en las

muestras fueron el benzo[a]antraceno (r* = 0.9987) (figura C3 y tabla C Ill), y la suma de

trifenileno y criseno (r* = 0.9977) (figura C4 y tabla C IV).

3.0
Tabla C Ill. Curva de calibracion
8 55 > instrumental del benzo[a]antraceno
g 2
° o Nivel [ng mL™] Cr Ar
§ promedio
£ 2.0
§ 1 103.6 1.71 2.5514
o
§ 15 2 91.8 1.51 2.2441
-} .
io ® 5 54.9 091  1.3279
g 10 ° 6 42.8 0.71  0.9938
] &
o 7 30.7 0.51 0.7881
g 0.5 o
3 8 14.8 0.24 0.4059
< =
0.0 9 4.9 0.08 0.1270
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Masa del benzo[a]antraceno -d;, =
C benzo[a]antraceno / C benzo[a]antraceno-d12 60.7 ng

Figura C3. Curva de calibracién instrumental del benzo[a]antraceno

2.5 Tabla C IV. Curva de calibracion
% instrumental del trifenileno+criseno
8 Nivel [ng mL™ Cr Ar
E 2.0 ® [ g ] promedio
g 1 87.5 237 22697
< 15
=~ 7 2 77.7 2.10 2.0295
S s
g 5 46.4 1.26 1.3013
s 10 s
2 § 6 36.2 0.98 0.9812
[
E 7 25.9 0.70 0.7900
< 05
° 8 12.5 0.34  0.4098
° . . 0.1347
0.0 9 4.1 0.11
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 Masa del criseno-di, = 36.9 ng
C trifenileno+criseno/ C criseno-d12

Figura C4. Curva de calibracion instrumental del trifenileno+criseno
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Apéndice D
Curvas de método

En el intervalo de concentraciones altas, después del fenantreno, los compuestos
encontrados con mayor abundancia en las muestras fueron el pireno (r* = 0.9946) (figura
D1 ytabla D 1)y el 1-metilantraceno (r*= 0.9937) (figura D2 y tabla D I1).

7 Tabla D I. Curva de calibracion de
método del pireno
6 Nivel [ng mL™] Cr Ar
% promedio
5 1 891.1 4.62 5.5840
3 5 2 725.2 376  3.8668
S 4
g 3 3 540.0 2.80 3.1626
50 3 4 3621  1.88 18381
f,’ 2 $ 5 179.7 093  1.0997
s 6 1346 070  0.8078
1 ¢
& 7 90.1 0.47 0.5620
5@
0 8 36.6 019  0.2164
0 1 2 3 4 5

M del pi -d,0 = 192.7
cpireno/cpireno-dlo asa det pireno d10 2 ng

Figura D1. Curva de calibracién de método del pireno

Tabla D II. Curva de calibracién de método

7 Del 1-metilantraceno
6 Nivel [ng mL™] Cr Ar
$ promedio
g5 1 900.0 474 2.2390
]
3 3 2 732.4 3.85  1.6661
£a
< 3 545.4 2.87  1.3869
~ <&
2 3 4 365.7 1.92  0.8439
£, s 5 1815 096  0.5393
g R 6 1360 072 03424
<1 o
o 7 91.0 0.48  0.1994
<
0o ® 8 36.9 0.19  0.0857
0 1 2 3 4 5

Masa del antraceno-d;o = 190 ng

C C

1-metilantraceno/ antraceno-d10

Figura D2. Curva de calibracion de método del 1-metilantraceno 124
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En el intervalo de concentraciones bajas, los HAP con la mayor masa encontrada en las

muestras fueron el benzo[a]antraceno (r* = 0.9819) (figura D3 y tabla D 1ll) y la suma de

trifenileno y criseno (r? = 0.9762) (figu ra D4 y tabla D V).

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

Abenzo[a]antraceno/ A benzo[a]antraceno-d12

0.0

Figura D3. Curva de calibracién de método del benzo[a]antraceno

2.5

2.0

1.5

1.0

A trifenileno + criseno/ A criseno-d12

0.5

0.0

0.0 0.5 1.0 1.5

cbenzo[a]:-mtraceno/cbenzo[a]antraceno-dlz

2.0

0.0 0.5 1.0 1.5

Figura D4.

C

trifenileno + criseno/ c criseno-d12

Curva de calibraciéon de método del
trifenileno + criseno

2.0

2.5

Tabla D Ill. Curva de calibracién de
método del benzo[a]antraceno

Nivel [ng mL™] Cr Ar

promedio
1 103.6 1.71 2.4801
2 91.8 1.51 1.9019
5 54.9 0.91 1.3874
6 42.8 0.71 0.8624
7 30.7 0.51 0.6871
8 14.8 0.24 0.3103
9 4.9 0.08 0.1065

Masa del benzo[a]antraceno -d;, =

60.7 ng

Tabla D IV. Curva de calibracién de
método del trifenileno+

criseno
Nivel [ng mL™] Cr Ar

promedio
1 87.5 2.37 2.2582
2 7.7 2.10 1.7333
5 46.4 1.26 1.3496
6 36.2 0.98 0.8444
7 25.9 0.70 0.6758
8 12.5 0.34 0.3178
9 4.1 0.11 0.1048

Masa del criseno-d;, = 36.9 ng
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Apéndice E
Precisiéon de las curvas de calibracién instrumentales y de método

En la tabla EI se muestran los porcentajes de los coeficientes de variacion (CV) en cada
uno de los 9 niveles de las curvas de calibracién instrumentales, mientras que en la tabla E

Il se encuentran los correspondientes a las curvas de calibracion del método.

Tabla E | . Precisién por nivel de las curvas de calibracion instrumentales CV- Coeficientes de
variacion en %.

HAP CV; CV, CV; CV, CVs CVs CV, CVs CVq
Naftaleno 1.9 2.7 15 0.3 0.6 2.3 0.9 0.3 2.9
Acenaftileno 1.2 19 - - 0.4 0.4 2.5 2.6 10.6
Acenafteno 2.0 44 - 1.4 1.4 3.5 0.4 29
Fluoreno 1.2 1.2 1.0 0.3 1.1 0.1 1.1 2.8 4.6
Fenantreno 1.1 4.3 0.8 0.9 0.2 0.2 0.7 1.1 2.7
4,5-Metilenfenantreno 0.8 0.9 0.9 1.7 0.7 1.8 2.9 1.3 8.3
3,6-Dimetilfenantreno 0.9 3.4 0.7 0.4 1.3 1.0 1.6 2.0 12.1
Antraceno 1.1 2.0 1.3 0.7 2.0 2.6 0.6 3.2 5.1
2-Metilantraceno 0.6 0.4 2.1 1.2 1.0 1.0 2.2 19 -
1-Metilantraceno 0.3 3.2 1.7 1.1 1.7 0.4 1.8 56 -
9-Metilantraceno 1.6 0.3 2.4 0.6 1.7 0.9 1.8 20 -
Fluoranteno 0.8 1.0 1.9 1.4 1.2 1.4 2.3 2.3 7.0
9,10-Dimetilantraceno 2.8 3.9 0.7 1.6 0.8 3.2 1.3 24 -
Pireno 15 3.1 0.9 0.6 2.4 1.1 0.6 3.2 4.0
Tripticeno 3.1 24 - e 0.5 7.9 2.9 7.9 21
Benzo[a]fluoreno 0.1 6.1 - e 1.2 0.6 5.4 1.6 12.8
Benzo[a]antraceno 15 22 - e 1.7 1.2 11 15 1.9
Trifenileno+Criseno 3.8 26 - - 3.0 3.7 8.7 2.9 3.3
Benzo[b]fluoranteno 2.2 12 - e 1.7 1.2 0.7 5.9 2.9
7,12- 1.7 21 - e 2.8 3.2 4.5 3.1 6.7
Dimetilbenzo[a]antraceno

Benzo[k]fluoranteno 25 35 - - 4.7 3.4 10.0 4.3 10.0
Benzo[e]pireno 1.2 09 - 0.6 1.2 0.9 3.2 0.8
Benzo[a]pireno 0.9 11 - e 2.8 25 11 3.0 5.6
Perileno 0.7 21 - e 34 1.9 0.9 3.2 0.8
Dibenzo[a,c]antraceno 0.8 11 - e 2.8 25 15 1.0 3.3
Indeno[1,2,3-cd]pireno 3.5 1.7 - - 1.9 2.4 1.4 6.5 10.4
Dibenzo[a,h]antraceno 13.6 27 - e 3.5 2.1 2.7 9.6 3.4
Benzo[ghi]perileno 0.3 14 - e 2.5 3.5 0.9 2.0 11.3

En general, se observo que el nivel 9 presentd los CV més altos debido a que es la cantidad
menor de HAP adicionada.
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Tabla E Il . Precision por nivel de las curvas de calibracién de método.
variacion en %.

CV- Coeficientes de

HAP CV; CV, CV; CV, CVs CVs CV, CVg CVq
Naftaleno 7.2 5.6 8.5 11.6 14.3 7.1 8.9 10.3 3.7
Acenaftileno 7.6 56 - e 13.6 4.1 4.5 12.7 5.9
Acenafteno 7.7 43 - e 14.8 2.0 7.6 13.3 25
Fluoreno 6.1 5.3 3.7 13.5 145 10.5 8.9 9.9 8.4
Fenantreno 7.1 8.0 4.7 14.4 13.6 11.6 5.3 116  -—---
4,5-Metilenfenantreno 7.6 8.7 4.0 14.8 11.8 10.9 4.9 110 -
3,6-Dimetilfenantreno 6.7 9.9 3.6 15.3 135 12.6 3.1 8.6 10.1
Antraceno 7.4 7.9 2.9 14.5 11.9 11.9 8.4 9.0 8.6
2-Metilantraceno 6.6 8.5 2.9 17.9 12.4 12.5 5.5 10.4 12.9
1-Metilantraceno 8.4 9.0 3.3 15.0 10.8 12.6 3.9 16.6 4.3
9-Metilantraceno 7.2 9.3 2.4 14.0 13.6 12.9 6.2 126 -
Fluoranteno 7.8 7.1 5.9 10.3 10.2 12.9 4.5 12.1 9.4
9,10-Dimetilantraceno 4.6 6.1 4.4 5.9 23.1 14.1 3.3 141 -
Pireno 5.9 7.3 5.2 11.2 12.1 14.0 5.2 12.5 6.5
Tripticeno 5.7 100 - - 11.1 16.9 2.9 11.8 1.6
Benzo[a]fluoreno 8.3 52 - e 13.5 14.6 1.8 12.8 2.1
Benzo[a]antraceno 8.4 55 12.2 15.4 2.5 11.2 1.1
Trifenileno+Criseno 4.6 7.3 - e 12.8 10.3 2.4 13.8 5.3
Benzo[b]fluoranteno 4.3 6.1 - e 13.1 14.0 1.6 10.4 1.9
7,12- 6.4 50 - 16.3 12.7 3.4 12.6 55
Dimetilbenzo[a]antraceno

Benzo[k]fluoranteno 7.8 6.2 - e 12.6 12.0 3.9 12.6 2.7
Benzo[e]pireno 6.8 58 - e 12.4 14.2 1.3 11.2 1.3
Benzo[a]pireno 7.2 75 - e 12.1 13.8 2.0 10.7 2.3
Perileno 6.3 7.2 - e 12.2 13.3 1.3 11.6 3.4
Dibenzo[a,c]antraceno 18.5 171 - e 13.3 15.0 2.8 13.0 -
Indeno[1,2,3-cd]pireno 7.1 77 - e 13.0 135 3.4 10.6 4.6
Dibenzo[a,h]antraceno 7.5 89 - 13.1 13.0 2.8 13.7 12.3
Benzo[ghi]perileno 6.0 6.7 - e 13.4 13.7 4.3 13.5 1.0

Es notable que las curvas de método presentan mayores coeficientes de variacion con

respecto a las instrumentales, esto debido a que en las Ultimas esta incluida la variabilidad

experimental de todo el proceso de extraccion, mientras que los CV instrumentales solo

reflejan la variacion debida al cromatografo acoplado al espectrometro de masas.

La precision en todo el intervalo, es decir, el CV involucrando todos los niveles de las curvas

de calibracion instrumentales y de método se muestra en la tabla E 11I.
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Tabla E 11 . Precisién en todo el intervalo de las curvas de calibracion. CV- Coeficientes de

variacion en %.

Curva Instrumental

Curva de método

HAP

CVto’[al

CVtotal

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno
4,5-Metilenfenantreno
3,6-Dimetilfenantreno
Antraceno
2-Metilantraceno
1-Metilantraceno
9-Metilantraceno
Fluoranteno
9,10-Dimetilantraceno
Pireno

Tripticeno
Benzo[a]fluoreno
Benzo[a]antraceno
Trifenileno+Criseno
Benzo[b]fluoranteno

7,12-Dimetilbenzo[a]antraceno

Benzo[k]fluoranteno
Benzo[e]pireno
Benzo[a]pireno
Perileno
Dibenzo[a,c]lantraceno
Indeno[1,2,3-cd]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
Benzo[ghi]perileno

9.0
7.4

135

10.4

8.4

5.5
5.9
6.2

11.6

10.4

8.0
4.4

18.8

6.0

27.7

9.9
5.5

10.0

6.2

28.3
13.8

8.9
9.9
5.1
4.6
4.6
5.9
6.5

10.8
10.2
11.8
10.1
10.2
8.2
11.3
9.0
14.6
9.5
12.3
115
18.3
8.5
9.6
9.3
8.4
8.5
7.6
18.7
7.1
7.2
7.9
7.4
19.5
9.4
9.0
7.3
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Apéndice F
Eficiencias por adiciones patron

La figura F1 muestra las recuperaciones del acenaftiieno, compuesto calibrado en el
intervalo de concentraciones bajas y donde se observé independencia de la recuperacion
con respecto a la masa. Los HAP calibrados en este intervalo que siguen este
comportamiento son: acenafteno, tripticeno, benzo[a]fluoreno, benzo[a]antraceno, trifenileno

y criseno, benzo[b]fluoranteno.

% Recuperacion
D
o

0 50 100 150 200 250 300 350 400

[ng] Masa adicionada

OProm Las barras corresponden a la desviacion

Figura F1. Recuperaciones del acenaftileno en los 9 niveles de calibracién

De manera similar los HAP calibrados en el intervalo de concentraciones altas, en los que la
eficiencia permanecio constante en todo el intervalo de calibracion fueron el pireno (figura

F2) y el 2-metilantraceno.

140

120
g 100 % o
2 ()
S g 2.0 & d 0
© 80 T
g 2 !
3 60
(5]
Q
& 40
X

20

0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
[ng] Masa adicionada
O Prom Las barras corresponden a la desviacion estandar

Figura F2. Recuperaciones del pireno en los 9 niveles de calibracion
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Por otra parte, los HAP calibrados en concentraciones bajas donde se observo dependencia
de la eficiencia en funcion de la masa en los niveles de menor concentracion (5 al 9) fueron:
benzo[k]fluoranteno (figura F3), benzo[e]pireno, benzo[a]pireno, perileno, indeno[1,2,3-
cd]pireno y benzo[ghi]perileno, mientras que los HAP calibrados a concentraciones altas
que presentaron este comportamiento fueron: naftaleno, fluoreno, fenantreno, 4,5-
metilfenantreno, 3,6-dimetilfenantreno, antraceno, 1-metilantraceno, 9-metilantraceno (figura

F4), y fluoranteno.

120 o

100 I S
T
g0 @ % @T

HeH

e

60

40

% Recuperacion

20

0 50 100 150 200 250 300 350 400
[ng] Masa adicionada

O Prom Las barras corresponden a la desviacion estandar

Figura F3. Recuperaciones del benzo[k]fluoranteno en los 9 niveles de calibracion

140

120

e

T 0]
100 @

80 T oe

60

HoH

FOH

40

% Recuperacion

20

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
[ng] Masa adicionada

OProm Las barras corresponden a la desviacion estandar

Figura F4. Recuperaciones del 9-metilantraceno en los 8 niveles de calibracién.

El dibenzo[a,h]antraceno fue el Unico compuesto en el cual se observo dependencia de la
recuperacion en funcién de la masa a lo largo de todo el intervalo de calibracién (figura F5),

aunque es importante mencionar que la pendiente fue de 0.044
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% Recuperacion
(@]
o

0 50 100 150 200 250 300 350 400
[ng] Masa adicionada

O Promedio Las barras corresponden a la desviacion estandar

Figura F5. Recuperaciones del dibenzo[a,h]Jantraceno en los 9 niveles de calibracion.

El 9,10-dimetilantraceno (figura F6) y el dibenzo[a,c]antraceno (figura F7) presentaron una
tendencia diferente, en la que la dependencia de la eficiencia en funcién de la masa fue en
los niveles de mayor concentracion (1 al 5), mientras que para los niveles inferiores el

porcentaje de recuperacion permanecié constante.

140

120 ® 9
S 100 @% o
‘S 0]} -
8 80 %
() - 0]
S 60 L
[S)
Q
x 40
X

20

0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
[ng] Masa adicionada
OProm Las barras corresponden a la desviacion estandar

Figura F6. Recuperaciones del 9,10-dimetilantraceno en los 9 niveles de calibracién.
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140

120

100 - % @
e ol

[o]
o

% Recuperacion
B [
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N
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Figura F7. Recuperaciones del dibenzo[a,h]antraceno en los 9 niveles de calibracion.
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