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~ 1INT HODUCC@N
1.1 Importancia de HAP s en el medio ambiente

. Lx‘as'hidrgcarbufcs aroméﬁco‘sl policiclicos (HAP's), han sido ampliamente estudiados
en las litimas décadas. Son uno de los, grupés mas importantes para la contarminacion
ambientél,‘ por las numerosas fuentes naturales y antropogénicas que contribuyen a su
inevitable presencia ‘(Gamai 'A., 2002). Se han encontrado en todos los medios incmyehdo

suelo, aire, vegetacion, sedimentos, superficie, agua y alimentos (Van A, et al., 2001).

- Ha sido demostrado que clertas mezclas de HAP's son Carcirwgénicas para mamiferos
3} aigunﬁs»han sido’ implicados como‘inductores de cancer de pulmén, piel.y seno en humanos
(Al-Saleh, 1., et al., 2002), ademas de los efectos carcinogénicos, los HAP's presentan un
ampﬁo, espectro de eféctcs toxicos, incluidos ia irritacion de ojos y piel, inmunotoxicidad vy

toxjcidad prdgresi‘va*(Bai«r;d, W., et al,, 2005}

Han Sido incluidos 6 HAP's como sustancias prioritarias en las normas 2000/80/CE,
~75!44‘0£CE y 80!??8!CEE en la Unién Europea (EU) relativas a la calidad del agua para
consume humanoe y 16 han sido listados por la Agencié de Proteceion al Ambiente de Estados
Elnidos {USEPA). Estos hechos demuestran ’et pape! d‘e los HAP's como contams‘nantes

{Martinez E., et al., 2004, Baumard P., et al., 1997).

1.2 drigen y fuentes de emision

v Los HAP's se ioriginan, &n procesos 6@ combustién: incompleta de la materia orgénica y
combustibles fosiles. ~(Vives L., et al, 2004). Los productos mayoritarios son moléculas simples
(HgO COs, CO SO;, NOx, HCN) aigunas de las cuales, también tienen su papel como
‘eontammantes En mencr cantidad se generan un gran numero de sustancaas organicas de-
estructura mas complega entre las que se encuentran los hidrocarburos saturados e
Ensaturados, alqohoies, aldehidos, acidos ca;boxilicos, ésteres, y todo tipo de compuestos

aromaticos incluyendo los HAP s,



Las principales fuentes de emisidn de HAP's a ‘la atmadsfera son antropogénicas, v
consisten en ‘Vactividadtes en las que tiene lugar algun tipo de combusﬁén‘:y automgviles,
combustidén de gas natural, madera, carbdn, refinamiento de petréleo, incineracién de residuos,
humo de tabaco; gtc; También existen,’ en menor med‘u:la, fuentes naturales de »emi';sién‘como la

. actividad v,oicénica,‘ los incendios fqrestafes y la biosintasis (Mitra S., et al,, 2003).

‘ 1.3 HAP’s en organismos marinos

“Se han publicado un gran nimero de informes sobre la presencia de'HAP's en
“organismos marinos, y en particular del benzo(a)pirenc. La mayoria de los andlisis realizados
‘han empleado como brganismos de estudio mejiliones y ostras. Estos reciben mayor atencion
cjue, otros invertebradq3 O peces, debi;{o a que sus tasas metahodlicas son menores, por lo que
tienden a bioacumuiar Igs contaminantes en sus tejid'oé y COmo consecuencia son
considérados centinelas de las condfdiones de la calidad del agua en los éccsistemas marinos
(Ba;umard} ‘,P,, et al., 1897 y 1998, Pefia A., et al.,, 2002, Botello A., ot al., 2002, Paez-Osuna, F.,

etal., 2002, Martinez E., et al., 2004),

Los HAP's suelen exhibir un efectotéxicq en organismos marinos invertebrados y
pecles en concentracioﬁes de solby unos pg/g. Siendo un componente mayoritario de ta cadena
alimenticia :acuéﬁca y un recurso alimenticio para el ser humano, los peces han reéibido una
atenciéh; espe'cia% (Vives, ., et al., 2002). Hay un creciente intefés para analizar la distribucién
especifica de ‘Ios‘ HAP's en los lorgargfismo_s marinos (Shailaja, M., et al., 2003), ya que los
patrones de bioacumulagiién de HAP's en el tejido de los peces sigue siendo desconocido

(Barron, M,, et al., 2004; Deb, S., et al., 2000).

1.4 Analisis de HAF’ ‘s en matrices bidlégicasg '

» El alr%éiisis de HAP's en muestras de tejido biolégico es particularmente dificil, debide a
la.baja ccnéentracién de ios'compuestos individuales (ng/g), y a la presencia de compﬁestos de
naturaleza lipofilica en ieé tejidos, que interfieren en el anélisis (Pefia A., et al., 2002, 8Simko, P.

2002).



Los -dos pasos criticos en el andiisis de los HAP's en muestras bioldgicas son su
‘ extraﬁ:cién y purificacion.  Los métodos de exiraccion- liquide-liuido, digestidn alcalina y
dehiet' han sido los més utilizados para la extraccidén de HAP's en matrices alimentarias y
,ﬁwuestras de tejidos . biolégicos. Algunos de estos mélodes han sido adoptados como
fégp-faciones_, y cubren clertas necesidades. Sin embargo, presentan ciertas de‘svéntajas en
térmi‘éics de tiempo, Costc impacto ambiental y deficiencias técnicas (Crouch M., et al,, 1997).

| El ob}et}vo‘dve gste trabajo fue proponer la dispersion de matriz en fase sélida (DMFS)
" yfo la extracc;on con hquzdos presunzados (ELP), como procedimfenfos alternativos de
exiracclon en la metodologxa analitica para la determ inacién de HAP” s en muestras de
pescado. Esto permmrla simp lificar el procedimiento y reducir considerablemente los tiempos
de anahsns una de las principales desventajas que presentan los métodos convencronates

antes mencsonados

2 ANTECEDENTES
B 2.1 Dfspersién de Matriz en Fase Sélida (DMFS)
. En 1989 se introdujo un nuevo proéeso para la extraccién de muestras solidas y semi-
sélidés, La DMFS combina fvari‘as técnicas que permiten romper la estructura del tejido vy

_ extraer los compuestos de interés de la muestra, en forma selectiva.

En la DMFS (flgura 1} la muestra es triturada con un adsorbeme {ejlemplo, Cm} que
actua coma abraswo la fuerza de cuza lla producida al triturar la muestra junto con el
i adsorbente»provoca Ia ruptura de os tejidos y permite obtener un material solido, ¢l cual es
: utﬂiz_afd() pos;tériormente: para empacar una columna de extraccidn en fase sdlida clasica. El
adsoﬁbente fﬁnciona c’of&xo un solvente 0 un detergénte que d'sue ve y dispersa los
compenemes de |a muestra sobre la superfi cne del matena recublerto con la fase estacionaria.

Asl se genera una mayor superf icie de contacto que favorece la extraccion.

La columna se compone de una jeringa y un par de discos de matena poroso entre los
cuales va csntemdo el sogorte qéildc con la muestra dlspersa El dispositive se comprime para

'compaotar el adsorbente vy obiener el equwalente a una columna de extraccion en fase sdiida



- Finalmente se adiciona a la columna un disolvente ¢ bien una serie de disolventes,
para elir los compuestos de interés. La elucién puede llevarse a cabo por gravedad o

 utilizando vaclo (Barker, S., et al, 2000).

Adsorbenie Muesta

-

-
Transtedr
" sglido

Jetinga

Filiro

. Efucién
Figura 1. Esquema general de la extraccién por dispersion de matriz en fase sélida

2.2 Extraccién con liquidos presurizados (ELP)

La ELP es una técrnica de preparacion de muestras, que se diferencia de los métodos
- convencionales realizados en condjpiones ambievntales; fmrque combina elevadas @resiones ¥
. femperaturés con'disd\.;entes quuidos,;para permitir la extraccion de los ahatitos de forma
rébidé y efectiva. La ELP ha clemOstédo ser equivalente a las metodologias de extraccion
ex:stentes, hasta el punto de ser répidamente aceptado por fa USEPA como método de
evaluacron de residuos aéhdos {Método 3545 de la USEPA 1995). En diversos estudios, se ha
visto que al modificar los pardmetros puede ser un sistema de extraccién muy efectivo;

| espfe‘ci«a{memé para muestras muy contaminadas o matrices cdmple}as (Wang, G., etal., 1999),

El sistema {figura 2) consiste en una celda de extraccién de acero, en la que los
parametros programados (temperatira y presidn) se maniienen en valores especificos, gracias

a controles dej temperatura y a bombas que controlan el disolvente orgénico, el cual se



mantiene en estado liquido al presurizar la celda a pesar de las temperaturas relativamente

altas usadas para la extraccion.

Basicamente la celda se introduce en un circuito cerrado a trayés del cqal se hace ~
pasar disolvente mediante vacio. El disolvente paéa alacelday p%ermanece alatemperatura y
‘presion ihdiéadas, dufante:ef tiempo y el nimero de veces deseado. Acabédo'ese tiempo el
d%s@!vehte de Ié cek;ia pasé a una botella donde se colecta el extracto junto con e disolvente

usado para limpiar la celda.

Celda de
extraccidn

Vaivula de purga v
Vélvula

Horno v ,‘ . /

Vélvula estdlica

' i Vial ‘ Vial colector
Solvente Nitrogeno desacho )

Figura 2. Esquema general dé la éxiraccién con liquidos presutizados ELP
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3 OBJETIVO
El objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo y comparacion de dos meétfodos
analiticos para la determinacién de los HAP’s en muestras de pescado, por cromatografia de

gasés utilizando como técnicas de extraccionla DMFS y la ELP.

TRABAJO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental se presenta en dos partes. La primera correspondé a la DMFS,
que se efectud en el laboratorio 101, Depto. de Quimica Analitica, Pgdo. Fac. de Quimica
. UNAM. {a segunda, correépon'de ala ELP que se efectud en ely laboratoric de cromatografs‘a’de

~ gases, Depto. de Quimica Analitica de la Universidad de Barcelona, Espafa.

4 Extraccion y purificacién de los HAP's
4.1, Dispersion de niatrlz en fase sélida (DM FS)
Como primer pas‘o para ei desarrollo v la optimizacién del método de extraccién por
DMFS, se detérminaron las cqndic"mnes optimas para Ja separacién cromatografica de los 16

- HAP’s en estudio.

4.1.1. Condiciones éromatogréﬂcas

| Se utilizd un crdmaiégrafo de gases‘Hewiett Packard‘589‘0 SERIES |l Plus con sistema
: de inyeccion cold‘on-cov{umn, sisterna etgctrénico de presién y detector de ionizacién de flama.
Se erh‘p\eo una columna capilar de silicé fundida Zebron ZB%-Phenomenex‘con 5% fenil 95%
metilpolisiloxano é,ém‘o fase astaciénaria; 30 m longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um

‘de espesor de la fase estacionaria.

Después de §arias pruebas se obt‘uvo‘ fa mejor separacion de los 16 compuesfos. La
ﬁguré ‘73 muestra un_cromatograma obtenido utilizando los parametros cromatograficos
en‘lfsiados en la tébia 1 y se puede observar que la separacion crﬁmatogréﬁca de los
‘,:ﬁc“)mpt.x‘estos, es adecuada y el tiempo de ané!isis es menor a 20 min. La fabla 2 recoge los

tiempos ’de retencion {in rde los 16 HAP's identlificados en la figura 3.



Tabla 1. Pardametros cromatograficos.

“Modo de inyeccidn Or-eolumn
“Yolumen de inyeceidn 1l
- Temperatura de inysctor Programado & 3°C
) : ‘| arriba de fa T. del homo
.~ Flujo. 2 rolfmin- i
Temperatura detector 320°C
‘Gas portador | Hidrogeno
-Gas auxitiar- Nitrégeno
Mrograma ge lempera
_Temperatural .~ 60°C/ tmin -
ncremento-de lemperatura | 20°Crmin
- Tempsralura2 - 250°C/ 0.min
‘Incremento de temperatura . 5*Clmin
Temperatura 3. 320 °Cf 10min
6.0ed 7
5.0e4 7
4.0ed o §
o s| 78
3.0ed .
]
] 2
2.0¢e4 ’ o
10C4 - g 234 7 ‘}"55‘18
: g 16 20
Tiednpo (min)

- Figura 3. ‘Cromatrograma de la separacion de una disolucidn estandar de ios 16 BAP s estudiados: {1)Naftalenc, (2)
~Acenaftilenc, (3) Acenafteno, (4} Fluoreno, (5) Fenantreno, (8} Antraceno, .(7} Fluoranteno, (8} Pireno, (9)
Benzo(a)antraceno, (10} Criseno, (1) Benzo(b)fluoranteno, (12} Benzo(k)f uoramem, {13) Benze(a)p:reno {14}

o mdenoﬁ,z 3 c;i)pxreno (1 S}Dtbenm(ah}antracene, {16 Benzo{ghi)perileno.

i

Tabta 2. Tiempos de retencién de los 16 HAP's ana :zados en las cond c:ones cromatogréficas

| Compuesto i ]
Naftaleno .| 5.085

épnmas de separacson

~ Acenafiileno 6.821
 Acenafteno | 7.142
Fhicreno =~ - 7.738 |
Fenanirenp ' 8.888
Antrageno | 8,913
Fluoranteno - (10,278
Pireno ~110.533
Benzo(a)antrageno | 12.283 |
Criseng . 1 1235 |
Benzo(b)fluoranteno | 14.489
Benzokifluoranteno | 14,545 |
~Benzofajpireno 1 16.201 |
Indenc(123-cdjantraceno | 17.98 |.
Dibenzolahjantracenc | 18.08 |
Benzo{ghi)perileno - .| 18.587




4.1.2. Eieccic}n de adsorbenie 7
‘ Se‘ dete%min_é la capacidad de dos adsorbentes para extraer selectivamente los
compués‘tos de interés‘mediant‘e DMFS.
. ‘ Alum ina, (MEHCK Gernsheim, Alemania) activada al 5% con agua
. CHROMABOND Ca PAH, (MACH EREY-NAGEL Diren, Alemania)
, Se, pesaron aproxamadameme 0.5 g de adsorbente, se‘depositaron en un mortero de
agata ¥ se fo’rt}ficaron con una mezcla de 16 HAP's, se dejd reposar 5 min y se molio durante 3
min El adsorbente ‘gfor’tiﬁcado y molido se empacé en ung‘ jeringa- entre dos filtros. EI cartucho
sé eluyé con 4 mL de hexano y el-eluato se redujo a aproximadamemeﬁ mL, con una corriente
,qe Ng. A COntianacién se realizé el anélisis‘cromatogréﬂm, en las condiciones que se indican

én ia tabla 1.

La ext'raccién cdnCHRGMABOND C1s PAH presenta menos impurezas (figura 4A ) en
‘ comparacion con la de Alumina (figura 4B). Por lo que este adsorbente se selecciond como el

mas adecuado para realizar la extraccién,

A}mm!‘w(}na cu PAH . B} ALUMII!A 5%

i i
5.0=4

; 10 _ 10 o 20
Tiempo {m,in} _ ) © Tiempo {min)

. Figura 4. Cromatagramas de la DMFS um:zando A) CROMABOND Cis PAH y B} Alumind activada al 5% con
 agua. ] ) .

f4.§1.3.; Muestra libre de HAP's

Se compro un ejemplar de mojarra en un supermercado iocat se extrajo el musculo y
'se homogenenzm en un procesador de alimentos. La pasta resultante se dividié en pequehas
povroiones y s‘e‘ congeld, . previamente se determino el contenido de humedad (80 %) y el de
graéa { 11%‘)’. Esta mueétra se utilizd para realizar las pruebas de limpieza, porciento de recobro

y linealidad.



4.1.4. Extraccién y limpieza de HAP's ,
‘La DMFS no fue selectiva para la extraccidn, de HAP's ya que extrajo una cantidad
“ considerable de ‘grasa dé la muestra, asi que fue necesario limpiar el extracto antes de realizar
su ',anéiisié cromatografico. Es por esta razén que se determino la capacidad de dos
" adsorbentes como retenedores de grasa, en combinacién con varios disolventes para eluir
_ selectivamente los HAP's. -
o Lcéskad‘so'rbentes probédqs para retener la grasa fueron:
s Silica (MERCK. Gernsheim, Alemania§ témaﬁo dé particula 0.2-0.5 mm. Se preparo
 silica cida al 40% con H,S0.. .
* Florisil (Varian aerograph. California, EUA) tamafio de particula 0.14-0,25 mm
El prcceéimiento due se utilizd para la extraccién y limpieza de los HAP s consistié en
colocar en un mortero de agata 0.5 g de CHROMABOND Cis PAH y 0125 g de
B rhomégeneizado :de‘pascédo‘; adicionados con .:Qna disolucién esténdaf de los 16 HAP todo se
- molié en el mortero y el material resultante se empacé entre dos filtros en una jeringa de vidrio,
en la que ;jreviamente se empacaren 0.75 g del adsorbente utilizade cg'::mo retenedor de grasa.
Lay elucion de los compuestos ser realizd coh 4mlLde disoivénte. |
‘ Los disolventes que se ;ﬁrobaron para eluir fos analitos fueran:
"; Hexano grado HPLC (E‘M-SCIENCE. New Jersey, EUA)
. 'Diclorometanp 99.8% puréz_a {Mallinckrodt. New Jerseyl EUA)
. Tolpeno~ 99% pureza (J.T. Baker. México)
» Acetonitrilo grado HPLC (PROLABO. Paris, Francia)
+  Difenil éter disuelto en hexano | ‘
'« Mezclas de HexanaldictO‘rometano (1:1), (3:2) y (2:1)
Se realizaron varios ensayos con los retenedores de grasa y los disclventes. Se
:d~étermirio, 'q’ue_ ambos ad§orb¢ntes fueron capaces de retener ia’ grasa. Sin embafgo, a
reiai[iéar las pruebas ‘gdicionando los 16 HAP's a los dos adsorbentes y realizar la extracciéri
po;r;DMFS, se‘encomfé que aungue la silica dcida fﬁe capaz de eliminar la grasa no fue posible -
e[i:fr los 18 compu’estos en estudio, ya que el acenatftileno (2} y el benzo(ajpireno (13) siefnprs

se quedaron retenidos en la columna (figura 5). De igual manera después de varios ensayos,




se determind que el disolvente mas adecuado para eluir los HAP’s con minima extraccién de

grasa era la mezcla hexano/diclorometanc (2:1).

El Florisit se eligié como el adsorbente mas adecuado para utilizarse como retenedor
de grasa, ya que demostrd ser el mas eficiente para eluir fos 16 HAPs, sin extraer grasa con 4

mlL de la mezcla hexano/diclorometano 2:1.

- SILICA ACIDA FLORISIL
) 1 Ce 9 ™ ' 1T 0es M "
' { & 1
PR 57 . 0um 3¢ , 18
et A X : A
‘ ' ‘ B 0
T en ¥ T oem o
; 1 2
&G et § Gad o
L Sa ' [ G e 12
4 Dt o 1 | & de 1 113
e g | ] ’ 3 e o | ' : %15
L. Gaek 4 3 ‘ 1‘1518 o e A : . 14
1 Qued P | - )
R A O filuL , “ Al o
> - o = & - *~Zo
v @ e o } 10 EY)
Tiempo (min) ) Tiempo {min}

Figura 5. Cromatogramas de la DMFS de una disolucion estandar de 16 HAP's, ulifizando sifica émda y Flonsii como
retenedores de grasa,

. 4.1.5. Recobro
Después de optimiz,af las cqndiciones de extraccion y limpieza de los HAP's por DMFS

seceion 414, se procedié a fortificar muestras (iibfres de HAP’s) con disoiuciones'esténdar de
HAP"s;;a\d;feren‘tes ccncentra{:iongs 0.1; 0.25 y 0.5 ppm, para déterminar el porciento de
recobro

’ Para cada concentracién se hicieron dos determmacmnes y los biancos .
corfespondtentes El proced mtento utilizado, conms’ué en colocar en un mortero de agata 0.5 g
de CHOMABOND Cis PAH y 0 125 g de homogene&zado de 'pescado, adscmnadas con una
cﬂsoluceon esﬁan,dar ‘de los 16 HAP, todo se molié en el mortero de agata'y el material resuitante
.ée 'emipaoéf eﬁtre dos-filtros en uné jeringa dé vidrio, en la que previamente se empacaron 0.78
g Florisil como retenedor de grasa. La elucion de los compuestos se realizs con 4 mL de la
 mezcla hexano/diclorometano 2:1. |
El efuato se redujo a un volumen final de'1 mL con una corriente de N; y se inyectd en ’

8l ¢romatégrafo-de gases, en las condiciones indicadas en la tabla 1.

10



Como se observa en la tabla 3, se obtienen resultados aceptables en concentraciones.
relativamente elevadas (0.25 ppm), ya que a menor' cohcentraclén (C.1ppm) se obtieneh
‘pércienics de réoobfo muy aitos, 'he@ho que atribuimos a la interferencia de las impurezas de la
mé.triz,‘ que son extraidas con los compuesios de interés (figura 6).

Tabla 3. Porciento de recobro a 0.5, 0.25y 0.1 ppm

Compuestos % Recobro % Recobroe % Recobro |
$.25ppm 0.5ppm

Naftaleno -~ .. % 9575 | 9848 | '97.87
Acenaftileno 118,77 | - 87.39 C107.18
Acenafteno 112.25 8922 | 9875
Fluoreno - | 10540 | 86,76 100.83
‘Fenantreno : 83,60 78.97 106.12 .
Artraceno . 118.25 86.12 |- 106808
Fluorantens : 231.10° 93,35 . 108.70
" | Pireno : . 1 1846 | 9029 1 101,28
Benzc:(a)aﬂtracano 1. 15558 91.44 97.98
Criseno - 146,88 84.52 101.45
Benzo(bifiuoranteno. 12723 | 102.28 | 108.54
‘Benze{kfiuorantieno ‘ 119.61 ©88.01 1 104.81
‘Benzo{alpireno. - . 12581 109:68 139.13
indano{i23-cajaniraceno | 14688 | 80,12 102.18
Dibenzo{ahiantraceno | 12680 89,16 108.62
Benzo(ghilperileno =~ | 188.83 | 9584 1| 117.48
m EXTRACCION 0.1ppm
408

§ 8w B B B 1B »
Tiempo {in)

. Figura 6. Cromatograma de la éxtraccsén por DMFS de musculo 6& pescado [0.125 Q) adtc;cenado ¢gon una
- disolucion estandar de 18 HAP s, utllizando Florisil {0.75 g) como retenedor de grasa. Conc:emracnon final de HAP's 0.1

e

4.1.6. Linealidad

‘ Utilizando las condiciones dptimas para la DMFS, se realizé una curva de calibrado. Se
;}fépa‘rékon ‘cinco puntos 0.1, 0,125, Q.25; 0.5 y 1.0 ppm, mediante la adicién de muestras de
beséado {libres de HAPs}, 'éo‘n d-iso‘IUCiones estandar de los 18 HAP'SV. La curva se hizo por

 triplicado y en cada caso, se hicieron los blancos correspondientes.
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Se siguié el mismo procedimiento experimental que en la seccién 4.1.5., y los extractos

se inyectaron en el cromatdgrafo de gases, en las condiciones indicadas en |a tabla 1.

La tabla 4 muestra los dalos obtenidos para la concentracion de ‘0.25 pPm, los
coeficientes de variacion en la mayoria de los casos fueron menores al 10%, esto nos ind}c“a‘
que hay bugna repetitividad vy pér ende p»recLsién en la determinacidn de las curvas de
: célib}ado. Mas aun, si consideramos que los resultados se obtuvieron realizando tres
e‘kpe’rimemo:; independientes para cada concemracién. A ménera de ejemplo la figura 7

muestra la curva de calibrado del Benzo(a)antraceno.

‘Tabla 4, Datos del drea promedio, desvi ac!on estandar y coef;caentes de variacidn de los 16
. HAP"s a 0.25 ppm de concentracxon.

LOMPLESIO sfrea Lie
I >4

‘Naﬁalér%éf' ‘ -1 226333 | 8258 1 144

Acenaftileno _ "1928.33 | 11508 5.97
1 Acenafiens S | 211433 | 10128 | 478
| Flugreno o 1.2781.833 117.30. 4.22
{ Fenantreno N 3081.33 106.05 ‘3.44
Antracena =~ 1918.00 188.88 6.88
Fluoranteno . .| 2270.87 2312 | 102 |
Pireno ~ 1184367 1 115 0.06 -
Benzo(a}antraceno 177183 | 2581 | 1.48
Criseho = .- - 1948:00 35.11 2.83
. Benzo(b)ﬂuaramem : 1714.67 316.46 18.46
 Benzo(Kkjfluoranteno | 1647.67 248.95 | 1511
| Benzofapireno - | 684.33 6341 | 927
i ndeno(123~cd)amracem 748.00° 46,03 | 8.15
- | Dibenzo(ahjantraceno 981,67 | 8680 | B7S
Benzo(ghl)peﬂleno 884.67 | 88.88 4,51

La tabla 5 enlista e! coeficiente de correlacion (%) y la pendiente (m) obtenidos a partir

de las rectas de (caﬁ’brado de cada’ compuesto. Los resultados noé hablan de una tendencia
claramente lineal para 12 de los 16 HAP's, ya que los coeficientes de correlacion de estos |

compuestos estan entre 0.9878 vy 0.9951, éxcepto para naftaleno, fenantreno, ﬂuoreho,
behiid{‘b)flﬁérante~no e‘ indeno(123~cd}antraceno que fienen coeficientes de correlacién menores

a0.98.
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Figura 7. Curva de calibracién del Banﬁo(a}antracenc

Curva de CIbde

Compuesto pendiente  Coef. de correlamon
Acenaﬂ‘%em 8633.1 ‘&9921
| Acenafteng - 7118.8 0.9699
Fltioreno §206.3 0.9187
| Fenantreno 87928 0.8881 -
Antraceno - 6831.0 - 0.9878 -
Fluoranteno ‘81174 0.9892
1 Pirgno . 7615.9 - (.8932
Benzo(ajantracenc 8737.0 ~0.9950
Crsenc 7205.7 . 0.9951
Benzo(b)iluorantsno 5980.0 10,9774
1 Benzolkyfluoranterc 6173.1 - 0.9804
Benzo(alpirene .- '6242.8 0.9802 -
. ] indeneo(123-cd)antracens, - 38331 08713
1 Dibenzo(ah)aniracena 34837 0,9899
Benzo(ghi)perilenc 39986 - 0.8845

- Tabla: 5 Coeficientes de correlacion y pendiente de las curvas de calibrado de los 16 HAP's en
f ntewalo de concentrac&én 0.1-1 ppm
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42 Extraccién con liquidos presurizados
CE primer paso para el dééarrol!o yla optimizacion de un método de extraccidn por ELP
€3 el estab!ecimientd de las c‘ondiciones de extraccion iniciales, las cuales se han de escoger
. en fun¢i<5n de los analitos y las caracteristicas de la matriz, ’
; Laé coﬁdiciones iniciales de extraccién propuestas se én!istan en la tabla 6, se
Jecc;onaron aquellas que proporcionan buenos resultados para la extraccién de HAP s en
rmatrlces de caracteristicas similares (Martinez E., et al, 2004).

‘Tabla 6. Condiciones iniciales propuestas para la extraccion con lquxdos presunzados de
- HAP’s en muestras de pescado,

Parametro Condiciones
Celda_  34ml

| _Presién 1500 psi

Temnperatura 100°C
Tiempo 10 min
Purga 1 90 s

Vol vaglado | 80%
Ciclos . 2

Se utii iz6 un equipo ASE 100 (Accelerated solvent extractor), Dionex Corporation
C iforma EUA Ext;actor con una celda de acero inoxidable, adaptable asddy 100 mL,

. control adores de presién 1500 psi (constante) y temperatura variable.

~ 3}.2.1. Coyndicikones crom‘a,togréﬁcas

‘Se utiliz’é kun _cromatégrafo TRACE GC 2000.SERIES, con inyector spli 'ﬁlsplitiess
‘deiector de sonizac;én de flama e myec:tc:f automatico AS 2000 de ThermoQuest Se emple
'una columna capﬂar DB-5MS JW Smemaﬂc con 5% fenil 95% metﬁpozs& oxano como fase
‘estac:oagna; 3¢ m longitud, 0.25 mm de didmetro intemo y 9.25 um de espesor d,e la fase

‘estacionaria.

Después de Va_n’as pruebas se obtu*&o la m‘ejor separaciér} de los 18 compuestos. La
figura 8 “muastra un cromatogfama - obtenido utifizando los ‘parameiros ¢romatograficos
efnlistadoﬁ en la fabia 7, y se puede observar que la sepafacién cromatcvgréﬁcé de :los
‘ mmpu_estés es adecuada y el tiempo de an,éiifsis es menor a 20 min. La tabla 8 ?ecoge los.

tiemfpos de retencién (tr) de los HAP s identificados en la figura 8. p
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Tablé 7. Parame’:ros cro'm:atogréﬁcos y programa de temperatura.

o Parametros Columna DS
- e . dol

odo de inyeccidn Splitless
Tiemipo splitiess 60 seqg
Volumen de inyeccién 1ul
: Temperatura de inyector. 270°C
Fluio 1.5 mL/min-
“Temperatura detector 300°C
Gas portador Helio
- Gas auxiliar Nitrégeno
Programa d [ &
Températura 1 - 90°C/ imin
incrementa de temperatura | 20°C/ min
 Temperatura 2 250°C/ 0 min
incremento de temperatura | 5°C/min
Temperatura 3 300 °C/ 20min

_ Respuesta relativa FID

200000 4

450000 A

H

11

11243 141545

Ll

48

Temq;vo {miny

" Figura 8 Cromalograma de una disolucion patrén de los 16 HAP’s estudiados: {1)Naftaleno, (2) ‘Acenattilenc, (3)
{6} Antraceno, (7) Fluoranteno, (8) Pireno, (Pl) p-Terfenil,

‘Acenafteno, {(4) Fluoreno, (8) Fenantreno,
Benzo(ajantraceno, {10) Criseno, {11) Benzofjflucranteno; (12) Benzo(!s}ﬂumamena.

lnder}o(t 2,3-cd)pireno, (15}Dsben20{ah)antraceno (16)Benzo( gh:)parﬁeno

Taba 8. Tempcs de retencion de los 16 HAP’s anal zados en las condiciones opnmas de

' cnmpuesto ir |
17 Nafaleno 4,323

separac&on

Berizo(ghi)perileno

Acenaftileno 6.142
Acenafieno 6.35
Fluoreno - 6,47
Fenanireno - | 8128
- Antraceno 8192
Fluoranteno 9.623
Pireno 9.852
p-Terenii~ .. 110,263
Benzo(a)antraceno {12,215
) Criseno . ¢ 12.287 |
- Benzo(b)fluptanieno 14,96
Benzo{kifluoranteno 15.037
_ Banzo(a)pireno | 15.845
indeno(123-cdantraceno | 19.08 |
Dibenzo{ah)antraceno . | 19,155
19.785 |-

{9

(13) Benzo{a)pireno, (14)
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© 4.2.2. Eleccién del disolvente

' Se. determind la capacidad de dos mezclas de disolventes para extraer selectivamente

- los 18 HAP's | |

' -b Hexanof[ﬁicforometaho (1:1), Diciofometano 99.8 % pursza (Sigma Aldrich. Missouri,
 EUA) | |

¢ Hexano/Acetona (1:1), Hexano > 95% pureza (Sigma Aldrich. Missouri, EUA} y
~ Acetona grado HPLC (MERCK. Gernsheim, Alemania)

La celda de extraccion de 34 mi, se *li‘ené‘con tierra de diatomeas. (Varian. California,
EUA), el adsorbenieée adicioné con una disolucién estandar de la mezcla de 16 HAP's. La
léa cerrada herméticamente, se colocd en el aparato ASE 100. La extréccién se realizé con

- “las dos mezclas de disol vente, en las condiciones mdmadas enla tabla 8.
| - El extracto obtenido (130 mL) se redujo con el equipo Turbo Vap Congentration
Workstation (Cahper Life Sc:ence.‘Caitfo;max EUA) a aprox;madamenteﬂ ml., se transfirid a un
vial previamente pesado y se evaboré hasté 150 ul -cd’n una corriente de Np, se adiciono al
ex’t?aﬁto p«Terfenil como ésténdar interno y se inyecto e'rj las condiciones indiéadas en la tabla
B Comof s puede observar en la figura 9, solo hay peq‘ﬁeﬁas diferencias al extraer una
disolucion est‘a’nda'r con hexano/diclorometano o con hexano/acetona sin“embarﬁgo‘ se decidio
; réaliiaf' |‘as pruebas dé I'impieza utilizando como  disclvente hexanofdic!drometano, que
| conszderamos extrae menos impurezas, sin descartar que en 1o submgu iente pud era ser de

utr dad a mezcia hexano/acetona.

. Hexane/Diclorometano ‘ Hexano/Acetona
1 0806 .. : 260000 - .
e ' e &
2 2 ~
B e | % ]
2 o000 S 50000 1
S -
% ¥ Pl
-
E 93000 § 0oooo -
& 50000 . & 50000 4 1 || 56'78 10
AL e e
94 . - i T — ‘x = g 0 uh ‘n“_l"l
5 SR ] 8 B ) B - ’
Tiempo (min) ' Tiempo (min) '

Flgura 9. Cromatogramas de la ELP de una disolucién patrén de los 16 HAP's, patron interno (p-Terfenily. Empl eando
oMo dtsolvente hexanoldaclorometano y hexand/acetona
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423 'M’uestra !ibréde HAP’s |
o Se compraron 8 ejemplares de trucha en un supermercado local, se pesaron, midieron
y limpiaron. El muscuio sin piel y sin visceras se horﬁogeneizo en un procesador de alimenios,
o la pasta résulténté 5¢ chge!é y liofilizé durante’ 24 horas, por diferencié de pesc de la pasta
‘homogeneiz:ada, antes y después de liofilizar, se determiné que la muestra tenfa un 78 % de
humedad.

" El material iioﬁiizado se molié hasta cbtener un polvq fino que se guardo hasta su ’
' <’a,rzéli$is en via!esV de vidrio previamente etiquetados. Esta muestra sé utilizoé bara realizar las

~ pruebas dé limpieza.

4,2.4. Limpieza de ext}acto de pescado en linea cﬁn 'Florisil
Se intento féaiizar Ia'exiraccién de los HAP's y {a limpieza de los extractos de pescado
k e’n‘h‘ne'a, para él}lyyo se hicieren pruébas utilizande Florisil.
.05¢ de Hoﬁtizado de trucha, se adicionaron con una disolucidn estandar de la mezcla:
- de 16 HAP 's,' la mués"tra adicionada se molid con 1.5 g de NaySO, anhidro (ME‘RCK
Gérnsheim, Alerania). ‘_ ‘ |
| En una éelda de extraccion de 34 mL, se pusieron en capas consecutivas tierra de
- diatomeas, 10 g de Florisil (MERCK. Gernsheim, Alemania) tamafio de particula 0.‘15:6.25 mm
o previarhenter aciivados ;ar 400°C y sobre el Florisil se deposité la muestra previaménte
‘ “adi‘c:ionada:ky molida. La celda se cerrd hér’rriéticamente y se realizd la extraccion utilizande
§ hexanofdiciofomehiaho c}omo disolvente y siguiendo las condiciones indicadas en la tabla 6. '
'El extracto res“ul_tfante, -aproximadamente 130 mL al iguva'! que para la secéién 422, e
- feduje a aproximadamente 1 mL. Se transfirié a un vial previamente pesadd‘y se evapyoré hasta
ap%oximadamente 150 ul con una cqrriente de Ng, Por Ultimo se adicion¢ el estandar interno y
se inyecto en las condiciones indicadas en la tabla 7.
| ' La ﬁgura 10 muestra como el Florisil no fue capaz de reteher iaé impurezas que eluyeri

. junto. con los compuestos de interés, bajo las condiciones de exiraccion con liquidos

presurizados.

17



‘ Florisil en linea
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w2
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st N .
© 150000 -
5 .
®
& 100000 §
A
-
2 50000
-
- , ,
g - ‘ L . o .
3 8 13 18
- Tiempo {min}

. -Figura 10. Cromatogra:ﬁa‘de la limpleza en linea con Florisil, de 0.5 g de Hofilizado, adicionado con una disolucién de
la meicla estéhcjar de 16 HAP's "
- 4,25, Lihﬁpiéza fuera dé linea con Florisil vy silica.
| Se probaron silica y Florisil cbmo édsorbentes para empacar columnas y limpiar los
éxtractos’de pescadd, o
El procedimiento utlizado, consistid en moler 0.5 g de lioﬂlizadq de frucha cbn 1.5gde
o iNégSOé. Esta mezcla se introdujo en la pané superiér de una celda de extraccién de 34 mL
: llena“;cbn tierra de d‘iatomeas.,Se cerré herméticamente y se realizé la e‘ktraccién utilizando
o “hex‘ano/dfcloromemar‘to como discivehte y siguiéndo las condiciones indicadas én, la tabla 6.
o El extracto resultante (130 mL), se redujo a 5 mL y se adiciohé con una disolugién
esténdaf de la mezcla de 16 HAP's,
~ Una co!umha de vidrio de 50 cm deiiargo con llave de teflén se empacd cén Na;SO,4 en
loé"e’kfremos y con 20 g de silica (MERCK. Gegnsheim, Alemania) o-FiQrisil, ;<;egl.'m el caso. La
- ‘ columna se pre-eluyd con 70 mL hexano/diclorometano (9:1). Antes de que QUedara expuesio ‘
' ‘étVNaESO‘z,«se‘transﬁrié el extracto de pascado adicionado. La elucﬁén_ de los corknpuestos 'se

: realizé con 100 mL hexano/diclorometano 9:1 seguidos de 100 mL. hexano/diclorometano 1:1.

. El eluato de hexano/diclorometano 1:1 obtenido a partir de la limpieza fuera de linea
" con silica, se colecto en fracciones de aproximadamente 20'mL., cada fraccién se redujo a 1
miL. Se transfirid a un vial previamente pésado, se e\kaporé hasta aproximadamente 150 pl con

una corriente de Np, yse inyeotc‘) en las condiciones indicadas en la tabla 7.
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* La mayorfa de los HAP's se‘e‘luyenv con hexano/diclorometano 1:1 como se puede ver
| en el perfil de elucién (figura 11). El naftaleno es el {nico que eluye con hexano fdiciorometano‘

1.

Silica
§00008 - ‘
@ ‘ | ' ‘
x-S EDUDGG R —FB
3 ' Ty 910 1 ‘ l
e 4 i | —F§
N IR RN L -
g ' . 1 N l sls, “ .. PN 1 l) PR | i . ‘ " FG
18 20000 |- I ' .
g : —F2
;4 JL ,
g dead . vl_«_lw ol gL i . J PR —F1
3 ' g 13 18
Tiempo (min)

c Figura 1. Cromatograma- de! perfil de elucién de HAP’s, obtenido después de limpiar con silica un extracto de
pescado, * adicionado con. ura  disolucién patrdn de los 16 HAP's. La F1 comesponde a la elucién con

hexano/dnclorom etano 9 1. Las F2-6 corresponden ala eiucxén con hexanofdtclorometano 1.
Como resultado de la hmp eza fuera de linea con Flons‘ se encontrd que, &l adsorbente

\fue capaz de ehm nar las zmpurezas que co-eluyen con los HAP's. Sm embargc solo fue

' ‘posgb!e ‘elulr a 15 de los HAP’'s (figura 12), el benzo(a)pirenc permanecio retentdo en el

adéorbente; :

~Se probo eluir con un mayor volumen de disolvente, sin éxito. Se intenté aumentar la
- proporcién del diclorometano en la ‘mezcia hexano/diclorometano y tampoco se logré una

. mejoria significativa.

Finalmente se probé adicionar agua al adsorbente para disminuir' fa fuerza con la que
se adsorben los compuestos y fue asi como sé logré eluir los 16 HAP's. Se hicieron pruebas
‘ad§§iQn‘a~ndo volvumer‘tes"de égua entre 0 y 5% (figura 12). Se determind que 5% de agua sra el
pbréentaje dpiimo para sluir lés compuestos, porque sin asi fue pc‘:sfbte eluir al benzo(a)pireho

quék de otra forma quedaba Eetenido en el adsorbente.

19"



Sin embargo, se puede observar en la figura 12 que al adicionar un volumen mayor de

agua al Florisil, también co-eluyen una mayor cantidad de impurezas. '

s

Limpieza con Florisil 0-5%Agua
BO0DOD 7
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& tooooo 4 | t o
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3 8 13 18
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F:gura 12. Limpieza de extractos de pescada, adiclonados con una disolucidn esténdar de los 16 HAP's, con Florisil a
dtferentes Ya agua ‘

Se compararon los resultados obtenidos a partir de las hmpiezas fuera de linea, hechas
o COFI Florxsu y s:ltca. Enla ftgura 13 se puecle observar que la senal de los HAP s, prmcapalmente

Ios cuatro ummos utmzando Florisil es visibiemente menor respeoto a la que se obtiene al

reahzar la hmpleza con srhca

- FLORISIL vs SILICA
800000
]
=
B “J
s BO0000 4 1 1as, g
- 38 g 1
o . | . 1 "i :]3 '11'35’1? )
“'&;i 400000 T e Flofish
& 200000 { .
14 R ke i e SiliG-
o l![i ,}H m,m
3 8 -
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Flgufa 13. Cromatogramas de la limpieza de extractos de pescado, adicionados con una dlsolucnén patrén de los 16
HAP s, empieando silica y Florisil. .
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Esto se confirmé al calcular el recobro de los Ultimos cuatro compuestos:

Compuesio , %Hecobro Silica %RecabrFirisil

‘Benzo(a)pirena 68 | _ 27

| indeno(1,2,3-cdyantraceno | 84 80
| - Dibenzofahjantraceno 63 49
' Benzo(ghiiperileno ;40 30

Hago énfasis en estos cuatro HAP's, porque a pesar de mantener el adsorbente en la
* estufa o en un desecador. La capacidad del Florisll, para retener estos Uitimos cuatro
E compuestds variaba constantemente. De ahf que el inconveniente mas importante que

,k preéentc‘) la limpieza coni Florisil fue Ia dificultad para repetir los resuitados.

Con base en todo lo anterior. Se selecciono la silica como el adsorbente mds adecuado

para Ia limpieza de los extractos de pescado.
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5 OBSERVACIONES

| La DMFS b{esenta varias ventajas, se requiere de una pequefia cantidad de muesira
: apfoximadaménte 125 mg de tejido frescq, se emplean cantidades minimas de Zadsi:urrbeme 05
"g de Cyg Péra la dispersion y 0.?S'g'de Florisii para la'limpieza. Ademas se utiliza muy poco
k‘disolvente (# mf.) y por lo consiguiente se generan . menos residuos en comparacién con la

ELP (200 mL).

Las p%uebas de extraccién por DMFS se realizaron con muestras adicionadas. La
- concentracion més baja analizada por cromatografia de gases fue de 100 ng/mL gue es una
concentracién alta, si tenemos en cuenta que los HAP's suelen encontrarse en muestras

;comaminames en céncentraéiones del orden de 0.5-10 ng/mL (EPIC 2004).

Ef interValo lineal obtenido {0.1-1 ugme) para el método propuesto por,DMFS-CGC -3
, utilizé para analizar una ‘muestra contaminada de Mojarra Castarrica (capturada en septiembre
de 20‘(:}4; en la Jaguna‘ El Yucateco, Veracruz) propcfcionadél por el Laborétorio de
Cémarhihaéi‘én* Marina del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, UNAM. Sin embargo,
con este infervalo de concentraciones noi fue posible identificar con certeza ninguno de los

HAP’s.

La ELP permite manejar maydrés cantidades de muestra (0.5 g liofilizado) con respecto
- ala lﬁMFS de pesb‘ado (0.125'mg tejido), lo que es irﬁportante cuando se analizan oompuestoé
'ajniveies traza, como eé el caso de los HAP’s. Sin embargo, debido a que i‘as‘condicione‘s'derla '

. técnica-de jext\racciéh son mas drasticas: presion 1 500 psi y temperatura 100 °C, los extractos
' . thénidosVr‘equieren de un proceso de limpieza mas efe_ctivc que invclucrakgrandes' cantidadés

- tanto de édé,nrbenté {20 g de silica) como de disolventes ‘(2100 mL) lo que represénta una

desvéntai,a con reépécto a !’zi DMFS que utiliza pequefas can‘ﬁdades (4 mlL}.

Las pruebas preliminares de extraccidon por ELP se realizaron con estandares y en

algunos casos con muestras adicionadas. Las concentraciones analizadas por cromatografia
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‘d‘e‘ gases ‘fueronv del orden de 10 wg/mL, muy por encima de la concentracién a la que se

pueden enbontrar‘,los HAP’s en muestras contaminadas (EPIC 2004).
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