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Resumen

En este trabajo se desarrollaron, optimizaron y validaron seis métodos analiticos basados en
microextraccion en fase solida (SPME), extraccion por sorcion con barra de agitacion (SBSE), y
extraccion asistida con ultrasonido (UAE) seguido del andlisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas GC-MS para la determinacion de farmacos y productos de cuidado personal
(PPCPs) en muestras de agua, sedimento y pescado de rio.

Los PPCPs analizados fueron cuatro farmacos 4&cidos (ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno,
diclofenaco), un desinfectante (clorofeno), un antiséptico (triclosan), un plastificante (bisfenol A) y una
hormona (estrona).

La deteccion de los analitos se realizd por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
mediante la formacion de los derivados sililados volatiles, utilizando N,N-tert-butildimetilsilil-N-
metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA).

El método para analisis de agua por SPME-GC-MS se optimiz6 evaluando el tiempo de extraccion,
temperatura de extraccion, pH del medio de extraccion y adicion de cloruro de sodio.

Los métodos para analisis de sedimento y pescado requirieron de una extraccién asistida con
ultrasonido (UAE) previa al analisis por SPME. Las variables estudiadas para la UAE fueron:
disolvente de extraccion, tiempo de extraccion, temperatura de extraccion y amplitud de la sonda. Los
extractos de sedimento y pescado se analizaron con el método para andlisis de agua (SPME-GC-MS).
El método para analisis de agua por SBSE-GC-MS se optimiz6 evaluando el tiempo de extraccion,
temperatura de extraccion, adicion de cloruro de sodio, disolvente de desorcion y tiempo de desorcion.
La UAE en sedimento y pescado se implementé a partir de los métodos por SPME y se analizaron con
el método para anélisis de agua (SBSE-GC-MS).

El sistema cromatografico y cada método desarrollado se validaron en funcién de su precision,
linealidad, recobro, limites de deteccion y limites de cuantificacion.

Los métodos desarrollados se aplicaron en muestras de agua y sedimento del Rio Tula (Hidalgo), agua
de los Rios Culiacan, Humaya y Tamazula (Culiacan, Sinaloa), agua, sedimento y pescado del Lago de
Xochimilco (Ciudad de México).

Las muestras de agua, sedimento y pescado de los sitios estudiados evidenciaron la presencia de PPCPs
como ibuprofeno, naproxeno, triclosén y diclofenaco a nivel de trazas (ng L™ y ng g™*), demostrando
que los métodos desarrollados son sensibles para la determinacion de PPCPs polares y no polares.

Los métodos desarrollados con SPME fueron mas sensibles y precisos con respecto a los métodos con
SBSE, sin embargo, se demostrd que los métodos desarrollados por ambas técnicas son una alternativa
analitica para la determinacion simultanea de PPCPs con propiedades fisicoquimicas diversas, siendo
rapidos, sencillos, sensibles y amigables con el ambiente.



Implementacion de técnicas de preparacion de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado || 2018

1. INTRODUCCION

Los contaminantes organicos persistentes (POPs, por sus siglas en inglés) han generado una
preocupacion creciente en los ultimos afios, ya que continuamente se generan nuevos compuestos
quimicos que contribuyen a la contaminacién del aire, agua, suelo, sedimento y organismos Vivos.
Entre los POPs méas comunes se encuentran: hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS),
plaguicidas, herbicidas, farmacos y productos de cuidado personal (PPCPs, por acronimo en ingles),
surfactantes, acidos carboxilicos perfluorados (PFCAS), entre otros (1).

Los PPCPs son xenobioticos que se producen por la actividad humana en aplicaciones terapéutica,
higiénica y cosmética (2). Dichos compuestos complementan una lista de contaminantes organicos no
regulados denominados contaminantes emergentes.

El uso de PPCPs resulta en su desecho hacia los sistemas de drenaje, los cuales pueden entrar en
contacto con el ambiente. El uso de aguas tratadas y residuales es la via principal de distribucion de
PPCPs en el ambiente (3, 4).

Actualmente, existe una preocupacion creciente por la presencia de los PPCPs en el ambiente y su
impacto ecotoxicoldgico se desconoce en su totalidad. La problemética ambiental radica en que los
PPCPs pueden permanecer activos durante su desecho e incorporacién en el ambiente. Diversos
estudios han demostrado que los PPCPs se encuentran en agua residual, superficial (rios, lagos, mares)
y subterrénea, asi como suelo, sedimento y organismos vivos (4-8).

La determinacion de PPCPs en el ambiente ha sido una linea de investigacién desde hace 40 afios y
continuamente se desarrollan nuevos métodos de andlisis para distintas matrices ambientales. Debido a
esto, la importancia de estudiar el efecto que ocasionan los PPCPs en el ambiente se ha incrementado
en los altimos 20 afios.

Normalmente, la determinacién de contaminantes organicos se enfoca a muestras acuosas, por su
aparente simplicidad; sin embargo, el desarrollo de métodos robustos para el analisis agua puede
implicar un procedimiento laborioso, debido a la complejidad y diversidad entre las muestras
ambientales. La variabilidad de una muestra puede poner en riesgo el desempefio analitico de un
método, limitandolo a una aplicacion muy especifica y para un nimero de muestras reducido.

Por otra parte, las muestras de suelo, sedimento y organismos representan un reto analitico ain mayor,
ya que las caracteristicas fisicas, quimicas y fisicoquimicas de estas matrices provocan que los
contaminantes interaccionen de manera compleja con la matriz. Adicionalmente, se debe considerar el
contacto entre compartimentos ambientales como aire, agua, escorrentias, micro y macro-organismos,
los cuales provocan cambios continuos en las matrices ambientales.

El agua, sedimento y pescado son compartimentos ambientales que cominmente se encuentran en
contacto. Debido a esto, la presencia de PPCPs en cualquiera de estos compartimentos puede
distribuirse de manera diferencial hacia los otros compartimentos. Por tanto, es importante estudiar la
distribucion de PPCPs en muestras ambientales para evaluar el posible impacto ecotoxicologico (9, 10).
La problematica de contaminantes emergentes se relaciona con las capacidades analiticas para
monitorear su ocurrencia en diversos compartimentos ambientales. Los nuevos procedimientos
analiticos han permitido el desarrollo de técnicas y sistemas de deteccion mas eficientes con los que se

pueden determinar un mayor numero de PPCPs.
~ 1 ~
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Existen dos necesidades de mejoramiento para desarrollar métodos analiticos rapidos y sensibles:
Mayor sensibilidad a niveles traza (ng L™, pg L™, ng g*) y versatilidad para el analisis simultaneo de
una gran variedad de compuestos con propiedades fisicoquimicas diferentes (solubilidad en agua, Ko,
pka, masa molecular).

La aplicacion de un solo método de analisis para diferentes clases de analitos es preferencial, ya que
esto reduce el tiempo total de analisis, el muestreo y los costos experimentales. Adicionalmente, la
informacidn analitica sobre las distintas clases de PPCPs que coinciden en una muestra ambiental sirve
para establecer planes de monitoreo de contaminantes, evaluar los riesgos y elucidar los efectos
toxicos, ya que se puede estudiar la interaccion sinérgica de los distintos contaminantes.

AUn cuando la mayoria de los métodos analiticos estan disefiados para una sola clase de PPCPs, existen
muchos métodos para andlisis simultaneo de contaminantes organicos en el ambiente acuético.

Se han desarrollado diversos métodos para determinar PPCPs en agua, sedimento y pescado, mediante
técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas, las cuales identifican y cuantifican
farmacos, desinfectantes, antimicrobianos y disruptores endocrinos en muestras ambientales complejas
(12).

Existen algunos métodos para la determinaciéon simultanea de PPCPs en muestras ambientales, sin
embargo, la mayoria de los métodos descritos utilizan procedimientos de limpieza de muestra
complejos y el uso de grandes volumenes de disolvente organico. Debido a esto, los métodos para
analisis simultaneo requieren de mayor tiempo y representan mayor costo (12-16).

En este trabajo se propuso el desarrollo de nuevos métodos para la determinacion simultanea de PPCPs
polares y no polares (ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, diclofenaco, clorofeno, triclosan, bisfenol A
y estrona) en agua, sedimento y pescado, utilizando técnicas de preparacion de muestra miniaturizadas
(microextraccion en fase sélida (SPME), extraccion por sorcion con barra de agitacion (SBSE),
extraccion asistida con ultrasonido (UAE)) seguido del anélisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Los métodos desarrollados se validaron y aplicaron a muestras ambientales,
aportando informacion sobre la presencia y distribucion de los PPCPs en las matrices estudiadas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes (CES) son compuestos organicos antropogénicos que carecen de
legislacion y por sus caracteristicas quimicas son futuros candidatos a la regulacion ambiental. Los CEs
tienen una tasa de degradacion baja por ser extrafios al ambiente (xenobi6ticos), lo que provoca su
persistencia y acumulacion en los sistemas ambientales.

Diversos estudios han demostrado que los CEs son nocivos y su presencia en el ambiente implica un
riesgo potencial ya que muchos de estos compuestos permanecen quimicamente activos, afectando los
ciclos naturales en los compartimentos ambientales.

La contaminacién emergente impacta principalmente en el ambiente acuético, sin embargo aun se
desconoce el efecto ecotoxicoldgico por CEs en organismos superiores como los mamiferos (17-32).

2.2. Farmacos y productos de cuidado personal (PPCPs)

Los PPCPs son sustancias utilizadas en la vida diaria con fines terapéuticos, higiénicos y cosméticos.
Los farmacos son compuestos prescitos para prevenir o tratar enfermedades humanas o animales,
mientras que los productos de cuidado personal ayudan a mejorar la calidad de la vida diaria. Los PPCP
son ampliamente utilizados en medicina, industria, ganaderia y agricultura, lo que implica su continuo
desecho por las vias de drenaje (2, 30, 33-39).

Los PPCPs son contaminantes seudopersistentes y representan un riesgo similar a los contaminantes
organicos persistentes, debido a su baja tasa de degradacion y su desecho continuo en el ambiente.
Existe una preocupacion creciente por la presencia de PPCPs en varios compartimentos ambientales
(como agua, sedimento y biota), debido a los efectos ecotoxicol6gicos en organismos acuaticos.

La mayoria de los PPCPs permanecen activos después de su desecho y han demostrado efectos nocivos
sobre el ambiente y algunos seres vivos (2, 26, 36, 38, 40-45).

Los PPCPs se dividen en clases que incluye un namero creciente de sustancias. En el Cuadro 1 se
muestran algunos ejemplos de estos contaminantes.
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Cuadro 1. Clasificacion de PPCPs (34).

. Compuestos
PPCPs Funciones P .
representativos
Farmacos
Antibioticos Combatir desarrollo de microorganismos Sulfametoxazol

Anticonvulsivos

Antidepresivos

Antiinflamatorios no esteroideos

Antineoplasicos

Hormonas

Medios de contraste para diagndstico

Reguladores lipidicos

[S-bloqueadores

Combatir o prevenir episodios convulsivos

Combatir desérdenes animicos

Combatir células tumorales

Combatir dolor e inflamacién

Regular metabolismo, controlar desarrollo sexual,
mantener homeostasis

Mejorar
corporales

visibilidad de

organos

o fluidos

Regular triglicéridos y colesterol en sangre

Inhibir adrenalina y noradrenalina

Productos de cuidado personal

Fragancias

Antimicrobiano

Desinfectantes

Bloqueadores solares

Conservadores

Plastificantes

Arométicos

Generar olor placentero

Combatir microorganismos

Reducir

uv

la carga microbiana a niveles no
perjudiciales
Proteger la piel y disminuir el dafio por radiacion

Prevenir descomposicidn por actividad microbiana

0 enzimati

ca

Proveer flexibilidad a los materiales

Carbamazepina
Diazepam
Ibuprofeno™
Naproxeno*
Ketoprofeno*
Diclofenaco*

Tamoxifen

Estrona*

lomeprol

Acido clofibrico

Metoprolol

Galaxolide

Triclosan*

Clorofeno*
Octocrileno

Metilparabeno

Bisfenol A*

*PPCPs estudiados
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2.2.1. Riesgos ambientales, persistencia, bioacumulacién y toxicidad de los PPCPs

La deteccion de compuestos organicos en cualquier matriz ambiental no necesariamente es de
preocupacion. Sin embargo, la preocupacion surge a partir de la deteccion de compuestos con
evidencias que podrian causar efectos perjudiciales en la vida acuética.

Actualmente, la atencion de la comunidad cientifica se ha posicionado en la distribucion de los PPCPs
en el ambiente. La ubicuidad de los PPCPs en el ambiente es resultado del uso y desecho continuo de
estos compuestos, lo cual ha permitido el desarrollo de tecnologia analitica para detectar a los PPCPs a
nivel de trazas (2, 38, 41-43, 45).

El uso extensivo de PPCPs a nivel mundial y la introduccién de nuevos farmacos comerciales
contribuye sustancialmente a la ubicuidad de estos compuestos y sus metabolitos en el ambiente
acuético.

Los farmacos tienen mayor presencia ambiental aun cuando hayan ocurrido procesos de
biodegradacion, fotodegradacion o sorcion parcial de estos compuestos (1, 2, 17, 33, 42-44, 46, 47).
Aunque las concentraciones de PPCPs y sus metabolitos sean relativamente bajas, estas sustancias
pueden causar impacto en los organismos acuaticos.

Diversos estudios han investigado el efecto de los PPCPs en organismos acuaticos, especialmente en
peces. Algunos compuestos como ibuprofeno, triclosan y bisfenol A han demostrado sus efectos
nocivos en especies acuaticas (2, 48-51).

La mayor preocupacion sobre la toxicidad de los farmacos es que fueron especificamente disefiados
para maximizar el efecto terapéutico a bajas concentraciones e intervenir en procesos metabolicos,
enzimaticos o de sefializacion celular, incrementando la posibilidad de actividad farmacoldgica no
especifica en otros organismos.

Este concepto, se aplica a la biota acuética, la cual esta expuesta a los farmacos de manera no
intencional en su ambiente natural, incrementando los riesgos toxicologicos.

Los PPCPs en el ambiente acuatico incrementan la preocupacion por su capacidad para interferir en el
sistema enddcrino de los organismos, produciendo efectos de disrupcién homeostatica.

La Organizacién Mundial de la Salud (WHO) ha definido a los disruptores endocrinos (EDs) como
sustancias exdgenas o0 mezclas de sustancias que alteran la funcion del sistema endocrino vy
consecuentemente causan efectos adversos en la salud de un organismo, su progenie o subpoblacion.
La toxicidad de las mezclas de PPCPs a bajas concentraciones podria derivar en interacciones
sinérgicas. Los PPCPs a baja concentracion pueden no provocar efectos toxicos mientras se encuentren
de manera individual, sin embargo, la presencia de maultiples PPCPs pueden ejercer ecotoxicidad
considerable por sinergismo farmacologico (2, 26, 44, 50-58).

Con base en lo anterior, diversos estudios han investigado las concentraciones de los PPCPs en el
ambiente acuatico (2, 33).

Los estudios de los riesgos ambientales por los PPCPs se han conducido a comparar las diferencias
entre la concentracion predicha, medida o adversa para algunos organismos. Adicionalmente, el riesgo
ambiental por PPCPs se ha clasificado en términos de bioacumulacién, toxicidad y persistencia.



Implementacion de técnicas de preparacion de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado || 2018

2.3. Legislacion de contaminantes

La Unién Europea (UE) y la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) han
desarrollado listas de contaminantes prioritarios en agua residual que representan una amenaza para los
cuerpos de agua receptores.

En el afio 2000 se emitié una lista inicial de 33 sustancias prioritarias en el Marco de la Directiva de
Agua (WDF) de la UE (2000/60/EC) para utilizarse como una medida de control para los siguientes 20
anos.

En el 2007, el diclofenaco, los almizcles y la carbamazepina fueron clasificados como futuros
compuestos contaminantes prioritarios emergentes (2, 50, 55, 57, 58).

Asi mismo, el ibuprofeno, acido clofibrico, triclosan, ftalatos y bisfenol A son compuestos propuestos
para afiadirse a las listas de contaminantes.

La agencia ambiental de Inglaterra y Gales (EA) propuso un sistema de clasificacion de riesgo relativo
percibido (RPR), con el objetivo de identificar sustancias que planteen un riesgo potencial para el
ambiente acuatico. Dicha clasificacion se realizd en respuesta a la gran diversidad quimica de los
PPCPs. EIl sistema de clasificacion combina procedimientos de evaluacion de riesgo tradicional,
criterios de persistencia, bioacumulacion, toxicidad (PBT), datos de ocurrencia en distintos paises,
disponibilidad de métodos analiticos adecuados e identificacion de compuestos representativos para
cada clase de contaminante (2).

2.4. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES), antisépticos y desinfectantes y disruptores
endocrinos (EDs).

Los antiinflamatorios no esteroideos han sido objeto de multiples lineas de investigacion desde hace
méas de 20 afios. Los farmacos acidos en muestras ambientales han sido un punto central para el
desarrollo de nuevos métodos para su determinacion. Algunos de los AINEs que cominmente se
determinan son: ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, diclofenaco, acetaminofen, codeina y ketorolaco
(13, 33, 34, 50, 51, 57, 59-63).

La determinacion de desinfectantes y antimicrobianos es otra linea de investigacion relevante que
incluye PPCPs como el clorofeno, triclosan y sus derivados.

El triclosan es un compuesto antimicrobiano ampliamente utilizado en productos de cuidado personal.
Los estudios de triclosan en muestras de agua superficial, agua residual han demostrado los efectos de
toxicidad cronica aguda en organismos acuaticos.

Los disruptores endocrinos (EDs) son un grupo de compuestos quimicos naturales y de origen sintético
que se incluyen en una variedad de productos comerciales. Los farmacos disruptores endocrinos
incluyen las hormonas sexuales, glucocorticoides, hormonas crecimiento para uso veterinario y algunas
sustancias farmacéuticas no esteroidales.

La determinacion de EDs ha sido otra linea de investigacion relevante para el analisis ambiental.
Algunos ejemplos de disruptores enddcrinos son el bisfenol A, la estrona y sus derivados, los cuales se
han detectado en muestras ambientales como agua superficial, residual, subterranea, suelo, sedimento y
organismos vivos (64-69).
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2.5. Distribucion de PPCPs en el ambiente

Desde los afios 2000, la presencia de PPCPs en el ambiente ha generado una preocupacion creciente
por su ocurrencia, transformacion, destino y riesgos ecotoxicoldgicos en los compartimentos
ambientales (2, 34, 38, 41, 70, 71).

Los PPCPs pueden distribuirse en el ambiente por vias directas o indirectas como:

e Descarga de agua residual (doméstica, industrial, hospitalaria) en cuerpos de agua superficial
e Recarga de acuiferos con agua tratada

e Irrigacion de suelos con agua tratada, residual o agua superficial potencialmente contaminada
e Lixiviacion a través del suelo

e Escorrentia de biosélidos utilizados en agricultura

e Deposicidn atmosférica

La presencia de PPCPs en agua tratada es la causa principal de la ubicuidad de estos contaminantes, ya
que por sus propiedades fisicoquimicas no son removidos eficientemente durante los procesos
convencionales de depuracion de las aguas residuales (3, 4, 72-75). Esta ineficiencia implica un riesgo
potencial para los cuerpos de agua receptores, los organismos acuéticos y la salud publica (45). En
consecuencia, se han investigado ampliamente los procesos fisicos, quimicos y biologicos para remover
los PPCPs del agua residual (76).

La concentracion de los PPCPs en agua superficial y agua subterrdnea puede alcanzar niveles traza y
ultratraza (mg L™, pug L™ ng L™). Aunque la concentracién de PPCPs en agua superficial es
relativamente baja, su presencia afecta la calidad del agua e impacta sobre los recursos hidricos
potables (5-8, 77-81).

En suelo y sedimento la concentracién de PPCPs puede alcanzar el orden de ng g™ y pg kg™ (5).
Aunque la concentracion de PPCPs en el ambiente es baja, la presencia de estos compuestos ha
generado preocupacion, ya que se desconocen los efectos por exposicion continua o eventual a largo
plazo. Asi mismo, se desconoce el impacto ecotoxicoldgico que puedan ocasionar en el ambiente. Por
ello, nuevas lineas de investigacion se han enfocado en la determinacion de PPCPs en matrices
ambientales y biologicas (11).

2.6. Métodos analiticos para la determinacién de PPCPs

El desarrollo de técnicas analiticas como la cromatografia de gases y la cromatografia de liquidos
acopladas a la espectrometria de masas tandem (GC-MS/MS y LC-MS/MS) han permitido detectar los
PPCPs a nivel de ultratrazas (ug L™ y ng L™). En este contexto, las nuevas tecnologias han permitido
desarrollar nuevos métodos de analisis para detectar y monitorear la distribucion de los PPCPs en el
ambiente (77, 78).

El método analitico es un requisito para investigar el destino de los PPCPs. El analisis de los
compuestos de interés usualmente incluye 3 pasos:
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e Extraccion del analito
e Eliminacion las impurezas e interferencias de la matriz
e Seleccidn del instrumento adecuado para la deteccion

Los requerimientos de un método analitico para la correcta determinacion de los PPCPs son:

e Precision y exactitud

e Limites de deteccion y cuantificacion bajos

e Robustez

e Capacidad para diferenciar la variacion de la concentracion de los analitos entre las muestras
e Muestreo representativo

2.7. Preparacion de muestra para matrices complejas

El procedimiento analitico para muestras complejas consiste en varios pasos que tipicamente incluyen
el muestreo, la preparacién de la muestra, la separacion, el analisis de los datos cromatogréaficos, y la
evaluacion estadistica. Cada paso es critico para obtener resultados confiables e informativos.

El paso de muestreo consiste en decidir el sitio para tomar las muestras que definan el objetivo o el
problema caracterizado y después se realiza un muestreo representativo adecuando que precise el
namero y dimension de las muestras.

La preparacion de muestras permite transformar la muestra en un formato adecuado para su analisis por
una tecnica instrumental. Este procedimiento consiste en realizar la extraccion, concentracion y
aislamiento de los componentes de interés, asi como la limpieza y eliminacion de los interferentes de la
matriz. La pre-concentracion de los componentes de interés durante el proceso de extraccion es una
caracteristica deseable para mejorar la sensibilidad de la deteccidn.

La preparacion de la muestra es indispensable ya que la mayoria de los instrumentos analiticos no
pueden procesar la muestra directamente (11, 79-82).

El proceso de separacion implica dividir la muestra en sus componentes, lo cual tipicamente se efectla
con técnicas cromatogréaficas o electroforéticas.

La determinacién conlleva la identificacion y cuantificacion de los componentes de la muestra. La
identificacion puede basarse en el tiempo de retencion combinado con una deteccion selectiva y
especifica. En respuesta a esta necesidad, se utilizan instrumentos como los espectrémetros de masas
para evitar posibles errores en la determinacion analitica por la presencia de interferencias.

La evaluacion estadistica de los resultados provee un estimado de la concentracion de los analitos
estudiados en la muestra analizada. Los datos obtenidos permiten la toma de decisiones apropiadas, las
cuales pueden incluir el analisis de diversas muestras, para una futura investigacion.

Los pasos del proceso analitico son secuenciales y, debido a esto, el paso méas lento determina la
velocidad general del proceso analitico. Acelerar alguno de los pasos del proceso probablemente no
resulte en la mejoria del rendimiento. Para mejorar el rendimiento del procedimiento, se deben evaluar
todos los pasos para identificar los posibles errores que afectan su desempefio.
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El desarrollo de la instrumentacion analitica ha mejorado significativamente en los ultimos 20 afios, los
avances tecnoldgicos incluyen la miniaturizacion de los dispositivos analiticos y la secuenciacion en
linea con el sistema de analisis. Un instrumento ideal debe ejecutar todos los pasos analiticos sin
intervencion manual y preferentemente en el sitio del sistema estudiado. Sin embargo, esta idealidad es
muy lejana a la realidad para muchas técnicas analiticas. Esta aproximacion podria eliminar los errores
metodoldgicos, el tiempo de transporte y almacenamiento de la muestra, resultando en la producciéon de
datos analiticos rapidos, precisos y confiables.

Los instrumentos de cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) o cromatografia de
liquidos-espectrometria de masas (HPLC-MS), pueden separar mezclas complejas y determinar los
componentes de interés de manera inequivoca. EI muestreo y la preparacién de muestra complican el
andlisis en linea, debido a los multiples pasos de cada operacion. La integracion de la preparacion de
muestra a las técnicas de andlisis hace mas complejo el desarrollo de los métodos y su automatizacion.
Como resultado, mas del 80% del tiempo de analisis se invierte en el muestreo y la preparacion de la
muestra.

El progreso de la preparacion de muestra ha sido lento debido a que los fundamentos de extraccion en
muestras complejas son adaptaciones de los sistemas fisicoquimicos de extraccion simple. Por lo
anterior, el desarrollo y optimizacion de los métodos analiticos para aplicaciones en matrices complejas
requiere de mucho tiempo.

La tendencia analitica prefiere el uso de técnicas de preparacion de muestra exhaustivas, aunque
implique procedimientos analiticos mas complejos (12, 79-91).
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2.8. Técnicas de preparacion de muestras exhaustivas vs no exhaustivas

El objetivo de las técnicas exhaustivas es remover completamente al analito de la matriz muestra y
transferirlo a una fase extractora. La mayoria de los métodos exhaustivos utilizan volimenes
importantes de disolvente organico, implicando mayor consumo de reactivos, mayor costo y no son
amigables con el ambiente.

La ventaja principal de las técnicas exhaustivas es que son robustas y no requieren de calibracion
cuando la eficiencia de extraccion es cercana al 100%.

Las técnicas de microextraccion se han desarrollado para atender la necesidad de una preparacion de
muestra miniaturizada y répida, reduciendo el tamafio de los dispositivos de extraccion, la cantidad o
volumen de muestra y el consumo de reactivos y disolventes. Una ventaja de los sistemas de
microextraccion es que minimizan la perturbacion del sistema muestreado, debido a la configuracion
miniaturizada de los dispositivos (12). El disefio de los dispositivos de preparacion de muestras
miniaturizada habilita su uso en el laboratorio o en el campo y sus configuraciones permiten la
introduccion directa en el instrumento analitico.

Algunos de los disefios abordan aspectos como la agitacion, mientras que otros facilitan el andlisis in
situ o la introduccién de muestras al instrumento analitico.

Las técnicas de microextraccion no exhaustivas poseen una ventaja Unica porque s6lo una pequefia
porcion del analito es removido de la matriz. Esta caracteristica permite monitorear los cambios
quimicos y fisicoquimicos del sistema investigado, ya que el muestreo ocasiona una perturbacion
minima en el sistema.

Las técnicas de microextraccion permiten obtener informacion mas precisa para la caracterizacion del
sistema analizado en comparacion con las técnicas exhaustivas. Las técnicas de microextraccién no
exhaustivas proveen magnitudes de sefial proporcionales a la concentracion del analito libre, definiendo
la fraccidn del analito disponible. Esta caracteristica permite calcular constantes de distribucion en
matrices complejas y aporta informacion adicional sobre el sistema investigado. Sin embargo, el uso de
técnicas miniaturizadas requiere un proceso cuidadoso de optimizacion y calibracion. Por tal razén, el
desarrollo de métodos cuantitativamente robustos basados en microextraccion requiere de mayor
tiempo. Cuando los métodos basados en microextraccion estan optimizados son mas convenientes y
efectivos en tiempo y costo, en comparacion con la aproximacion de la extraccion exhaustiva
convencional.

La microextraccion tiene ventajas sustanciales en cuanto a selectividad, porque la extraccion esta
secuenciada con la separacion y la deteccion especifica (como la espectrometria de masas), la cual
habilita la identificacion y cuantificacion de muchos componentes de manera simultanea (12, 92).
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2.9. Técnicas de preparacion de muestras miniaturizadas (93-99)

La preparacion de muestras complejas es un requisito indispensable para proveer una fracciéon de
muestra enriquecida con los analitos, libre de interferencias y componentes de la matriz.

Actualmente, la tendencia de las técnicas de preparacion de muestra esta enfocada a la disminucion de
la operacion manual y el tiempo de analisis.

Existe una variedad de métodos de preparacion de muestra disponibles para la extraccion y pre-
concentracion de contaminantes en agua, algunos de ellos son la microextraccion en fase sélida
(SPME), la extraccion por sorcion con barra de agitacion (SBSE) y la extraccion asistida con
ultrasonido (UAE).

2.9.1. Microextraccion en fase sélida (SPME)

La microextraccion en fase solida (SPME) es una técnica de preparacion de muestra que utiliza una
fibra de silice fundida recubierta con un sorbente (solido, polimérico o la combinacion de ambos), que
funciona como una fase extractora de atrapamiento.

En la SPME, los componentes de la muestra se distribuyen entre la fase extractora y muestra por
equilibrios de sorcion (adsorcion, absorcion), los cuales estan controlados por los coeficientes de
distribucion Koy de los analitos.

La SPME combina la extraccién, concentracion y limpieza de la muestra en un sélo paso debido a su
elevada selectividad. Es una técnica innovadora por ser rapida, sensible, versatil y libre de disolventes.

2.9.2. Teoria de la SPME

En la SPME, la eficiencia de extraccion depende principalmente del coeficiente de distribucion (Kes)
entre el recubrimiento de la fibra (fase extractora) y la matriz muestra. EI coeficiente de distribucion
depende de la composicion quimica de la fase extractora y determina la magnitud del factor de
enriquecimiento. La constante Kg, es similar al coeficiente de distribucién octanol-agua Kqu, la cual
considera las propiedades y caracteristicas de la fase extractora, el analito y la matriz. La constante de
distribucion entre el medio liquido de extraccion y la matriz de la muestra se expresa con la ecuacion:

Donde:

Ce” = Concentracion del analito al equilibrio en la fase extractora (recubrimiento de la fibra)
Cs” = Concentracion del analito al equilibrio en la matriz de la muestra
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El nimero de moles del analito extraido en el equilibrio (ng) en un sistema de dos fases (fase extractora
y muestra) puede determinarse a través de la siguiente ecuacion:

n = KesVeVsCO
¢ KV +V
Donde:

V. = Volumen de fase extractora
Vs = Volumen de muestra
Coy = Concentracion inicial de analito

Con base en lo anterior, el nimero de moles extraido depende del coeficiente de distribucion, el
producto de los volimenes de fase extractora/muestra y la concentracion del analito. Por ello, es
importante seleccionar un recubrimiento de fibra adecuado, controlar las propiedades fisicas, quimicas
y fisicoquimicas de la muestra y conocer el intervalo de concentracion del analito en la muestra.

2.9.3. Optimizacion de los métodos de SPME

En las aplicaciones de la SPME, se deben evaluar y optimizar los factores experimentales para un
sistema de investigacion en particular. La eficiencia de extraccion de la SPME depende de los
parametros experimentales que involucran las propiedades de los analitos, la matriz de la muestra y los
objetivos del analisis.

2.9.3.1. Fibras de SPME

La seleccion de la fibra es la primera etapa de la optimizacién del método de SPME. La sensibilidad
del método es proporcional a una constante de distribucién que involucra la composicion quimica de la
fase extractora y la matriz.

Las fibras comerciales poseen recubrimientos poliméricos puros o copolimeros de diferentes
polaridades, grosores (7-100 um) y longitudes (1-2 cm). Los polimeros se colocan en soportes solidos
que consisten en silice fundida, Stableflex (silice fundida flexible y de mayor resistencia) o ndcleos con
una aleacion de niquel-titanio.

La selectividad de la fibra para un analito en particular se determina con base en el principio de
polaridad. Existen diversos recubrimientos como polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA),
carbowax-polietilenglicol (PEG), polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB),
carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS), divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) y octadecil (Cysg).

La sensibilidad del método se incrementa conforme disminuye el grosor de la fase extractora, ya que a
mayor grosor de fase extractora, mayor tiempo de equilibrio por difusion de los analitos hacia la fase
extractora.
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2.9.3.2. Agitacion

La agitacion durante el proceso de extraccion favorece la transferencia de masa (analitos) entre la fase
extractora (recubrimiento de la fibra) y la matriz. La agitacion reduce el grosor de la capa limite que
rodea la fase extractora, disminuyendo los tiempos de equilibrio. La agitacion mas eficiente permite
mayor tasa de extraccion y mayor masa de analito extraido en condiciones previas al equilibrio.

La eficiencia de agitacion es especialmente critica para analitos con coeficientes de distribucion de
mayor magnitud. Si la agitacion es eficiente y la capa alrededor de fase extractora es muy delgada,
incluso los compuestos de alto peso molecular pueden extraerse eficientemente con tiempos de
extraccion cortos.

En los analisis de laboratorio, la agitacion se controla utilizando parrillas de agitacién magnética y
barras magnéticas recubiertas de teflon.

La agitacion constante y eficiente influye en el desempefio del método, por esta razén se debe
seleccionar un sistema de agitacion de calidad.

2.9.3.3. Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion es un parametro esencial en el desarrollo de los métodos con SPME. La
seleccion del tiempo de extraccion optimo depende de una aplicacion en particular y siempre hay un
compromiso entre rapidez, precision, sensibilidad y rendimiento. El tiempo de extraccion optimo se
obtiene a partir de un perfil de extraccion, donde se correlaciona la masa de analito extraido con
respecto al tiempo. La maxima sensibilidad de extraccion se alcanza en las condiciones de equilibrio.
El tiempo de equilibrio depende del coeficiente de distribucidn del analito entre la matriz de la muestra
y la fase extractora, el coeficiente de difusion del analito, el grosor de la fase extractora y el grosor de
la capa limite entre la matriz y la fase extractora. Sin embargo, los tiempos de extraccion en
condiciones previas al equilibrio pueden utilizarse si se obtienen resultados repetibles, precisos,
confiables y con sensibilidad aceptable.

2.9.34. Temperatura de la muestra

La temperatura de la muestra es otro parametro que se debe considerar en forma cuidadosa. Desde el
punto de vista cinético el incremento de temperatura incrementa los coeficientes de difusion y los
equilibrios de distribucion ocurren mas rapido. Consecuentemente, la transferencia de masa entre la
fase extractora y la muestra es mas répida, las tasas de extraccion son mas rapidas y los tiempos de
equilibrio disminuyen.

Sin embargo, la teoria de la SPME predice una disminucion de los coeficientes de distribucion fase
extractora-muestra cuando se incrementa la temperatura, ya que el proceso de sorcidn es un proceso
exotérmico. En dichas circunstancias, la cantidad de analito extraido en el equilibrio sera menor y la
sensibilidad del método disminuye.
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2.9.3.5. Volumen de muestra

El volumen de muestra es un parametro que debe optimizarse, ya que el nimero de moles extraido es
proporcional al volumen de la muestra. En consecuencia, es posible incrementar la sensibilidad de
método al incrementar el volumen de muestra. Sin embargo, la cantidad de analito extraido incrementa
con el volumen de la muestra, hasta que dicho volumen es significativamente mayor al producto del
coeficiente de distribucion (Kes) y el volumen de fase extractora (Ve), 1o que implica la simplificacion
de la ecuacion:

ne = KesVeCO

La ecuacion indica que bajo ciertas condiciones la cantidad de analito extraido por la fase extractora es
independiente del volumen de muestra. La ecuacion es valida cuando el producto de Kes y Ve €S
insignificante comparado con la cantidad de analito presente en la muestra original. Lo que permite
omitir el paso de muestreo y abre la posibilidad de realizar una determinacion directa en campo.

2.9.3.6. Ajuste de pH

El ajuste de pH es un parametro que se modifica para incrementar la sensibilidad del método. Por lo
general, se promueve la conversién del analito a su forma molecular ya que la mayoria de los
recubrimientos utilizados en SPME extraen analitos en su forma neutra no disociada. La disminucion
del pH mejora la eficiencia de extraccion de compuestos acidos, por consiguiente, la extraccion de
compuestos basicos es més adecuada a un pH mayor. Para compuestos con propiedades acidas y
bésicas, el pH 6ptimo debe determinarse experimentalmente.

2.9.3.7. Adicién de una sal inerte (Fuerza idnica)

La adicion de sales solubles incrementa la fuerza idnica de la disolucion muestra y disminuye la
solubilidad acuosa de los compuestos organicos. En consecuencia, las solubilidades acuosas
disminuidas de los analitos incrementan los coeficientes de distribucion fase extractora-matriz,
mejorando la sensibilidad del método. Las sales inertes que comunmente se utilizan para el ajuste de la
fuerza idnica son: cloruro de sodio (NaCl), sulfato de sodio (Na,SO,), carbonato de potasio (K,CO3) y
sulfato de amonio ((NH4).SO,). La eficiencia de extraccion y la cantidad ptima de sal es dependiente
de las propiedades fisicoquimicas del analito y ambos pardmetros se deben estudiar experimentalmente.
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2.9.3.8. Adicion de disolvente

Con base en la termodindmica de la teoria de la SPME, la proporcion de disolvente orgéanico en la
muestra debe mantenerse al minimo para que el coeficiente de distribucion entre la fase extractora y la
matriz no disminuya su valor. La adicion de disolventes organicos a la muestra puede ocasionar: [1] la
disminucion de los coeficientes de distribucion entre la matriz y la fase extractora, [2] el incremento de
la solubilidad del analito en medio acuoso, eliminando o disminuyendo la adsorcion de analito en las
paredes del vial o [3] la formacion de micelas que reducen la disponibilidad de analito en la extraccion.
También, pequefios volumenes de disolvente organico pueden liberar a los analitos de los sitios activos
de la matriz muestra.

2.9.3.9. Derivatizacion en SPME

La técnica de SPME con derivatizacion se ha utilizado ampliamente para el analisis de compuestos
polares, mejorando la selectividad, sensibilidad y recobro del método de SPME. Esta aproximacion
hace posible identificar sustancias con desempefio cromatografico pobre, altamente reactivas o
térmicamente inestables.

La derivatizacion en SPME se utiliza para transformar al analito en una forma quimica més adecuada
para la extraccion y andlisis. La derivatizacion del analito permite mejorar sus propiedades para su
deteccion y desempefio cromatogréfico, disminuyendo su polaridad e incrementando la estabilidad
térmica y volatilidad. Por ello, la derivatizacion puede mejorar la eficiencia de extraccion y selectividad
del método (100-104).

Las derivatizacién en SPME puede efectuarse de tres maneras:

e Derivatizacion preextraccion
e Derivatizacion posextraccion
e Extraccion y derivatizacion simultanea

Elegir el método de derivatizacion méas apropiado depende de las propiedades fisicoquimicas de los
analitos, el tipo de reactivo derivatizante, asi como el tipo de matriz muestra (63, 102, 104-106).

2.9.3.10. Extraccion de los analitos en SPME

La extraccion en la SPME puede efectuarse por inmersion directa (DI-SPME) o en espacio de cabeza
(HS-SPME).
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2.9.3.10.1. SPME por inmersion directa (DI-SPME)

La DI-SPME es adecuada para extraer compuestos de polaridad media-alta y volatilidad media-baja.
En la DI-SPME, la fibra se sumerge en una muestra acuosa por un tiempo determinado. Después del
proceso de extraccion, la fibra se retira y los analitos atrapados en la fase extractora son removidos
mediante desorcion térmica o liquida.

Las muestras acuosas que se analizan por DI-SPME deben tener caracteristicas quimicas controladas
para inducir la distribucién de los analitos hacia la fase extractora. Por ello, es necesario controlar la
reologia de la disolucion, temperatura, pH, fuerza ionica y la adicion de modificadores organicos.

Las muestras que contiene altas concentraciones de disolventes, detergentes o reactivos se deben diluir
previamente para no deteriorar la fibra de SPME.

2.9.3.10.2. SPME en espacio de cabeza (HS-SPME)

La HS-SPME es adecuada para extraer compuestos de polaridad media-baja y volatilidad media-alta.
En la HS-SPME, la fibra se expone al vapor confinado por encima de la muestra (espacio de cabeza)
durante un tiempo determinado. Después del proceso de extraccion, la fibra se retira y se efectla la
desorcion térmica de los analitos.

La HS-SPME se aplica a muestras gaseosas, liquidas y solidas. Al igual que la DI-SPME, las muestras
liquidas que se analizan por HS-SPME deben tener caracteristicas quimicas controladas para inducir la
distribucion de los analitos hacia el vapor del espacio de cabeza.

Las muestras gaseosas y solidas deben someterse a un pre-tratamiento de secado previo a su analisis
por HS-SPME. Asi mismo, las muestras solidas se deben triturar, tamizar, homogenizar y derivatizar
segun la aplicacion.

2.9.3.11. Consideraciones de la extraccion por SPME en muestras complejas

Cuando los analitos se extraen de muestras complejas, una complicacion potencial es el
desprendimiento de la fase extractora. La presencia de componentes no volatiles y de alto peso
molecular como proteinas, materiales himicos y otras macromoléculas en muestras heterogéneas,
complican el proceso de extraccion ya que estas interferencias pueden extraerse junto con los analitos.
Adicionalmente, las interferencias de alto peso molecular pueden sorberse y acumularse en la
superficie de la fibra de manera irreversible, imposibilitando su remocion durante el proceso de
desorcion. En consecuencia, el recubrimiento de la fibra pierde capacidad y eficiencia de extraccion,
disminuyendo la repetitividad y la reproducibilidad del método de SPME. Por tal razon, el analisis de
muestras complejas por inmersion directa usualmente se efectla diluyendo la muestra. Como una
alternativa, es necesario efectuar un lavado de la fibra entre el proceso de extraccion y desorcion para
remover los compuestos interferentes acumulados y evitar la formacion de agregados carbonizados en
el inyector del cromatografo que ocasionen perfiles analiticos no representativos (1, 83, 84, 93-98).
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2.9.3.12. Desorcion de los analitos en SPME
La desorcion en la SPME puede efectuarse por via térmica (SPME-TD) o liquida (SPME-LD).
2.9.3.12.1. Desorcion térmica (SPME-TD)

La desorcion térmica se utiliza para el andlisis de compuestos volatiles y semivolatiles térmicamente
estables. En la desorcion térmica, la fibra se coloca en el inyector del cromatégrafo de gases a alta
temperatura (150-300 °C) y se expone durante un tiempo determinado (tiempo de desorcién). El gas
acarreador desorbe a los analitos atrapados en la fibra y los transfiere al inyector del cromatografo de
gases. La desorcion térmica es una alternativa eficiente para el desplazamiento de los analitos de la fase
extractora sin el uso de disolventes orgéanicos.

2.9.3.12.2. Desorcion liquida (SPME-LD)

La desorcion liquida es una alternativa a la desorcion térmica cuando se analizan compuestos por
cromatografia de liquidos. En la desorcion liquida, la fibra se expone en una interface que se conecta en
linea con el cromatografo de liquidos. Los analitos atrapados en el recubrimiento de la fibra son
desorbidos por la fase mavil.

La elucion de los analitos por desorcion liquida depende de las constantes de distribucion Kgp, la
fuerza eulotrdpica de la fase movil y la temperatura. Por ello, es necesario optimizar las propiedades
del disolvente de desorcion.

2.9.3.13. Aplicaciones de la SPME

El formato de la SPME habilita la extraccion de compuestos volatiles y semivolatiles en muestras
gaseosas, liquidas y sélidas.

Estudios multiples han demostrado preferencia por la técnica debido a su amplia aplicacién en matrices
alimentarias, ambientales y bioldgicas.

2.9.3.14. SPME en el analisis ambiental

La SPME se utiliza ampliamente para el analisis de contaminantes ambientales en muestras de aire,
agua, suelo y sedimento con aproximaciones analiticas para el sitio de muestreo o el laboratorio.

Con el desarrollo de la teoria de la SPME, se han propuesto muchos métodos de calibracion para la
cuantificacion de analitos y se han desarrollado dispositivos de SPME para muestreos rapidos en
campo o para el monitoreo a largo plazo de contaminantes ambientales.

La SPME puede utilizarse en linea con las técnicas cromatograficas y la extraccién eficiente de los
analitos puede alcanzarse seleccionando la fibra adecuada y ajustando los parametros experimentales.
El método de SPME optimizado puede asegurar resultados sensibles y cuantitativos altamente
consistentes, incluso a nivel de trazas (14, 46, 66, 105, 107-114).
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294, Extraccion por sorcién con barra de agitacion (SBSE) (85, 115-119)

La extraccion por sorcién con barra de agitacion es una técnica de preparacion de la muestra que utiliza
una barra de agitacion recubierta de vidrio, la cual soporta una fase extractora polimérica.

Al igual que la SPME, los componentes de la muestra se distribuyen entre la fase extractora y el medio
de extraccion por equilibrios de sorcion (adsorcion, absorcion), los cuales estan controlados por los
coeficientes de distribucion de los analitos.

La SBSE es otra técnica que combina la extraccion, concentracion y limpieza en un sélo paso. Es una
técnica innovadora por ser rapida, sencilla y mas sensible con respecto a SPME.

La selectividad y sensibilidad de la SBSE junto con el formato libre de disolventes ha demostrado alto
rendimiento en la preparacion de muestra previo al analisis por técnicas cromatogréficas.

La técnica de SBSE fue patentada como Twister® y comercializada por GERSTEL®.

2.95. Teoria de la SBSE

En la SBSE, la eficiencia de extraccion depende de las propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas
de los analitos y de la muestra.

El proceso de distribucion se rige por la contante de distribucion entre las fases extractora y de
extraccion.

Kfase extractora/fase acuosa
AnalitOfase acuosa < > AnalitOfase extractora

Ecuacion 1. K fe/fa= o
fa

Donde:
Kssa = Coeficiente de distribucidn fase extractora/fase acuosa
Cte = Concentracion del analito en la fase extractora

Csa = Concentracion del analito en la fase acuosa

Al alcanzar el equilibrio, el rendimiento de extraccion se estima del balance de masa y coeficiente de
distribucion.

Ecuacion 2. Maosfa = Mause T Myjfa

Maoisa = Masa inicial del analito en la fase acuosa
Myre = Masa del analito en la fase extractora
Mysa = Masa final del analito en la fase acuosa
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., Cte _ Masre  Via _ My
Ecuacion 3. Kreffa=— =—— X — ===
Cta Mayta Ve Myia

X

B = Vi/Vse = Relacion de volimenes de las fases acuosa y extractora

Al combinar las ecuaciones 2 y 3 se obtiene la ecuacion 4, la cual indica el recobro tedrico porcentual
(R%) dependiente del coeficiente de distribucion y la relacion de volimenes de las fases acuosa y
extractora.

Kfe/faXMa/fa 5 Koar) <
i — Masfe _ _ Bmara(Ksesfa) _  Kress
Ecuacion 4. (R%) =—=2£= o xmﬁf — a(Kferfa) _ _Kresfa
Mao %+ma/fa BxMasta(KeesfatB)  KresfatP

La ecuacion 4 indica que el porcentaje de recobro incrementa conforme la relacion de fases es menor,
obteniendo mayor recobro de los compuestos no polares. En SPME, el volumen de la fase extractora es
generalmente de 0.5 puL y en la SBSE, el volumen es de 24 pL minimo. Considerando un volumen de
extraccion de 10 mL, la relacion de fases en la SBSE es aproximadamente de 400 con respecto a
SPME, cuya relacion es de 20000.

La fase extractora (fe) se asocia al polidimetilsiloxano (PDMS), una fase no polar e inmiscible en la
fase acuosa (w). La ecuacion 4 cambia de la siguiente manera:

Kppms,w
KepmswtB

(R%) =

La Fig. 1 muestra el recobro tedrico porcentual en funcion del log Kepms,w
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Figura 1. Recobro tedrico porcentual versus log Kepmsw (a) Y recobro tedrico porcentual con un
volumen de 24 pL de PDMS y un volumen de agua con concentracion inicial de analito de 1 ng mL™.

2.9.6. Optimizacion de los métodos de SBSE

Los parametros que afectan la extraccion en la SBSE son: el tiempo de extraccién, temperatura de
extraccion, velocidad de agitacion, volumen de muestra, pH del medio de extraccion, adicion de una sal
inerte (fuerza idnica) y adicion de modificadores organicos. Las variables fisicas como el tiempo de
extraccién, velocidad de agitacion y volumen de muestra afectan la transferencia de masa de analito,
mientras que las variables fisicoquimicas como la temperatura, pH, adicion de sal y modificadores
organicos afectan el equilibrio de distribucion y aceleran la cinética de transferencia del analitos hacia
la fase extractora.

2.9.6.1. Barras de SBSE

Las barras Twister tipicamente miden 10-30 mm y estan recubiertas de 24-47 uL de fase extractora.
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2.9.6.2. Agitacion

La agitacion es un proceso fisico que homogeniza la muestra mediante conveccion. Al incrementar la
velocidad de agitacion, la distribucion de los analitos se favorece hacia la fase extractora, salvo algunas
excepciones. La conveccion favorece la transferencia de masa evitando una zona de agotamiento entre
la fase extractora y la muestra acuosa.

2.9.6.3. Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion es el tiempo que tardan en igualarse las velocidades de transferencia de masa
entre la fase extractora y la muestra. Propiamente, el tiempo de extraccion se establece en la condicion
de equilibrio, donde la masa de analito se distribuye a la misma velocidad entre la fase extractora y la
muestra (proceso de extraccion completo). Sin embargo, los tiempos de extraccion de las técnicas no
exhaustivas pueden establecerse en condiciones de no equilibrio, siempre y cuando exista repetitividad,
reproducibilidad y sensibilidad adecuada para los objetivos del método. El tiempo de extraccion se
elige con base en la concentracion de los analitos.

2.9.6.4. Ajuste de pH

El ajuste de pH de la muestra es una variable importante en el proceso de extraccién. Los analitos con
propiedades acido-base deben permanecer en estado molecular para distribuirse hacia la fase
extractora. El control del pH incrementa la selectividad de la extraccion, induciendo la ionizacion de
algunos componentes de la muestra y favoreciendo la distribucién de los analitos hacia la fase
extractora.

2.9.6.5. Adicién de sal (Fuerza i6nica)

La adicion de una sal inerte modifica la fuerza iénica de la disolucion y favorece el equilibrio de
distribucion hacia la fase extractora por efecto de solubilidad (salting in, salting out). Los compuestos
mas polares se distribuyen hacia la fase extractora con mayor eficiencia. Sin embargo al adicionar una
sal, la viscosidad y polaridad de la disolucion aumentan, disminuyendo la transferencia de masa a
través de la disolucién y provocando que los compuestos menos polares se desplacen hacia la
superficie de la muestra, evitando el contacto con la fase extractora. Por lo anterior, es importante
optimizar la cantidad de sal para mejorar la eficiencia de extraccion sin comprometer la transferencia
de los analitos hacia la fase extractora.

2.9.6.6. Extraccion de los analitos en SBSE

La extraccion en la SBSE puede efectuarse por inmersion directa (DI-SBSE) o en espacio de cabeza
(HSSE).
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2.9.6.6.1. SBSE por inmersion directa (DI-SBSE)

En la DI-SBSE, la barra de agitacion se sumerge en una muestra acuosa y se hace rotar a velocidad
constante durante un tiempo determinado (tiempo de extraccion). Posteriormente, la barra se retira con
pinzas, se enjuaga con agua destilada para eliminar componentes indeseables de la muestra y se seca
con un pafo de laboratorio. Los analitos retenidos en la fase extractora son removidos mediante
desorcion térmica o liquida.

La DI-SBSE se aplica a muestras acuosas y al igual que la DI-SPME, se deben controlar las
propiedades quimicas de la muestra (reologia de la disolucion, temperatura, pH, fuerza idnica y adicion
de modificadores orgéanicos) para inducir la distribucion de los analitos hacia la fase extractora. Las
muestras que contienen altas concentraciones de disolventes, detergentes o reactivos se deben diluir
previamente para no deteriorar o dafar la fase extractora de la barra.

2.9.6.6.2. SBSE en espacio de cabeza (HSSE)

En la HSSE, la barra de agitacion se expone al vapor confinado por encima de la muestra durante un
tiempo determinado (tiempo de extraccion). Posteriormente, la barra se retira y se efectda la desorcion
térmica de los analitos.

La HSSE se aplica a muestras gaseosas, liquidas o sélidas. Al igual que la DI-SBSE, las propiedades
quimicas de las muestras liquidas se deben controlar para inducir la distribucion de los analitos hacia el
vapor del espacio de cabeza.

Las muestras gaseosas y solidas deben someterse a un pre-tratamiento de secado previo a su analisis
por HSSE. Asi mismo, las muestras sélidas se deben triturar, tamizar, homogenizar y derivatizar seguin
la aplicacion.

2.9.6.7. Desorcion de los analitos en SBSE
La desorcion en la SBSE puede efectuarse en forma térmica (SBSE-TD) o liquida (SBSE-LD).
2.9.6.7.1. Desorcion térmica (SBSE-TD)

La desorcion térmica se utiliza para el andlisis de compuestos volatiles y semivolatiles térmicamente
estables.

En la SBSE-TD, la barra de agitacion se coloca en un vial y se introduce a una unidad de desorcion
térmica (TDU), la cual se conecta en linea con el cromatografo de gases. La desorcion térmica se
efectlia a temperaturas entre 150 y 300 °C y los analitos atrapados en la fase extractora son desplazados
y transferidos al inyector del cromatografo mediante un flujo de gas acarreador.

El inyector con temperatura programable (PTV) efectta un enfoque criogénico (-150 °C) para
condensar el vapor de la desorcion y posteriormente realizar una vaporizacion selectiva de los analitos.
Este tipo de enfoque garantiza la captacién cuantitativa de los analitos en el inyector del cromatdgrafo,
logrando un incremento en la sensibilidad y eficiencia cromatografica.
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La desorcién térmica desplaza de manera eficiente a los analitos de la fase extractora sin el uso de
disolventes organicos.

2.9.6.7.2. Desorcidn liquida (SBSE-LD)

La desorciéon liquida es una alternativa a la desorcion térmica cuando se analizan compuestos
termolabiles o no se cuenta con la unidad de desorcion térmica.

En la SBSE-LD, la barra de agitacion se sumerge en un volumen de disolvente organico y se hace rotar
a velocidad constante por un tiempo determinado. Los analitos retenidos en la fase extractora son
desorbidos por la fuerza eulotrépica del disolvente.

El volumen de disolvente de desorcién debe garantizar la elucién completa de los analitos. Los
disolventes orgénicos que se utilizan comUnmente son acetonitrilo, metanol, acetona, agua o
disoluciones reguladoras.

La elucién de los analitos por desorcion liquida depende de las constantes de distribucion Kgp, la
fuerza eulotropica del disolvente, la temperatura y velocidad de agitacion. Por ello, es necesario
controlar las condiciones fisicas y quimicas del proceso de desorcion.

2.9.6.8. Derivatizacion en SBSE
Existen diversas aplicaciones que combinan la SBSE con derivatizacion in situ para mejorar el recobro

de los analitos mas polares cuando las Ky son bajas. Las reacciones de derivatizacion pueden
efectuarse en medio acuoso, incluyendo acilacion, esterificacion y oximacion.

2.9.6.9. Aplicaciones de la SBSE
La SBSE es una tecnica de preparacion de muestra miniaturizada répida, sencilla y sensible para el
andlisis de compuestos volatiles y semivolatiles en muestras gaseosas, liquidas y solidas.

Diversos estudios han demostrado preferencia por la SBSE debido a sus mdltiples aplicaciones en
matrices ambientales y bioldgicas (15, 16, 22, 47, 59, 116-126).
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2.9.7. Extraccion asistida con ultrasonido (UAE) (127-132)

La extraccion asistida con ultrasonido es una técnica de preparacién de muestra que utiliza ondas
acusticas de alta frecuencia (20-40 kHz) para disgregar una muestra solida.

Las ondas ultrasonicas se propagan a través de un disolvente produciendo ciclos de compresion y
rarefaccion. Los ciclos de presion producen burbujas que incrementan su tamafio sucesivamente e
implotan (cavitacion), propulsando el disolvente con elevadas tasas de velocidad, presion y temperatura
(puntos calientes). El disolvente colisiona con la muestra solida, erosionando y disgregando su
estructura. La disgregacion incrementa el area superficial de la muestra, favoreciendo la difusion de los
componentes hacia el disolvente.

La UAE es una técnica que permite extracciones solido-liquido altamente eficientes, debido a la ultra-
agitacion de la muestra con el disolvente. Adicionalmente, la UAE puede utilizarse para efectuar
extracciones liquido-liquido miniaturizadas, utilizando un disolvente dispersante.

La disgregacion de muestras bioldgicas no requiere de amplitudes elevadas, debido a que la cavitacion
puede disgregar el material celular rapidamente. Por el contrario, la disgregacion de muestras sélidas
requiere de mayor amplitud para erosionar el material sélido. Sin embargo, el exceso de emision
ultrasénica puede inducir la resorcion y/o descomposicion de los compuestos de interés.

Las extracciones por ultrasonido se deben optimizar en términos del tiempo de emision (tiempo de
extraccion), temperatura de extraccion, amplitud ultrasdnica, emision continua o en pulsos, cantidad de
muestra, disolvente de extraccion y volumen de disolvente de extraccion.

2.9.7.1. Tipos de ultrasonido
La UAE puede efectuarse en dos formatos:

e UAE con bafio ultrasénico
e UAE con sonda ultrasonica

Los bafios ultrasénicos proyectan la emisidon ultrasonica de forma omnidireccional, produciendo
interferencia ondulatoria ultrasénica.

La sonda ultrasénica ha demostrado mayor eficiencia en la extraccion de componentes de matrices
solidas, ya que la emision ultrasonica se concentra en una punta de titanio y se proyecta en forma
unidireccional en comparacion con los bafios ultrasonicos.

2.9.7.2. Optimizacion de la UAE
2.9.7.2.1. Cantidad de muestra
La cantidad de muestra es una variable que influye en la sensibilidad del método. El tamafio de muestra

se determina con base en una aplicacion especifica y su proporcion depende de la concentracion de los
analitos.
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Una muestra de mayor tamafio puede facilitar la deteccion de los analitos, sin embargo, este hecho
podria implicar un mayor numero de interferentes que rebasen la capacidad del método y comprometan
su desempefio durante la extraccion, limpieza y deteccion.

En general, es deseable utilizar un tamafio de muestra representativo que pueda manipularse
facilmente, por esta razon, los tamafios de muestra reducidos son una cualidad para el desarrollo de
métodos miniaturizados.

29.7.2.2. Disolvente de extraccion

El tipo de disolvente de extraccion es una variable que influye significativamente en la eficiencia de
extraccion, ya que la disolucion y distribucion del analito en el disolvente implica la formacion de una
esfera de solvatacion, donde las moléculas de disolvente se orientan e interaccionan con el analito
mediante fuerzas de VVan Der Waals, fuerzas de London, puentes de hidrégeno, entre otras.

29.7.2.3. Volumen de disolvente

El volumen de disolvente es una variable que influye en la capacidad de extraccion del analito. El
volumen de disolvente se determina con base en una aplicacion especifica y depende del factor de
enriquecimiento que se desea. En el caso de la extraccion sélido-liquido, el analito contenido en la
muestra se transfiere hacia el disolvente por solubilidad facilitada; el disolvente de extraccién difunde a
la muestra sélida y desplaza al analito de los sitios activos de la matriz.

Normalmente, la extraccion exhaustiva de los analitos de una muestra solida se efectia mediante
extracciones sucesivas. Sin embargo, la eficiencia de extraccion depende de las propiedades
fisicoquimicas del disolvente y la técnica de agitacion durante el proceso de extraccion.

2.9.7.3. Aplicaciones de la UAE
La UAE es una técnica de preparacion de muestra ampliamente utilizada para la extraccién en matrices
solidas ambientales, bioldgicas, farmacéuticas y alimentarias.

Diversos estudios han demostrado las mdltiples aplicaciones y efectividad de la UAE en matrices
ambientales y bioldgicas (131-137).
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2.10. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (79, 81, 138, 139)

La cromatografia de gases (GC) es una técnica de separacion, donde los componentes a separar se
distribuyen entre una fase estacionaria (sélida o liquida) y una fase movil (gaseosa). La separacion de
los componentes depende de la presion de vapor y la afinidad de los analitos por la fase estacionaria.
Existen multiples aplicacion de la GC, sin embargo, se limita al analisis de compuestos volatiles y
semivolatiles termoestables con bajo peso molecular.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica, donde una molécula se ioniza y fragmenta
por métodos eléctricos, quimicos o de radiacion. Después de la fragmentacion, los iones fragmento
resultantes se filtran y tabulan con base en una relacién de masa y carga. La deteccion de los analitos
por espectrometria de masas, permite identificar al analito por su espectro de masas.

El instrumento GC-MS consta de un cromatdgrafo de gases conectado en linea con un espectrometro
de masas mediante una linea de transferencia a alta temperatura. En el cromatografo, la muestra es
vaporizada en el inyector, separada en la columna y transferida a la cdmara de ionizacion del
espectrémetro. Los componentes de la muestra son ionizados a 70 eV y los iones fragmento formados
se aceleran y enfocan hacia el analizador masico, donde son separados con base en su relacion de masa
carga. Como resultado se obtiene un espectro de masas por cada compuesto analizado.

La eficiencia de la separacién cromatografica y la especificidad de la espectrometria de masas han
permitido obtener un instrumento acoplado con gran capacidad para identificar compuestos conocidos
y desconocidos. La espectrometria de masas complementa la informacion de identidad después de la
separacion cromatogréfica.

Comunmente, el sistema de espectrometria de masas acoplado utiliza como método de ionizacion la
electroionizacion (EI) y un analizador mésico cuadrupolar simple. La electroionizacién positiva es muy
utilizada para el analisis de PPCPs en muestras ambientales con elevada selectividad y sensibilidad a
nivelesde ng L* yng g™

Las principales ventajas de la El es la pequefia influencia de la estructura molecular sobre la respuesta
analitica y la identificacion inequivoca mediante un gran nimero de iones fragmento caracteristicos.
Los métodos de identificaciobn mas utilizados en espectrometria de masas son: barrido total de iones
(SCAN, del inglés) o monitoreo selectivo de iones (SIM, por su acronimo en inglés). El analisis por
SCAN permite obtener el espectro de masas completo, cuya informacion representa la fragmentacion
del analito y constituye un perfil de identificacién inequivoco. El espectro de barrido total de iones
(SCAN) se obtiene mediante la sefial de la corriente total de iones (TIC, por sus siglas en inglés) en un
intervalo de relacion de masa y carga (m/z) especifico.

La identificacion por MS requiere la elucion del compuesto a un tiempo de retencion especifico, el
espectro de masas Y la relacion en la abundancia de sus iones, que posteriormente se comparan con un
estandar de referencia. La identificacion por SCAN se efectua comparando los tiempos de retencion y
el patron de fragmentacion de los analitos y sus estandares respectivos. La cuantificacion por SCAN o
SIM se realiza correlacionando la respuesta analitica en funcién de la concentracién, utilizando
disoluciones estandar de concentracion conocida. Para cada analito, la respuesta analitica se obtiene
integrando el area del pico cromatografico o midiendo la abundancia relativa de uno o mas iones
fragmento diagndstico.
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El andlisis por SIM incrementa la selectividad y sensibilidad de los andlisis cuantitativos, evitando
determinaciones erréneas por la presencia de compuestos interferentes.

En una gran cantidad de métodos publicados, la deteccion por MS se efectla en modo SIM, utilizando
las relaciones de masa/carga méas prominentes (determinadas por el anélisis en modo SCAN) de un
compuesto especifico.

La determinacién de los PPCPs se efectla mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS), cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS),
inmunensayos o0 la combinacion de estas técnicas. En especifico, la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) es ampliamente utilizada para el analisis de mezclas complejas.
Escoger entre GC-MS y LC-MS generalmente se realiza con base en las cualidades fisicoquimicas de
los analitos. La LC-MS normalmente se utiliza para determinar compuestos mas polares y menos
volatiles mientras que la GC-MS se utiliza para determinar compuestos volatiles y semivolatiles,
especificamente cuando la resolucion es esencial en para separar isbmeros o congéneres.

La GC-MS es una de las tecnicas mas apropiadas para el analisis de contaminantes, si el objetivo es
determinar el maximo nivel de residuos, identificar y cuantificar de manera simultdnea un gran numero
de analitos. El analisis por GC-MS permite suprimir el ruido de fondo de la matriz para alcanzar
excelente selectividad y sensibilidad. Por lo anterior, es posible cuantificar contaminantes a niveles
traza en matrices con un gran namero de interferencias.

La combinacién de la SPME o SBSE con GC-MS es particularmente adecuada para la determinacion
de compuestos volatiles y semivolatiles de distinta polaridad. Existen diversos métodos publicados que
utilizan SPME y SBSE para extraer diferentes clases de PPCPs en matrices ambientales.
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2.11. Derivatizacion en cromatografia de gases

La formacion de derivados es un proceso donde se modifican los grupos funcionales y propiedades
fisicoquimicas de un analito (volatilidad, estabilidad térmica, presion de vapor, polaridad) para mejorar
su deteccion, sensibilidad y/o desempefio cromatografico.

En cromatografia de gases, la derivatizacion se utiliza cominmente para formar los derivados volatiles
termoestables de analitos no volatiles y termolabiles. Asi mismo, se emplea para incrementar la
sensibilidad y mejorar la deteccion de los analitos.

Un gran namero de los PPCPs de interés ambiental son compuestos altamente polares y termoléabiles,
por lo que requieren una transformacion quimica para hacerlos mas adecuados para sus analisis por
GC.

La formacion de derivados implica la optimizacion de muchas variables como: el reactivo
derivatizante, tiempo de reaccién, temperatura de reaccion y disolvente de reaccion.

En los métodos para andlisis simultaneo, la eficiencia de la reaccién debe investigarse de manera
individual para cada analito y posteriormente se compara con la mezcla de los analitos.

La formacion de derivados volatiles incrementa la aplicacion de la GC, ya que se pueden analizar
compuestos mas polares y con propiedades fisicoquimicas que afectan su desempefio cromatografico
durante el andlisis. Usualmente, la formacion de un derivado seguido del analisis por GC-MS es una
alternativa analitica que aumenta la sensibilidad y disminuye los limites de deteccién del método.

Los reactivos sililantes son ampliamente utilizados para formar los derivados de PPCPs debido a la
rapidez y cuantitatividad de la reaccion. Los productos de reaccion con agentes sililantes son éteres o
ésteres de silicio, los cuales se caracterizan por su alta estabilidad y buenas propiedades
cromatograficas.

Existen diversos agentes sililantes como el BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida), MSTFA
(N-trimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida), HDMS (hexametildilazano), TMCS (trimetilclorosilano) y
TBDMS (tert-butildimetilsililclorosilano) y MTBSTFA (N-tert-butildimetilsilil-N-
metiltrifluoroacetamida).

Para la formacién de derivados, existen técnicas de derivatizacion in-situ, preextraccion vy
posextraccion. Las técnicas in-situ y preextraccion que permiten incrementar la selectividad durante el
proceso de extraccion (100-103, 140).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

Desarrollar y optimizar métodos analiticos basados en microextraccion en fase solida (SPME),
extraccion por sorcion con barra de agitacion (SBSE) y extraccion asistida con ultrasonido (UAE),
seguidos del andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para la
determinacion de farmacos y productos de cuidado personal (PPCPs) en agua, sedimento y pescado.

3.2. Objetivos particulares

1. Validar los métodos desarrollados para el analisis de PPCPs a nivel de trazas (ng L™ y ng g™*) en
agua, sedimento y pescado.

2. Aplicar los métodos desarrollados en muestras de agua, sedimento y pescado de sitios
potencialmente contaminados con PPCPs.

3. Comparar las ventajas y desventajas de los métodos con SPME y SBSE en la determinacion de
PPCPs en las muestras analizadas.

4. JUSTIFICACION

En atencién a la creciente demanda de procedimientos analiticos para determinar una gran variedad de
PPCPs en matrices ambientales y biologicas, es necesario desarrollar métodos rapidos, sencillos,
sensibles y robustos que permitan la identificacion y la cuantificaciéon de dichos contaminantes a
niveles traza (ug L, ng L y ng g"). Asi mismo, es importante que los métodos desarrollados sean
economicos y disminuyan el consumo de reactivos y disolventes orgénicos.

Este estudio busca contribuir con nuevos métodos con cualidades innovadoras para la determinacion
simultanea de PPCPs en muestras de agua, sedimento y pescado, los cuales puedan aplicarse en el
analisis rutinario de estos contaminantes.

5. HIPOTESIS

Los métodos desarrollados basados en microextraccion en fase sélida (SPME), extraccion por sorcién
con barra de agitacion (SBSE) y extraccién asistida con ultrasonido (UAE), seguidos del analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, permitiran la determinacion simultanea de
PPCPs (ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, diclofenaco, clorofeno, triclosan, bisfenol A, estrona) en
agua, sedimento y pescado, de manera rapida, sencilla y sensible con respecto a otros métodos descritos
en la bibliografia.
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6. EXPERIMENTACION

6.1. Materiales y reactivos
6.1.1. Estandares y disolventes

Los estandares: ibuprofeno (99%), naproxeno (98%), ketoprofeno (>98%), diclofenaco (>99%),
clorofeno (95%), bisfenol A (99%), estrona (>299%) y N-metil-N-
(tertbutildimetilsilil)trifluoroacetamida (MTBSTFA) se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) vy triclosan (97%) se adquirié de Fluka (Buchs, Suiza). EI Cuadro 2 muestra la estructura
quimica y algunas propiedades fisicoquimicas de los PPCPs estudiados:

Cuadro 2. Estandares de los PPCPs (141).

Masa molecular

Compuesto Estructura quimica

pka Kolw

1. Ibuprofeno oH 206.3 4.9 4.0

2. Naproxeno OH 230.3 4.2 3.2
e LT
O
O OH 254.3 4.4 3.1
o

0]
Cl
4. Diclofenaco Q@_{ 296.2 4.1 4.5
o]
5. Clorofeno 218.7 9.8 3.6

Cl
6. Triclosan /@/\@\ 289.5 7.9 4.8
Cl Cl

7. Bisfenol A ol Yl Yo 228.3 9.6 3.3

3. Ketoprofeno

8. Estrona e 270.4 10.3 3.1
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Los disolventes grado HPLC vy espectrofotométrico (hexano, isopropanol, acetona, metanol,
acetonitrilo) se adquirieron de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Para las diluciones se utiliz6 agua
Tipo 1.

Las disoluciones estandar de los PPCPs se prepararon en metanol y se almacenaron en viales &mbar a 4
°C. Las disoluciones se prepararon en las siguientes concentraciones: ibuprofeno 1000 mg L™,
clorofeno 3000 mg L™, naproxeno 1000 mg L™, triclosén 2000 mg L™, ketoprofeno 1000 mg L™,
diclofenaco 1000 mg L™, bisfenol A, 1000 mg L™, estrona 1000 mg L™.

6.1.2. Material de vidrio

e Botellas de vidrio ambar de 1 L

e Jeringas Hamilton 10, 100 y 250 pL

e Matraces aforados Pyrex de 1,5y 10 mL

e Matraces Kitasato Pirex de 50, 250 y 500 mL

e Pipetas Pasteur de tallo largo

e Pipetas volumétricas de 0.5, 1, 3,4, 6,8y 10 mL

e Sistema de filtracion Millipore, Merck Millipore (USA)

e Vasos de precipitados de 20, 50 y 100 mL

e Viales de vidrio ambar (4 y 15 mL) con tapdn horadado y septas de PTFE (teflén)/silicén

e Viales de vidrio transparente (8 y 11 mL) con tap6n horadado y septas de PTFE (teflon)/silicon

6.1.2.1. Limpieza del material de vidrio

El material de vidrio se lavo con jabon liqguido EXTRAN® y se enjuagd abundantemente con agua del
grifo. EI material no volumétrico se enjuagd con agua desionizada caliente y se sec en una estufa a
110 °C. Antes de utilizar el material, se enjuag6é con metanol y se secé con vacio.

6.1.3. Materiales de preparacién de muestra

e Fibras de poliacrilato (PA) de 85 um, SUPELCO (Bellefonte, PA, USA)

e Soporte de fibras manual para SPME, SUPELCO (Bellefonte, PA, USA)

e Membranas de nylon de 0.45 pum, PHENOMENEX (CA, USA)

e Barras magnéticas de agitacion de teflon (13 mm)

e Barras magnéticas de etilenglicol-polidimetilsiloxano (EG-PDMS) de 1 cm con 32 pL de fase
extractora, GERSTEL (Alemania)
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6.1.4. Instrumentacion

e Balanza Sartorius, modelo CP124S

e Procesador ultrasonico Cole-Parmer de 130 W, modelo 04714-53

e Parrilla de agitacion magnética Thermolyne, modelo SP131825

e Centrifuga clinica (International Equipment Co., Boston, MA, USA)

6.1.5. Agua y sedimento de referencia

El agua y sedimento de referencia se recolectaron en el manantial del Parque Nacional Fuentes
Brotantes (19°17'03.7"N, 99°10' 54.7"0), Ciudad de México. Los materiales se utilizaron como blanco
de matriz, asi como para el desarrollo de los métodos por SPME, SBSE y UAE.

6.1.5.1. Agua

El agua se recolectd en el brote de manantial a 30 cm bajo la superficie y se almacend en frascos de
vidrio &mbar. Las muestras de agua se conservaron en bafio de hielo durante su transporte hacia el
laboratorio. El agua se filtré6 con membrana de nylon de 0.45 um y se almacen6 a 4 °C.

El agua se analizo para descartar la presencia de los analitos y, eventualmente, se fortifico con los
analitos para optimizar la extraccién por SPME y SBSE.

6.1.5.2. Sedimento

El sedimento se recolectd a 50 cm de profundidad y se almacend en frascos de vidrio &mbar. Las
muestras de sedimento se conservaron en bafio de hielo durante su transporte hacia el laboratorio.

El sedimento himedo permanecio en el frasco hasta su deposicion y compactacion por gravedad. El
exceso de agua se eliminé por decantacion.

El sedimento se liofiliz6 a -20 °C durante 12 h, se tamiz6 con malla 80/100 y se almaceno en frascos de
vidrio &mbar a temperatura ambiente. El sedimento se analiz6 para descartar la presencia de los analitos
y eventualmente se fortifico con los analitos para optimizar la extraccién por UAE.

6.1.5.3. Musculo de pescado

6.1.5.3.1. Tipo de pescado

El pescado utilizado en este estudio fue tilapia azul (Oreochromis aureus), cuya especie es de
importancia econdmica a nivel mundial. La tilapia es un pescado blanco de bajo contenido graso y se

puede encontrar facilmente en los mercados y supermercados de la Ciudad de México. Se adquirieron 3
pescados congelados de aproximadamente 0.35 kg cada uno.
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6.1.5.3.2. Tratamiento del pescado

Previo a la eviseracion y corte de la fraccion muscular, el pescado se lavd con agua del grifo. El
musculo se extrajo con un cuchillo, se descartd la piel, huesos y aletas. EI musculo se triturd y
homogenizo6 en un procesador de alimentos y se almaceno en bolsas grado alimenticio a -18°C.

El pescado se analizd para descartar la presencia de los analitos y eventualmente se fortifico con los
analitos para optimizar la extraccion por UAE.

El pescado se descongelo previo a cada extraccion con ultrasonido.

6.2. Andlisis cromatografico

El andlisis cromatografico se realiz6 con un cromatografo de gases HP5890 acoplado a un
espectrometro de masas selectivo HP5971. El gas acarreador fue Helio a flujo constante (1 mL min™) y
el inyector se utilizd en modo splitless (1 min) a 250 °C. La separacion de los analitos se efectu6 en una
columna capilar ZB-5 (95% dimetilpolisiloxano, 5% fenil; 30 m, 0.25 mm d.i.,, 0.25 um de fase
estacionaria), el programa de temperatura fue 70 °C (2 min), 10 °C min™ hasta 230 °C (4 min), 14 °C
min™ hasta 300 °C (6 min). La ionizacion de los analitos se efectud por impacto electrénico a 70 eV.
Las temperaturas de la linea de transferencia, fuente de ionizacion y cuadrupolo fueron: 280, 230 y 175
°C, respectivamente. La identificacion de los PPCPs se realizé mediante los espectros de masas de los
derivados tert-butildimetilsililados (TBDMS), que se obtuvieron por barrido total de iones (SCAN), en
un intervalo de m/z 50 a 550. La cuantificacion se realizd por monitoreo selectivo de iones (SIM),
utilizando dos iones fragmento diagnostico para cada analito. Los iones fragmento diagndstico se
muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. lones fragmento diagnostico para el analisis por monitoreo selectivo de iones (SIM).

Iones fragmento diagnostico

Compuesto (m/2)
Ibuprofeno 263, 320
Clorofeno 275, 332
Naproxeno 287, 344
Triclosan 200, 345
Ketoprofeno 295, 311
Diclofenaco 352,409
Bisfenol A 441, 456
Estrona 327, 384

*Ion fragmento de cuantificacion
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6.3. ldentificacion de los TBDMS-derivados por GC-MS

Los PPCPs estudiados son compuestos no voléatiles y termolabiles, lo cual inhabilita su andlisis directo
por GC-MS. Debido a esto, se formaron los derivados tert-butildimetilsililados (TBDMS) mediante la
reaccion con MTBSTFA. El procedimiento describe a continuacion:

100 pL de la disolucién estandar de PPCPs (1 ppm) se transfieren a un vial de reaccion de fondo
conico, el disolvente se evapora a sequedad con flujo de nitrégeno y se adicionan 100 pL de
MTBSTFA. El vial se cierra de manera hermética, se coloca en una estufa a 80°C durante 30 min y del
producto de reaccion se inyecta 1 L al GC-MS.

~34 ~



Implementacion de técnicas de preparacion de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado || 2018

6.4. Desarrollo del método para analisis de agua por SPME-GC-MS

6.4.1. Acondicionamiento de la fibra de SPME

Para la extraccion por SPME se utilizaron fibras de poliacrilato (PA) de 85 um con un dispositivo
manual para SPME. Las fibras de SPME se acondicionaron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Previo al primer uso, la fibra de PA se acondiciond en el inyector del GC-MS a 280 °C
durante 1 h.

6.4.2. Optimizacion de la SPME en agua

6.4.2.1. Disefio experimental 2° para la SPME en agua

La extraccion por SPME en agua se optimizd estudiando el efecto del tiempo de extraccién (30 y 60
min), temperatura de extraccion (25 y 40 °C) y porcentaje de cloruro de sodio (30 y 60% sobre
saturacion del agua). El efecto de las variables se evalué con un disefio experimental lineal 2° que se

muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Disefio experimental 2° para optimizar la SPME en agua.

Experimento Tiempo de extraccion Temperatura Porcentaje de NaCl

(min) (°C) (%)
! 30 25 30
2 60 25 30
3 30 40 30
4 60 40 30
° 30 25 60
6 60 25 60
7 30 40 60
8 60 40 60

6.5. Analisis de agua por SPME-GC-MS

5 mL de agua se ajustan a pH = 3 con acido férmico concentrado, se adiciona 1 g de NaCl y la mezcla
se agita a 1200 rpm; la SPME se efectta a 25 °C durante 60 min. Después de la extraccién, la fibra de
SPME se expone a los vapores de 100 uL de MTBSTFA a temperatura ambiente durante 30 min. La
desorcion de los analitos se efectia exponiendo la fibra de SPME en el inyector del GC-MS a 250 °C
durante 10 min.
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6.6. Desarrollo del método para analisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS

6.6.1. Optimizacion de la extraccion asistida con ultrasonido (UAE) en sedimento

Para el analisis de sedimento, se optimizo la extraccion asistida con ultrasonido (UAE) en sedimento
fortificado. Para ello se utiliz6 sonda ultrasénica de 130 W con punta de 3 mm.

Previo a la optimizacion de la UAE, se selecciond la cantidad de muestra, el volumen de extraccion y el
disolvente de extraccion.

6.6.1.1. Cantidad de muestra

La cantidad de muestra para la UAE se evalud con 100, 200 y 500 mg de sedimento fortificado con los
analitos. La UAE se realizé por duplicado para cada cantidad de muestra (n=2).

6.6.1.2. Volumen del disolvente de extraccion

El volumen de disolvente se seleccion6 con base en la especificacién de la sonda ultrasonica, cuya
punta (3 mm) se utiliza para un volumen maximo de 10 mL. EIl volumen de disolvente para la UAE en
sedimento fueron 7 mL.

6.6.1.3. Disolvente de extraccion

En este proyecto se propuso extraer los PPCPs con una disolucion acuosa. La eficiencia de extraccion
en sedimento fortificado se evalud con: agua desionizada (pH = 7), &cido férmico al 0.1% en agua (pH
= 3) y acido férmico al 0.1% con 1% de metanol (pH = 3).

Cada extracto de sedimento se analizé por SPME-GC-MS (apartado 6.5).

6.6.1.4. Disefio experimental 2° para la UAE en sedimento

Las variables de la UAE se optimizaron estudiando el efecto del tiempo de extraccién (1 y 3 min),

amplitud de la sonda (30 y 60 %) y temperatura de extraccion (25 y 40 °C). El efecto de las variables se
evalué con el disefio experimental lineal 2° que se muestra en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Disefio experimental 2° para optimizar la UAE en sedimento.

Experimento Tiempo de.extraccién Amplitud Temperatura

(min) (%) C)
! 1 30 25
2 3 30 25
3 1 60 25
4 3 60 25
> 1 30 40
6 3 30 40
! 1 60 40
8 3 60 40

6.7. Andlisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS

100 mg de sedimento se transfieren a un vial de vidrio de 8 mL, se adicionan 7 mL de &cido férmico al
0.1% en agua con 1% de metanol y la mezcla se calienta a 40 °C; la UAE se efectla al 60% de
amplitud durante 3 min. El extracto se filtra a través de una membrana de nylon de 0.45 um.

5 mL del filtrado se analizan por SPME-GC-MS (apartado 6.5).
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6.8. Desarrollo del método para analisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS
6.8.1. Optimizacion de la extraccion asistida con ultrasonido (UAE) en pescado

Para el analisis de pescado, se optimizd la extraccidn asistida con ultrasonido (UAE) en pescado
fortificado. Para ello, se utilizé una sonda ultrasonica de 130 W al 60% de amplitud con punta de 3
mm. Las variables de la UAE se optimizaron estudiando el efecto de la cantidad de muestra, disolvente
de extraccion, tiempo de extraccion, pH de extraccion, adicion de disolvente organico y porcentaje de
NaCl.

6.8.1.1. Cantidad de muestra

La cantidad de muestra se evalué con 50, 100 y 250 mg de mdsculo de pescado fortificado con los
analitos. La UAE se realizé por duplicado para cada cantidad de muestra (n=2).

6.8.1.2. Volumen del disolvente de extraccion

El volumen de disolvente se seleccion6 con base en la especificacion de la sonda ultrasonica, cuya
punta (3 mm) se utiliza para un volumen maximo de 10 mL. El volumen de disolvente para la UAE en
pescado fueron 7 mL.

6.8.1.3. Disolvente de extraccion

El disolvente de extraccidn se seleccion6 considerando dos aspectos importantes: la extraccion de los
analitos con una disolucion acuosa y la obtencion de un extracto homogéneo facil de manipular. Las
disoluciones acuosas evaluadas fueron:

D1: Acido férmico al 0.1% c en agua

D2: Acido formico al 0.1% en agua con 1% de metanol

D3: Hidréxido de sodio al 0.1% en agua

D4: Hidréxido de sodio al 0.1% en agua con 1% de metanol
D5: Hidrdxido de sodio al 0.1% en agua:metanol 90:10 V/V
D6: Hidrdxido de sodio al 0.1% en agua con 1% de acetona
D7: Hidrdxido de sodio al 0.1% en agua:acetona 90:10 V/V

Los extractos de pescado se analizaron por SPME-GC-MS (apartado 6.5) sin adicion de NaCl. Los

extractos con NaOH se ajustaron a pH = 3 con acido formico concentrado previo al analisis por SPME-
GC-MS.
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6.8.1.4. pH de extraccion

El pH del disolvente de extraccion se ajustd para desnaturalizar y precipitar a las proteinas del pescado.
El ajuste de pH se realiz6 con acido formico concentrado e hidroxido de sodio (NaOH). El pH de las
disoluciones de &cido formico y NaOH fue 3.0 £ 0.2 y 12.5 + 0.2 unidades, respectivamente.

6.8.1.5. Adicion de disolvente organico

Para al UAE en pescado, se propuso adicionar disolvente organico (metanol o acetona) al disolvente
de extraccion para incrementar la solubilidad de los analitos en el extracto. La adicion de disolvente
organico se evaluo al 1y 10%.

6.8.1.6. Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion con ultrasonido se evalud a 1, 3 y 5 min de ultrasonido.

6.8.1.7. Porcentaje de NacCl

Como se menciono anteriormente, la adicion de NaCl es una variable a optimizar en la SPME. Como
prueba preliminar, se evaluo la adicion de 30% de NaCl (0.54 g) al extracto de pescado.

6.9. Anadlisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS

50 mg de pescado se transfieren a un vial de vidrio de 8 mL, se adicionan 7 mL de NaOH al 0.1% en
agua:acetona 90:10 V/V; la UAE se efectla a 25 °C durante 3 min. El extracto se ajusta a pH = 3 con
acido formico concentrado y se filtra a través de una membrana de nylon de 0.45 um. Un volumen de 5
mL del filtrado se agitan a 1200 rpm y se analizan por SPME a temperatura ambiente (25 °C) durante
60 min. Después de la extraccion, la fibra de SPME se expone a los vapores de 100 uL de MTBSTFA a
temperatura ambiente (25 °C) durante 30 min. La desorcion de los analitos se efectla exponiendo la
fibra de SPME en el inyector del GC-MS a 250 °C durante 10 min.
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6.10. Desarrollo del método para analisis de agua por SBSE-GC-MS
6.10.1.  Acondicionamiento de la barra de SBSE

Para la extraccion por SBSE se utilizaron barras magnéticas de etilenglicol-polidimetilsiloxano (EG-
PDMS) de 1 cm con 32 uL de fase extractora.

La barra de agitacion se acondiciond con 2 mL de acetonitrilo (AcCN) y 2 mL de agua desionizada. En
cada disolvente, la barra se agité a 1000 rpm durante 2 h.

Después de cada andlisis, la barra se re-acondicion6 con 1 mL de metanol durante 5 min a 1000 rpm.

El acondicionamiento de la barra magnética se efectué conforme al procedimiento reportado por Ochiai
y colaboradores (142).

6.10.2.  Optimizacién de la SBSE en agua

6.10.2.1. Disefio experimental 2° para la SBSE en agua

La extraccion por SBSE en agua se optimizé estudiando el efecto del tiempo de extraccion (30 y 45
min), temperatura de extraccion (25 y 40 °C) y porcentaje de NaCl (0 y 30 % sobre saturacion del
agua). El efecto de las variables se evalué con el disefio experimental lineal 2% que se muestra en el

Cuadro 6.

Cuadro 6. Disefio experimental 2° para optimizar la SBSE en agua.

Experimento Tiempo de_extraccién Temperatura Porcentaje de NaCl

(min) (°C) (%)

1 30 25 0

2 45 25 0

3 30 40 0

4 45 40 0

° 30 25 30

6 45 25 30

7 30 40 30

8 45 40 30

6.10.3.  Disolvente de desorcion para la SBSE
La desorcién liquida se efectué con un volumen reducido de disolvente organico (1 mL). Para ello, se

evalud la eficiencia de desorcion de tres disolventes organicos y sus mezclas. Los disolventes
evaluados fueron:
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e Acetonitrilo

e Metanol

e Diclorometano

e Acetonitrilo/Metanol (1:1 V/V)

e Metanol/Diclorometano (1:1 V/V)

e Acetonitrilo/Diclorometano (1:1 V/V)

e Acetonitrilo/Metanol/Diclorometano (1:1:1 V/V)

Cada eluato de desorcion se evaporo6 a sequedad con flujo de nitrégeno y al residuo se le adicion6é 100
pL de MTBSTFA. La reaccion se efectta a 80 °C durante 30 min y del producto de reaccion se inyecto6
1 pL al GC-MS.

6.10.4.  Tiempo de desorcién con disolvente organico

El tiempo de desorcion con disolvente organico se evalud a 5, 15 y 30 min. La desorcion de los analitos
se efectu6 con 1 mL de la mezcla ternaria acetonitrilo/metanol/diclorometano (1:1:1 V/V) a
temperatura ambiente (25 °C) y 1000 rpm.

6.11. Analisis de agua por SBSE-GC-MS

Un volumen de 5 mL de agua se ajustan a pH = 3 con &cido férmico concentrado, se adicionan 0.54 g
de NaCl y la mezcla se agita a 1200 rpm; la SBSE se efectta a 25 °C durante 45 min.

Los analitos extraidos se desorben de la barra magnética con 1 mL de
acetonitrilo:metanol:diclorometano 1:1:1 V/V a 1000 rpm durante 15 min. El eluato se evapora a
sequedad con flujo de nitrégeno y se adicionan 100 puL de MTBSTFA. La derivatizacién se efectla a
80 °C durante 30 min y del producto de reaccién se inyecta 1 puL al GC-MS.
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6.12. Desarrollo del método para analisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS
6.12.1.  Extraccidn asistida con ultrasonido (UAE) en sedimento

Las condiciones experimentales de la UAE en sedimento se implementaron a partir del método para
analisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS (apartado 6.7).

Las condiciones experimentales fueron: 100 mg de sedimento, 7 mL de acido formico al 0.1% en agua
con 1% de metanol (7 mL), temperatura de extraccion 40 °C, amplitud del ultrasonido 60% y el tiempo
de extraccion 3 min.

6.13. Anélisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS

100 mg de sedimento se transfieren a un vial de vidrio de 8 mL, se adicionan 7 mL de acido férmico al
0.1% en agua con 1% de metanol y la mezcla se calienta a 40 °C; la UAE se efectda al 60% de
amplitud durante 3 min. El extracto se filtra a través de una membrana de nylon de 0.45 pum.

A un volumen de 5 mL del filtrado se le adicionan 0.54 g de NaCl (30%), se agita a 1200 rpm y se
analizan por SBSE a temperatura ambiente (25 °C) durante 45 min. Después de la extraccion, los
analitos se desorben de la barra magnética mediante agitacion con 1 mL de
acetonitrilo:metanol:diclorometano 1:1:1 V/V durante 15 min a 1000 rpm. El eluato se transfiere a un
vial de reaccion y se evapora a sequedad con flujo de nitrégeno, se adicionan 100 pL de MTBSTFA y
la derivatizacion se efectia a 80 °C durante 30 min. Del producto de reaccion se inyecta 1 pL al GC-
MS.

6.14. Desarrollo del método para analisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS

Las condiciones experimentales de la UAE en pescado se implementaron a partir del método para
andlisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS (apartado 6.9).

Las condiciones experimentales fueron: 50 mg de pescado, 7 mL de NaOH al 0.1% en agua:acetona
90:10 V/V, temperatura de extraccion 25 °C, amplitud del ultrasonido 60% Yy el tiempo de extraccion 3
min.

6.15. Analisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS

50 mg de pescado se transfieren a un vial de vidrio de 8 mL, se adicionan 7 mL de NaOH al 0.1% en
agua:acetona 90:10 V/V; la UAE se efectua a 25 °C durante 3 min. El extracto se ajusta a pH = 3 con
acido férmico concentrado y se filtra a través de una membrana de nylon de 0.45 pm.

5 mL del filtrado se agitan a 1200 rpm y se analizan por SBSE a temperatura ambiente (25 °C) durante
45 min. Después de la extraccion, los analitos se desorben de la barra magnética con 1 mL de
acetonitrilo:metanol:diclorometano 1:1:1 V/V a 1000 rpm durante 15 min.
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El eluato se transfiere a un vial de reaccion y se evapora a sequedad con flujo de nitrogeno, se
adicionan 100 L de MTBSTFA vy la derivatizacion se efectta a 80 °C durante 30 min. Del producto de
reaccion se inyecta 1 uL al GC-MS.

6.16. Métodos para analisis de agua, sedimento y pescado por SPME y SBSE: Validacion

Los meétodos desarrollados para el analisis de agua, sedimento y pescado se validaron evaluando la
precision, linealidad, exactitud, limites de deteccion y limites de cuantificacion.

Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon experimentalmente, disminuyendo
progresivamente la concentracion de PPCPs, de tal manera que la respuesta analitica correspondiera a 3
y 10 veces la relacion sefial-ruido de la linea base. Con base en lo anterior, se eligid el intervalo lineal
de concentracion para cada analito y matriz estudiada.

De igual forma, el sistema cromatografico se validé para la identificacion y cuantificacién de los
PPCPs.
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6.17. Sitio de muestreo
6.17.1.  Valle del Mezquital (73, 143, 144)
6.17.1.1. Localizacién

Hidalgo es un estado mexicano con clima templado, seco-calido, temperatura media anual de 10 a 24
°C y precipitacion anual de 400-2000 mm. Por ello, las condiciones climatoldgicas de Hidalgo
favorecen el desarrollo de una gran variedad de especies vegetales y cultivos agricolas.

El Valle del Mezquital es una regién geogréfica del estado de Hidalgo, la cual esta delimitada al norte
por la Sierra Gorda y la Sierra Baja; al sur por el Valle de México; al este por la zona sureste de
Hidalgo; al oeste por el Estado de México y Querétaro. La delimitacion geogréfica se basa
principalmente en aspectos socioculturales, ecoldgicos e hidrologicos.

El Valle del Mezquital esta integrado por 28 municipios, los cuales se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Municipios del Valle del Mezquital.

No Municipio No. Municipio

1  Actopan 15 Nopala de Villagran
2 Ajacuba 16  Progreso de Obregén
3  Alfajayucan 17  San Agustin Tlaxiaca
4 El Arenal 18  San Salvador
5  Atitalaquia 19  Santiago de Anaya
6  Atotonilco de Tula 20  Tasquillo*
7  Cardonal 21  Tecozautla
8  Chapantongo 22 Tepeji del Rio de Ocampo
9  Chilcuautla 23 Tepetitlan

10  Francisco I. Madero 24 Tetepango

11 Huichapan 25  Tezontepec de Aldama

12 Ixmiquilpan* 26 Tlahuelilpan

13 Mixquiahuala de Juarez* 27  Tlaxcoapan

14 Nicolés Flores 28  Tulade Allende*

*Sitios de muestreo
6.17.1.2. Geografia descriptiva

El Valle del Mezquital es una provincia fisiografica del Eje Neo volcanico y la Sierra Madre Oriental,
cuyas caracteristicas geoldgicas y tectonicas incluye fallas con actividad sismica baja.

El valle se divide en subregiones que se clasifican con base en las caracteristicas del suelo. La
subregion noreste estad conformada la Sierra Gorda, Sierra de Pachuca y Alto Mezquital.
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La subregion centro y sur estd conformada por valles, Ilanos, algunas montafias de origen volcanico y
yacimientos basalticos. Algunas zonas de las subregiones central y sur han sido destinadas a la
agricultura y pastoreo, donde los suelos han sufrido modificaciones por la introduccion de canales de
riego para uso agricola e industrial.

6.17.1.3. Floray fauna

La zona sur del Valle del Mezquital esta destinada a la actividad agricola, por lo que la vegetacion
nativa ha sido alterada a lo largo del tiempo. Entre las especies vegetales mas comunes se encuentran:
el matorral desértico aluvial, matorral crasicaule, arbusto de la creosota, la hoja ancha, mezquite, yucca,
pirul, garambullo, nopal cardon, cactus columnar, roble y algunos ejemplares de acacia y almez.

Entre las especies florales sobresalientes, destacan varias especies de orquideas. Las especies arboreas
predominantes son: el encino, el ocote y el sabino.

En el Valle del Mezquital, se han registrado alrededor de 107 especies de mamiferos, de las cuales
muchas son consideradas endémicas en México. Entre dichas especies se encuentra el coyote,
cacomixtle nortefio, murciélago trompudo, cacomixtle, la liebre cola negra, rata canguro de Phillip y
musarafia de Saussure.

Las especies de reptiles y anfibios comprenden 37 ejemplares, entre los cuales destacan las lagartijas y
las serpientes.

Con respecto a las aves, se han registrado alrededor de 170 especies, de las cuales poco mas del 50%
son de residencia permanente.

6.17.1.4. Hidrografia

El Valle del Mezquital forma parte de la region hidrologica Tula-Moctezuma-Panuco, donde el Rio
Tula es de importancia fundamental.

Las presas de la region son: Debodhe, Vicente Aguirre y Javier Rojo Gémez, Endhd, La Requena,
Francisco y Madero, Nopala y el Durazno.

Los acuiferos importantes de la regién son: Actopan-Santiago de Anaya, Ajacuba, Amajac,
Chapantongo-Alfajayucan, El Astillero, Ixmiquilpan, Huichapan-Tecozautla, Tepeji del Rio y Valle del
Mezquital.

Otras fuentes de agua son los manantiales y aguas termales como: Las Lumbreras, Ajacuba,
Humedades y Dios Padre, Cantera de Tula, ElI Tephe, Tzindejéh, Taxidh6, Gandho, Vido, Vito,
Uxdejhe, La Cafiada, Pathecito y Chichimequillas.
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6.17.1.4.1. Rio Tula

El agua residual de la Ciudad de Mexico es enviada al Valle de Tula por tres vias principales: Emisor
Central, Emisor Poniente y Gran Canal. El desagie del drenaje profundo de la Ciudad de México se
envia al Rio Tula, donde se vierten los desechos de mas de veinticuatro millones de personas.

El Rio Tula se origina en el cerro de la Bufa (Estado de México) a una altura de 3800 m sobre el nivel
del mar. Desde su origen, el rio se denomina Tepeji y adquiere el nombre de Tula rumbo a la presa
Zimapan. El rio confluye con el rio San Juan (Querétaro), adquiriendo el nombre de Moctezuma.
Posteriormente, confluye con el rio Tampadn (San Luis Potosi), donde se nombra Rio Panuco y cuyo
caudal es de 500 m® s™. El rio desemboca en el Golfo de México cerca de Tampico (Tamaulipas), con
un escurrimiento anual de 19673 hm®.

6.17.1.5. Contaminacién ambiental

La contaminacion de los recursos hidricos se ha convertido en una practica habiltual, debido a las zonas
de alta densidad poblacional e industrial. Los rios con mayor impacto por contaminacion son: Tula,
Tepeji, Salado, El Salto y Alfajayucan.

El Rio Tula es el rio mas contaminado de México, ya que recibe las aguas residuales de la Zona
Metropolitana del Valle de México. La carga contaminante del Rio Tula esta compuesta principalmente
por material organico. Derivado del uso de agua residual para la agruciltura, se ha propiciado un
incremento en la deforestacion para ampliar las zonas agricolas.

Otras formas de contaminacion son las plagas lepiddpteras que afectan a los bosques de pino y encino.
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6.17.2.  Xochimilco (145-146)
6.17.2.1. Localizacion

Xochimilco es una region geografica delegacional de la Ciudad de México que se localiza al sureste de
la capital mexicana.

La importancia de Xochimilco es que contribuye con una parte importante de la reserva natural de la
ciudad y alberga la zona de chinampas, las cuales conservan el patrimonio tecnoldgico agricola de la
cultura mesoamericana.

Xochimilco esté integrado por 14 pueblos originarios y 17 barrios populares, los cuales se muestran en
el Cuadro 8.

Cuadro 8. Pueblos y barrios de Xochimilco.

Xochimilco
Pueblos Barrios
San Andrés Ahuayucan Belem (Acampa)
San Francisco Tlalnepantla El Rosario (Nepantlatlaca)
San Gregorio Atlapulco La Asuncion (Colhuacatzingo)
San Lorenzo Atemoaya La Concepcion Tlacoapa
San Lucas Xochimanca La Guadalupita (Xochitenco)
San Luis Tlaxialtemalco La Santisima Trinidad (Chililico)
San Mateo Xalpa Nuestra Sefiora de los Dolores (Xaltocan)
Santa Cecilia Tepetlapa San Antonio (Molotlan)
Santa Cruz Acalpixca San Cristobal (Xal-lan o Xallan)
Santa Cruz Xochitepec San Diego (Tlacoxpan)
Santa Maria Nativitas Zacapa San Esteban (Tecpanpan)
Santa Maria Tepepan San Francisco Caltongo
Santiago Tepalcatlalpan San Juan (Tlalteuhchi)
Santiago Tulyehualco San Lorenzo (Tlaltecpan)

San Marcos (Tlatepetlapan)

San Pedro (Tlandhuac)

Santa Crucita (Analco)

6.17.2.2. Geografia descriptiva

Xochimilco es una delegacion con clima templado, subhdmedo, con lluvias en verano y otofio, cuya
temperatura media anual es de 15.9 °C y precipitacion anual de 200-900 mm.

La superficie de Xochimilco abarca 122 km?, cubriendo aproximadamente el 8% del territorio de la
Ciudad de México.
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Xochimilco se encuentra a 2240 m sobre el nivel del mar y esta delimitado al norte con la zona urbana
de las delegaciones Coyoacén e Iztapalapa; al sur con Milpa Alta y Tlalpan; al oriente con Tlahuac; y al
poniente con la zona montafiosa de Tlalpan. La zona centro de Xochimilco la conforma la zona lacustre
y la zona de chinampas.

El limite natural entre Xochimilco, Milpa Alta y Tlahuac esta constituido por los cerros de Xochitepec,
Tzompol, Tlacuallelli y Teuhtli.

Xochimilco forma parte de la subcuenca de Lago de Texcoco-Zumpango del sistema Tula-Moctezuma-
Panuco.

El Lago original era alimentado por los manantiales de los cerros aledafios, sin embargo, la sobre
explotacion de agua provoco el agotamiento de los recursos hidricos. Desde los afios 1950, los canales
de Xochimilco se recargaron con agua residual o agua tratada de algunas plantas de tratamiento de
aguas.

6.17.2.3. Floray fauna

La construccion de chinampas, ha otorgado a Xochimilco un paisaje que conserva una parte del
patrimonio de agricola prehispanico.

Los arboles caracteristicos de la zona son: el ahuejote, pinos, acotes, madrofios, cedros, ahuehuetes,
tepozanes, capulines, eucaliptos, alcanfores, jacarillas, pirules y chicalotes.

El cultivo de especies vegetales como el lirio acuatico y algunos peces como la carpa y la tilapia,
provoco que algunas de las especies nativas disminuyeran su poblacion de manera importante.

Algunas de las especies animales nativas que se han aprovechado para el consumo humano son: el
axayacatl, los acociles, la rana montezuma y el axolote.

En cuanto a las especies de aves, se han descrito 140 especies de aves, de las cuales algunas son
migratorias.

6.17.2.4. Contaminacion
Desde los afios 1950, Xochimilco ha tenido un alto impacto por contaminacion y urbanizacion. Asi

mismo, se ha favorecido un desequilibrio ecologico debido a la introduccidn de especies ajenas al
ecosistema del lago, ocasionando la notable disminucién de las especies nativas.
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6.18. Andlisis de agua y sedimento del Rio Tula (afio 2015)

El muestreo de agua y sedimento en el Rio Tula se realizd en colaboracion con el grupo de
investigacion de la Dra. Maria Aurora Armienta Hernandez del Instituto de Geofisica, UNAM. Los
muestreos se realizaron en dos temporadas anuales (lluvias y secas).

6.18.1.  Muestreo de agua y sedimento

El muestreo se realizd entre la presas Endhé y Zimapén, al noroeste de Tula de Allende, Hidalgo
(20°323"N, 99°20'31"0). La distancia entre los limites del muestreo (Tasquillo y Mixquiahuala de
Juarez) fue de 36.5 km. Se realiz6 un muestreo secuencial de 5 puntos durante las temporadas de
lluvias y secas, obteniendo 5 muestras de agua por cada temporada. Las muestras de agua y sedimento
se etiquetaron con la secuencia WH1-WH5 y SH1-SH5 respectivamente.

Las muestras de agua y sedimento se recolectaron en las poblaciones de Tasquillo, Ixmiquilpan,
Tlacotlapilco y Mixquiahuala de Juarez en el estado de Hidalgo.

El muestreo de sedimento se realiz6 Unicamente durante la temporada seca, ya que la creciente del rio
durante la temporada de lluvias complicé el muestreo en las zonas estudiadas. Los sitios del muestreo y
sus coordenadas se enlistan en el Cuadro 9. EI mapa del muestreo se observa en la Fig. 2.

Las muestras de agua se analizaron por SPME-GC-MS (n=3) y el sedimento se analizé6 por UAE-
SPME-GC-MS (n=3); para cada muestra se calculd la concentracion promedio con su desviacion
estandar.

Cuadro 9. Muestreo de agua y sedimento en el Rio Tula

Sitio Coordenadas Agua Sedimento

Muestra Volumen pH Q Muestra ~ Cantidad
Tasquillo 20°33'38.2"N, 99°18'34.2"0  WH1 7.8 1777 SH1
Ixmiquilpan 20°29'35.4"N, 99°13'18.3"0  WH2 7.7 1576  SH2
Ixmiquilpan 20°28'46.2"N, 99°13'25.2"0  WH3 2Lc/lu 7.7 1578 SH3 0.5 kg c/u
Tlacotlapilco 20°22'27.4"N, 99°13'23.6"0  WH4 7.8 1568 SH4
Mixquiahuala de Juarez ~ 20°14'40.5"N, 99°12'19.4"0  WH5 7.7 1565 SH5
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Figura 2. Mapa del muestreo en el Rio Tula (afio 2015).
~ 50 ~



Implementacion de técnicas de preparacion de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado || 2018

6.19. Andlisis de agua de los Rios Culiacan, Humaya y Tamazula (afio 2015)

El muestreo de agua en los Rios Culiacdn, Humaya y Tamazula estuvo a cargo de la Dra. Maria Aurora
Armienta Hernandez del Instituto de Geofisica, UNAM.

Las muestras de agua se recolectaron en la confluencia de los Rios Culiacan, Humaya y Tamazula en la
Ciudad de Culiacan, Sinaloa (24°48'00"N 107°23'00"0). Se realiz6é un muestreo secuencial de 7 puntos
(WS1-WS7) durante la temporada seca. Los sitios del muestreo y sus coordenadas se enlistan en el
Cuadro 10.

Las muestras de agua se analizaron por SPME-GC-MS (n=3) y se calcul6 la concentracion promedio
con su desviacion estandar.

Cuadro 10. Muestreo de agua de los Rios Culiacan, Humaya y Tamazula.
Sitio Coordenadas Agua

Muestra  Volumen

24°49.934'N, 107°24.227'0 WS1
24°49.045'N, 107°24.199'0 WS2
24°48.796'N, 107°23.755'0 WS3
Rios Culiacan, Humaya y Tamazula 24°49.308'N, 107°22.758'0 WS4 2Lclu
24°48.551'N, 107°24.767'0 WS5
24°47.848'N, 107°30.462'0 WS6
24°48.409'N, 107°31.883'0 WS7

6.20. Anélisis de agua del Rio Tula (afio 2016)

El muestreo de agua en el Rio Tula estuvo a cargo del Dr. Martin Lépez Hernandez del Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia, UNAM. Las muestras de agua se recolectaron al norte de la Ciudad
Tula de Allende, Hidalgo (20°323”"N, 99°20'31”"W). Se realizd6 un muestreo secuencial de 9 puntos
(T1-T9) en un intervalo de 5.7 km.

Las muestras de agua se analizaron por SPME-GC-MS (n=3) y SBSE-GC-MS (n=2); para cada
muestra se calculd la concentracién promedio con su desviacion estandar.

La zona de muestreo y sus coordenadas se enlistan en el Cuadro 11.
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Cuadro 11. Zona de muestreo en el Rio Tula.
Sitio Coordenadas Agua

Muestra Volumen
T1
T2
T3
I N T4
woria SEETL TS B oalw
T6
T7
T8
T9

6.21. Andlisis de agua, sedimento y pescado del Lago de Xochimilco

El Lago de Xochimilco es un lugar potencialmente contaminado con PPCPs, debido al origen de sus
aguas de recarga. Por ello, el muestreo de agua y sedimento se realizd en tres zonas del Barrio de San
Juan, Xochimilco. Los sitios del muestreo se eligieron para evaluar la posible influencia de la zona
urbana sobre la concentracion de los contaminantes determinados.

Las muestras de agua se recolectaron en el Embarcadero Fernando Celada, Canal Barrio de San Juan y
la Laguna del Toro. Las muestras de agua y sedimento se etiquetaron con la secuencia WX1-WH3 y
SX1-SX3 respectivamente.

Las muestras de pescado se recolectaron por pesca tradicional en el Canal Barrio de San Juan. Los
ejemplares de pescado fueron tilapia y carpa, las cuales se etiquetaron como PX1 y PX2.

Las muestras de agua se analizaron por SPME-GC-MS (n=3) y SBSE-GC-MS (n=2). Las muestras de
sedimento y pescado se analizaron por UAE-SPME-GC-MS (n=2) y UAE-SBSE-GC-MS (n=2); para
cada muestra se calculé la concentracién promedio con su desviacion estandar.

Los sitios de muestreo y sus coordenadas se enlistan en el Cuadro 12. El mapa del muestreo se observa
en la Fig. 3.

Cuadro 12. Muestreo de agua, sedimento y pescado del Lago de Xochimilco.

Sitio Coordenadas Agua Sedimento Pescado
Muestra Volumen Muestra  Cantidad Muestra

Embarcadero Fernando Celada 19°15'54.7"N, 99°06'29.1"0 WX1 SX1 -

Canal (Barrio de San Juan) 19°16'11.5"N, 99°06'29.5"0  WX2 2Lclu SX2 0.2 kg c/u PX1, PX2

Laguna del Toro 19°16'21.7"N, 99°06'30.3"O WX3 SX3 -

~52 ~



Implementacion de técnicas de preparacién de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado | 2018

a del Toro

Embarcadero Fernando Celada
19°15'54.7"N, 99°06'29.1"0

Canal San Juan
19°16'11.5"N, 99°06'29.5"0O

Laguna del Toro
19°1621.7"N, 99°06'30.3"0O

WX: Muestra de agua. mbarcadero Fernando Celada
SX: Muestra de sedimento. X, SX,
PX: Muestra de pescado. ’

Figura 3. Mapa del muestreo en Xochimilco.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. ldentificacion de los TBDMS-derivados por GC-MS
Los PPCPs estudiados se identificaron por barrido total de iones (SCAN) para obtener los espectros de
masas correspondientes. Posteriormente, se seleccionarion dos iones fragmento diagnostico por cada

analito para el andlisis por monitoreo selectivo de iones (SIM). La Fig. 4 muestra el cromatograma por
monitoreo selectivo de iones (SIM) del anélisis de una disolucion estandar de los analitos a 100 pg L™.
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Figura 4. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del anélisis de la disolucion estandar
de PPCPs a 100 pg L™: (1) ibuprofeno, (2) clorofeno, (3) naproxeno, (4) triclosan, (5) ketoprofeno, (6)
diclofenaco, (7) bisfenol A, (8) estrona.

7.1.1. Espectros de masas de los TBDMS-derivados

La Fig. 5 muestra el espectro de masas del TBDMS-ibuprofeno, cuyo i6n molecular se observa con
baja abundancia a m/z 320. En el espectro se observo el ion fragmento de m/z 319, que representa la
pérdida de un hidrégeno ([M - 1]%). El i6n fragmento de m/z 305 corresponde a la pérdida de un metilo
([M - 15]"). El pico base fue m/z 263 y representa la pérdida del tert-butilo ([M - 57]") del derivado
TBDMS. El fragmento de m/z 161 representa la pérdida de la cadena TBDMS y CO, ([M - 159]"). El
ion fragmento diagndéstico para el TBDMS-ibuprofeno fue m/z 263.
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Figura 5. Espectro de masas del TBDMS-ibuprofeno.

La Fig 6. muestra el espectro de masas del TBDMS-clorofeno, cuyo ion molecular se observa a m/z
332. El i6n fragmento de m/z 275 corresponde al pico base y representa la pérdida del tert-butilo ([M -
57]") con *Cl y el fragmento de m/z 277 corresponde a la pérdida de tert-butilo con *'Cl. La
abundancia de los iones fragmento m/z 275 y 277 tiene una proporcion 3:1, que corresponde a la
abundancia de 75.5 y 24.5% de los is6topos **Cl y ¥'Cl respectivamente. Dicha proporcion también se
observo en el i6n molecular y el fragmento [M + 2]" (m/z 334). EI fragmento de m/z 91 evidencia la
formacion del cation tropilio, a partir de la ruptura bencilica. Los iones fragmento diagndstico para el
TBDMS-clorofeno fueron los picos de m/z 275y 332.
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Figura 6. Espectro de masas del TBDMS-clorofeno.
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La Fig. 7 muestra el espectro de masas del TBDMS-naproxeno, cuyo ion molecular se observa a m/z
344. El i6n fragmento de m/z 329 representa la pérdida de un metilo ([M - 15]%) del derivado TBDMS.
El i6n fragmento de m/z 287 corresponde al pico base y representa la pérdida del tert-butilo ([M - 571°).
El fragmento de m/z 185 representa la pérdida [M - 159]" debida a la ruptura bencilica promovida por
el derivado naftalénico y que también corresponde al enlace a al grupo carbonilo del éster. El
fragmento de m/z 115 representa la pérdida de la cadena TBDMS. Los iones fragmento diagnostico
para el TBDMS-naproxeno fueron los valores de m/z 287 y 344.
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Figura 7. Espectro de masas del TBDMS-naproxeno.

La Fig. 8 muestra el espectro de masas del derivado TBDMS-triclosan, cuyo ién molecular se observa
a un valor de m/z 402. El i6n fragmento de m/z 345 corresponde al pico base y representa la pérdida del
tert-butilo ([M - 57]%), con un conjunto isotdpico que confirma la presencia de tres atomos de cloro
(**CI) en su estructura, con las contribuciones isotépicas para su is6topo pesado (*’Cl) en una
proporcion de 27:27:9:1 para el ([M - 571%), ([M - 57 + 2]*, [M - 57 + 4]" y [M - 57 + 6]". Por ello, la
proporcion de los fragmentos de m/z 345, 347, 349 y 351 representa 100, 100, 30 y 3% de la
abundancia relativa. El ion fragmento de m/z 310 ([M - 92]"), representa la pérdida del tert-butilo y un
cloro. El fragmento de m/z 200 representa la pérdida [M - 202]" ([CsHgO.CISi]"). Los iones fragmento
diagnostico para el TBDMS-triclosan fueron los valores de m/z 200 y 345.
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Figura 8. Espectro de masas del TBDMS-triclosan.

La Fig. 9 muestra el espectro de masas del TBDMS-ketoprofeno, cuyo ién molecular no se detectd a
m/z 368. El ion fragmento de m/z 353 ([M - 15]"), representa la pérdida de un metilo del derivado
TBDMS. EI fragmento de m/z 311 corresponde al pico base y representa la pérdida del tert-butilo ([M -
571%). El i6n fragmento de m/z 295 corresponde a la pérdida [M — 73]" del trimetilsilil ([Si(CHs)3]").
Los iones fragmento de m/z 283 y 267 corresponden a la pérdida de una molécula neutra de CO (28
uma) caracteristica de las benzofenonas a partir de los fragmentos de m/z 311 y 295, respectivamente.
Los iones fragmento diagnostico para el TBDMS-ketoprofeno fueron los valores de m/z 295 y 311.
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Figura 9. Espectro de masas del TBDMS-ketoprofeno.
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La Fig. 10 muestra el espectro de masas del TBDMS-diclofenaco, cuyo i6n molecular se observa a m/z
409. El pico base corresponde al fragmento de m/z 352 conteniendo dos atomos de cloro y que
representa la pérdida del tert-butilo ([M - 57]%); el fragmento de m/z 354 corresponde a la contribucion
del isétopo *’Cl en el pico [M — 57 + 2]". Por ello, la proporcién de los fragmentos de m/z 352, 354 y
356 es de 9:6:1. Dicha relacion isotopica puede observarse en los iones de m/z 409, 411 y 413, ya que
el compuesto posee dos cloros en su estructura. EI fragmento de m/z 214 representa la pérdida [M -
195]" y corresponde a la eliminacion de la cadena TBDMS, CO, y un cloro. Los iones fragmento
diagnostico para el TBDMS-diclofenaco fueron los valores de m/z 352 y 4009.
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Figura 10. Espectro de masas del TBDMS-diclofenaco.

La Fig. 11 muestra el espectro de masas del Bis(TBDMS)-bisfenol A, cuyo i6n molecular se observa a
m/z 456. El pico base corresponde al fragmento de m/z 441 y que representa la pérdida de un metilo
(M - 15]%). El fragmento de m/z 249 representa la pérdida [M - 207]" y corresponde a la ruptura
bencilica del enlace entre el carbono cuaternario y el anillo aromético; el i6n fragmento de m/z 207
también se observo en el espectro. Los iones fragmento diagndstico para el TBDMS-bisfenol A fueron
los valores de m/z de 441 y 456.
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Figura 11. Espectro de masas del Bis(TBDMS)-bisfenol A.

La Fig. 12 muestra el espectro de masas del derivado TBDMS-estrona, cuyo ién molecular se observa a
m/z 384. EIl i6n fragmento de m/z 327 corresponde al pico base y representa la pérdida del tert-butilo
(IM - 571%). El i6n fragmento de m/z 163 representa la pérdida [M — 57 - 164]" y corresponde al
fragmento [CyH1;0Si]". Los iones fragmento diagnostico para el TBDMS-estrona fueron los valores de
m/z 327 y 384.
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Figura 12. Espectro de masas del TBDMS-estrona.
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7.2. Meétodo para analisis de agua por SPME-GC-MS
7.2.1. Optimizacion de la SPME en agua
7.2.1.1. Disefio experimental 2° para la SPME en agua

La SPME en agua se optimiz6 con un disefio experimental lineal 2°. Los resultados mostraron que la
variacion del tiempo de extraccion, temperatura de extraccion y el porcentaje de NaCl tuvo un efecto
significativo Gnicamente en la extraccion de ibuprofeno, naproxeno y triclosan. La extraccion de estos
analitos, fue significativamente mayor al incrementarse el tiempo de extraccion a 60 min.
Adicionalmente, la extraccion de ibuprofeno y naproxeno aumenté significativamente al incrementar el
porcentaje de NaCl a 60%.

El efecto relativo de las variables estudiadas para la SPME en agua se muestran en el Cuadro 13y el
efecto estandarizado se muestra en la Fig. 13.

Cuadro 13. Efecto relativo de las variables estudiadas para la SPME en agua

Compuesto Efecto relativo Significativos

A B C AB AC BC p, 0.05
Ibuprofeno + - + - + - AB,C,AB,AC,BC
Clorofeno + - - - + . *
Naproxeno + - + + - A C
Triclosan + - - - + - A
Ketoprofeno + + o+ + + *
Diclofenaco + + -+ + + *
Bisfenol A + - o+ 4+ + - *
Estrona + + + + - *

A: Tiempo de extraccién
B: Temperatura de extraccion
C: Porcentaje de NaCl

El disefio experimental 2% demostré que el tiempo de extraccion interacciona de manera positiva con el
porcentaje de NaCl, incrementando la respuesta de los analitos. Por esta razon, se trabajé a mayor
tiempo de extraccion y porcentaje de NaCl.

El impacto de respuesta analitica se evalué de manera equivalente para todos los analitos.

7.2.1.2. Caso del ibuprofeno
La extraccion de ibuprofeno fue significativamente mayor al incrementarse el tiempo de extraccion y el

porcentaje de NaCl. Sin embargo, la respuesta cromatografica disminuy0 significativamente con el
incremento en la temperatura de extraccion.
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Con base en la teoria de la SPME, el incremento de la temperatura favorece la transferencia de masa
hacia la fase extractora, por lo que se esperaba mayor extraccion del ibuprofeno a 40 °C. Los resultados
demostraron que la temperatura de extraccion interacciona de manera negativa con el tiempo de
extraccion y el porcentaje de NaCl, disminuyendo la respuesta del ibuprofeno. Con base en lo anterior,
se trabajo a temperatura ambiente (25°C) para evitar el efecto negativo por la interaccion de las
variables estudiadas.

Ibuprofeno Clorofeno
Tiempo de extraccion (A) | Tiempo de extraccion (A)
Porcentaje de NaCl (C) | BC
AC | Temperatura (B)
BC AC
Temperatura (B) AB
AB Porcentaje de NaCl (C)
0 10 20 30 40 50 60 0 5 10 15
- 7
Naproxeno Triclosan
Tiempo de extraccion (A) | Tiempo de extraccion (A) |
Porcentaje de NaCl (C) | BC
AC Temperatura (B)
BC Porcentaje de NaCl (C)
Temperatura (B) AC
AB AB
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20
Ketoprofeno Diclofenaco
Tiempo de extraccion (A) Tiempo de extraccion (A)
Temperatura (B) Temperatura (B)
BC [ Porcentaje de NaCl (C)
AB ] BC
Ac ] AB
Porcentaje de NaCl (C) | AC
0 5 10 15 0 5 10 15
Bisfenol A Estrona
Porcentaje de NaCl (C) Tiempo de extraccion (A) :l
Tiempo de extraccion (A) Porcentaje de NaCl (C) :l
AB AB ]
Temperatura (B) Temperatura (B) ]
AC BC |
BC AC
0 5 10 15 0 5 10 15

Figura 13. Efecto estandarizado de las variables estudiadas para la SPME en agua.

Efecto estandarizado
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7.2.2. Superficie de respuesta de la SPME en agua

Después de evaluar el efecto de las variables estudiadas, la respuesta analitica de los PPCPs se
correlacion6 de manera simultanea, generando una superficie de respuesta multiple. La Fig. 14 muestra
los contornos de la superficie de respuesta maltiple para la SPME en agua.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura=25.0

! ! —] Deseabilidad
0.0
0.1
0.2
03
0.4
0s
0.6
0.7
0.8
09
1.0

DG |

Forcentaje de NaCl (%)

30 42 54 66 78 90
tiempo de extraccion (mimn)

Figura 14. Superficie de respuesta multiple para la SPME en agua.

Cada contorno de la superficie corresponde a una magnitud de respuesta analitica, la cual se representa
en términos de deseabilidad (respuesta analitica deseable). El contorno rojo indica la maxima
deseabilidad (1.0), mientras que el contorno azul indica la minima (0.0). La Fig. 14 muestra que la
méaxima deseabilidad se obtuvo al incrementar el tiempo de extraccion y el porcentaje de NaCl. Por
ello, las condiciones experimentales para la SPME fueron: tiempo de extraccion 60 min, temperatura de
extraccion 25 °C y porcentaje de NaCl del 60%.

En dichas condiciones analiticas, la deseabilidad maxima fue de 0.99 unidades para todos los PPCPs.

7.2.3. Tiempo de extraccion y porcentaje de cloruro de sodio (NaCl)
De acuerdo con el disefio experimental 2°, la extraccién de los analitos aumenté al incrementar el
tiempo de extraccién (60 min) y el porcentaje de NaCl (60%). El estudio del tiempo de extraccion y

porcentaje de NaCl no se extendid, ya que el efecto de las variables fue significativo Unicamente para
tres analitos (ibuprofeno, naproxeno y triclosan).
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7.3. Condiciones experimentales 6ptimas para la SPME en agua

Las condiciones experimentales sugeridas por el programa Statgraphics para la SPME en agua fueron:
tiempo de extraccion 60 min, temperatura de extraccion 35 °C y 60% de NacCl.
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7.4. Meétodo para analisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS
7.4.1. Optimizacion de la extraccion asistida con ultrasonido (UAE) en sedimento
7.4.1.1. Disolvente de extraccion

Debido a que los PPCPs han demostrado solubilidad acuosa, se propuso la extraccion de los analitos
con una disolucién acuosa. La eficiencia de extraccion se evalud con: agua desionizada (pH = 7), acido
formico al 0.1% en agua (pH = 3) y acido férmico al 0.1% con 1 % de metanol (pH = 3).

Cada extracto se analiz6 con el método para analisis de agua por SPME-GC-MS.

La Fig. 15 muestra las &reas cromatogréaficas de la UAE en agua desionizada (pH = 7), &cido férmico al
0.1% (pH = 3) y é&cido férmico al 0.1% con 1% de metanol (pH = 3).
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B Agua desionizada (pH =7)
m Acido formico 0.1% en agua (pH = 3)
Acido férmico 0.1% en agua con 1% MeOH (pH = 3)

Figura 15. Extraccion asistida con ultrasonido (UAE) en agua desionizada (pH = 7), acido férmico al
0.1% (pH = 3) y acido férmico al 0.1% con 1% de metanol (pH = 3).

La extraccién con agua desionizada (pH = 7) permiti6 remover los PPCPs del sedimento. El
ibuprofeno, naproxeno y ketoprofeno se extrajeron en mayor proporcion con respecto a los demas
analitos. Especificamente, el triclosan se detectd con baja respuesta analitica, lo cual fue congruente
con lo esperado, ya que el triclosan tiene baja distribucion y solubilidad en agua.
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Como una alternativa, se propuso la extraccion con &cido férmico al 0.1% en agua (pH = 3),
considerando que los analitos tienen propiedades acido-base y la extraccién a pH = 3 es una condicién
Optima para la SPME.

La extraccion con &cido formico incrementd la respuesta analitica del clorofeno, triclosan, diclofenaco
y bisfenol A; sin embargo, la respuesta de la estrona disminuyo significativamente, evidenciando una
posible disminucién de solubilidad acuosa. Con base en el resultado, se adiciond 1% de metanol al
acido férmico para inducir la solubilidad de la estrona.

La extraccion con acido formico y 1% metanol incremento la respuesta analitica de la estrona, triclosan
y ketoprofeno. La respuesta del ibuprofeno, clorofeno, naproxeno y bisfenol A disminuy6 ligeramente
en comparacion con la extraccion con agua desionizada y acido férmico. El diclofenaco fue el analito
que mantuvo una respuesta analitica constante después de adicionar 1% metanol.

Con base en los resultados de la UAE, se eligio como disolvente de extraccion acido férmico al 0.1%
con 1% de metanol, considerando que la mayor extraccion de los analitos se alcanz6 con esta
disolucion acuosa. Las areas cromatograficas de la extraccién con disoluciones acuosas (Fig. 15)
demuestran que es factible extraer a los PPCPs del sedimento utilizando agua y disoluciones acuosas.
Adicionalmente, se disminuyd el pH mantener a los analitos en forma molecular, disminuir su
solubilidad acuosa y favorecer su transferencia hacia el recubrimiento de la fibra de SPME.

7.4.2. Disefio experimental 2° para la UAE en sedimento

La UAE en sedimento se optimizé con un disefio experimental lineal 2%; se estudi6 el efecto del tiempo
de extraccion (1 y 3 min), temperatura de extraccion (25 y 40 °C) y de la sonda (30 y 60 %). Los
resultados demostraron que la variacion del tiempo de extraccidén y amplitud de la sonda no tuvo efecto
significativo en la extraccion de los analitos. Sin embargo, el incremento de temperatura tuvo efecto
significativo en la extraccién del bisfenol A y la estrona, cuya solubilidad acuosa fue mayor al
incrementar la temperatura. El efecto relativo de las variables estudiadas para la UAE en sedimento se
muestran en el Cuadro 14 y el efecto estandarizado se muestra en la Fig. 16.

Cuadro 14. Efecto relativo de las variables estudiadas para la UAE en sedimento

Compuesto Efecto relativo Significativos
A B C AB AC BC p, 0.05
Ibuprofeno + o+ 4+ + + + *
Clorofeno -+ - - - *
Naproxeno + + 4+ - + + *
Triclosan -+ o+ + - + *
Ketoprofeno + o+ o+ - + + *
Diclofenaco + o+ 4+ - + + *
Bisfenol A + o+ o+ + + B
Estrona + + o+ + - + B

A: Tiempo de extraccion
B: Temperatura de extraccion
C: Amplitud de la sonda
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Figura 16. Efecto estandarizado de las variables estudiadas para la UAE en sedimento.

7.4.3. Superficie de respuesta de la UAE en sedimento

Después de evaluar el efecto de las variables estudiadas, la respuesta analitica de los PPCPs se

correlacioné de manera simultanea, generando una superficie de respuesta multiple. La Fig. 17 muestra
los contornos de la superficie de respuesta maltiple para la UAE en sedimento.
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Figura 17. Superficie de respuesta multiple para la UAE en sedimento.

Cada contorno de la superficie corresponde a una magnitud de respuesta analitica, la cual se representa
en términos de deseabilidad (respuesta analitica deseable). El contorno rojo indica la méaxima
deseabilidad (1.0), mientras que el contorno azul indica la minima (0.0). La Fig. 17 muestra que la
méaxima deseabilidad se obtuvo al incrementar el tiempo de extraccién y la amplitud de la sonda. Por
ello, las condiciones experimentales para la UAE fueron: tiempo de extraccion 3 min, temperatura de
extraccion 40 °C y amplitud de la sonda al 60%.

En dichas condiciones analiticas, la deseabilidad maxima fue de 0.98 unidades para todos los PPCPs.

7.4.4. Tiempo de extraccion

Los tiempos de extraccion evaluados se eligieron con base en los estudios reportados para la UAE en
muestras de suelo y sedimento (127-132).

De acuerdo con el disefio experimental 2°, la extraccién de los analitos aumenté al incrementar el
tiempo de extraccién a 3 min. El estudio del tiempo de extraccion se complementd efectuando una
extraccion a 5 min para corroborar la respuesta constante después de 3 min de extraccion.

La Fig. 18 muestra las areas cromatogréaficas de la extraccién asistida con ultrasonido (UAE)a 1,3y 5
min.

~ 67 ~



Implementacion de técnicas de preparacion de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado || 2018

2.5E+05
2.0E+05 -
8 -
©
é” 1.5E+05 -
g ol
o
5 1.0E+05 -
3
£ I
5.0E+04 - 1 -
0.0E+00 - . . i i - . M —
c@*\o & _,tg}\o o"“*“l& c@*\o &Qo Q\Yv &o&
& S § o & S & &
O O B < £ Qu@ QD
Analito

E1min ®m3min ®=5min

Figura 18. Extraccion asistida con ultrasonido (UAE) a 1, 3 y 5 min. Extraccion con &cido formico al
0.1% en agua con 1% de metanol.

Los resultados de la UAE demostraron que el area cromatografica de los analitos no se modifico
significativamente al incrementar el tiempo de extraccion de 3 a 5 min. El naproxeno y diclofenaco
mostraron una respuesta constante al incrementar el tiempo de extraccion. Sin embargo, se observo que
las areas cromatogréaficas del ibuprofeno, ketoprofeno y bisfenol A disminuyeron al incrementar el
tiempo de extraccion a 5 minutos. Con base en los resultados, se seleccion6 como tiempo de extraccion
3 min para la UAE en sedimento.

74.4.1. Cantidad de muestra

La Fig. 19 muestra el efecto de la cantidad de muestra para la UAE en sedimento. Los resultados
demostraron que a mayor cantidad de muestra, las areas cromatogréficas se incrementaron en forma
proporcional. Sin embargo, se observo que la precision en la determinacion de los analitos fue menor al
incrementar el tamafio de muestra; se observd que una cantidad de muestra entre 100 y 200 mg,
produjo una respuesta analitica aceptable y precisa para todos los analitos.

Para el analisis de sedimento, se eligieron 100 mg como cantidad de muestra, ya que con esta cantidad
la determinacion de los PPCPs presentd la mayor precision.
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Figura 19. Efecto de la cantidad de muestra para la UAE en sedimento.
7.4.5. Eficiencia de extraccién en sedimento fortificado

La eficiencia de extracciéon en sedimento fortificado se estudio a las 24, 48 y 120 h para evaluar los
posibles cambios en la interaccion de los analitos con el sedimento, ya que dichas interacciones se
modifican en funcion del tiempo.

La eficiencia de extraccion con ultrasonido se estudio a las 24, 48 y 120 h después de fortificar el
sedimento. La Fig. 20 muestra las areas cromatograficas de la extraccion asistida con ultrasonido
(UAE) a 24, 48 y 120 h después de fortificar el sedimento.
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Figura 20. Extraccion asistida con ultrasonido a 24, 48 y 120 h después de fortificar el sedimento.
Las areas cromatograficas de la UAE a 24, 48 y 120 h no mostraron diferencias significativas y
mantuvieron su valor hasta 120 h después de fortificar el sedimento. Los resultados demostraron que la
repetitividad y reproducibilidad del método se mantuvo constante y que las interacciones analito-
sedimento no se modificaron de manera importante durante ese tiempo.

7.5. Condiciones experimentales 6ptimas para la UAE en sedimento

Las condiciones experimentales sugeridas por el programa Statgraphics para la UAE en sedimento
fueron: tiempo de extraccién 3 min, temperatura de extracciéon 40 °C y 60% de amplitud de la sonda.
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7.6. Meétodo para analisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS
7.6.1. Optimizacion de la extraccion asistida con ultrasonido (UAE) en pescado
7.6.1.1. Cantidad de muestra

Los resultados demostraron que al incrementar la cantidad de pescado se obtuvo un extracto con mayor
densidad, turbidez, viscosidad y heterogeneidad. La viscosidad de los extractos con 100 y 250 mg de
pescado imposibilito la filtracion de los mismos. Por lo anterior, se utilizaron 50 mg de pescado como
cantidad de muestra para la UAE.

7.6.1.2. pH de extraccion

El ajuste del pH de extraccion demostré que los extractos a pH 4&cido presentaron mayor
heterogeneidad en comparacién con los extractos alcalinos; como resultado la determinacion de los
analitos en los extractos acidos presentd mayor variabilidad y bajo rendimiento.

El uso de NaOH mejor6 la homogeneidad del extracto, disminuyé la formacion de espuma y favorecio
solubilizar las proteinas de pescado.

7.6.1.3. Adicién de metanol y acetona

El disolvente organico se adicion6 para incrementar la solubilidad de los analitos, evitar la resorcion en
el pescado, desnaturalizar y precipitar las proteinas, disminuir la tensién superficial del agua, humectar
la matriz con mayor eficiencia y favorecer la transferencia de masa hacia la disolucion acuosa.

La adicién de metanol incrementd la viscosidad de los extractos, indujo la formacion espuma e
interfases heterogéneas, lo que provocd mayor resistencia al flujo durante la filtracion con membrana
de 0.45 pm.

La adicién de acetona produjo extractos homogéneos, con bajo volumen de espuma y cuya resistencia
al flujo disminuyd considerablemente.

7.6.1.4. Caracteristicas fisicas de los extractos de pescado

Las caracteristicas fisicas de los extractos de pescado (formacion de espuma, heterogeneidad y
resistencia al flujo durante el filtrado) se clasificaron en una escala ordinal que describiera
cuantitativamente su magnitud; a cada caracteristica se asigno un valor del 1 al 5.

La magnitud de las caracteristicas fisicas se grafico para estudiar la influencia del pH y la adicion de
disolvente organico sobre la formacion de espuma, heterogeneidad y resistencia al flujo de cada
extracto de pescado. La Fig. 21 muestra las caracteristicas fisicas de los extractos de pescado después
de la extraccion asistida con ultrasonido (UAE).
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Figura 21. Caracteristicas fisicas de los extractos obtenidos de la UAE en pescado.
7.6.1.4.1. Formacién de espuma

La formacion de espuma fue una caracteristica de los extractos de pescado, debido a la propiedad
surfactante de las proteinas. El volumen de espuma no se modifico al modificar el pH de la disolucién
(D1 y D3). Adicionalmente, el volumen de espuma aumenté al incrementar la proporcion de metanol
(D2, D4 y D5); consecuentemente, el extracto D5 registrd el mayor volumen de espuma al adicionar
10% de metanol, demostrando que el metanol favorecio la formacion y estabilidad de la espuma (Fig.
21).

Por otra parte, el volumen de espuma disminuyé al utilizar 1 y 10% acetona como codisolvente (D6 y
D7).

7.6.1.4.2. Heterogeneidad del extracto

Adicional a la formacion de espuma, los extractos de pescado presentaron la formacién de interfases
heterogéneas gelificadas, evidenciado la propiedad gelificante de las proteinas. La interfase
heterogénea de los extractos basicos (D3-D7) fue menor en comparacion con los extractos acidos (D1 y
D2). Sin embargo, la heterogeneidad del extracto aumenté al adicionar 1 y 10% de metanol (D4 y D5).
Los extractos con acetona (D6 y D7) no presentaron interfases heterogéneas, demostrando que el
metanol indujo la formacidn de la interfase en el extracto (Fig. 21).
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7.6.1.4.3. Resistencia al flujo

La resistencia al flujo en los extractos sin disolvente organico (D1 y D3) fue mayor en comparacion
con los extractos con disolvente orgénico. Los extractos con 1 y 10% de metanol presentaron mayor
resistencia al flujo (D2, D4, D5) en comparacion con los extractos con acetona (D6, D7). El extracto
con 10% de acetona (D7) tuvo la menor resistencia al flujo, demostrando que a mayor proporcion de
acetona se produce un extracto mas fluido (Fig. 21).

Para los extractos heterogéneos, fue necesario realizar dos filtrados sucesivos con membrana de nylon
de 0.45 um para obtener un extracto traslicido y libre de particulas.

7.6.1.5. Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion se selecciond con base en la disgregacion completa del masculo de pescado.
Los resultados del tiempo de extraccion demostraron que el pescado se disgregd completamente
después de 2 min de ultrasonido y el area cromatografica de los analitos no se modific6 al incrementar
el tiempo de extraccion de 3 a 5 min. La temperatura del extracto se mantuvo contante utilizando un
bafio de agua a temperatura ambiente (25 °C). Con base en los resultados, se seleccioné como tiempo
de extraccion 3 min para la UAE en pescado. La Fig. 22 muestra las areas cromatogréficas de la
extraccion asistida con ultrasonido (UAE) en pescado a 1, 3 y 5 min.
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Figura 22. Extraccion asistida con ultrasonido (UAE) a 1, 3 y 5 min en pescado fortificado.
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7.6.2. Anélisis de los extractos de pescado por SPME

La adicion de NaOH al 0.1% en agua (D3) favorecio la disgregacion y solubilizacion del musculo de
pescado, produciendo un extracto fluido y homogéneo en comparacion con los extractos acidos (D1 y
D2).

La recuperacion de los analitos en los extractos D1-D3 fue menor al 20%. En consecuencia, se adiciono
1% y 10% de metanol para incrementar la solubilidad acuosa de los analitos (D4 y D5). EI metanol
favorecid la extraccion de 6 analitos (ibuprofeno, clorofeno, naproxeno, triclosan, ketoprofeno,
diclofenaco), sin embargo, no se detectdé bisfenol A ni estrona en los extractos D4 y D5. Como
alternativa se adiciond 1 y 10% de acetona (D6 y D7) para incrementar la solubilidad del bisfenol Ay
la estrona, ya que ambos compuestos son altamente solubles en dicho disolvente.

La Fig. 23 muestra las areas cromatograficas de los PPCPs en los extractos D1-D7.
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Figura 23. Identificacién de los PPCPs en los extractos D1-D7.

Los PPCPs estudiados se detectaron en mayor proporcion en los extractos D6 y D7, demostrando que
la adicibn NaOH y acetona permitié solubilizar el musculo de pescado, obteniendo un extracto
homogéneo. Los extractos de pescado se analizaron por SPME-GC-MS (apartado 6.5) sin adicién de
NaCl. Cada extracto obtenido se analizo por triplicado para evaluar la precision en la determinacién de
los PPCPs.
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7.6.2.1. Porcentaje de NacCl

Como una prueba preliminar, se adiciond 10% de NaCl al extracto clarificado D7. La adicion de NaCl
indujo la precipitacion de las proteinas solubles, produciendo un extracto turbio. Por esta razon, no se
adicion6 NaCl a los extractos del pescado para su andlisis por SPME.

7.6.2.2. Recobro de los analitos en el extracto de pescado

Después de seleccionar la disolucion de extraccion, se comparo6 la respuesta cromatogréafica de una
disolucién estdndar de PPCPs y el extracto D7 para evaluar las diferencias de respuesta analitica. La
Fig. 24 muestra la comparacion de areas cromatograficas de la disolucion estandar de PPCPs y el
extracto D7.

5.0E+05
4.0E+05
S
s
S 3.0E+05 -
©
S
o
S 2.0E+05 -
(15
g
<
1.0E+05 - [
00E+OO B T T T T T T - T
Q D QO Y, >
S S N S NS @ &
& & 0,,?@ . &0% e & Q& %\&o
N S $ S $ S N <
& & %‘Z"Q < é@Q Q\c} Q',fv’

Analito

® Disolucion estandar ~ ® Promedio recuperacion (n=3)

Figura 24. Comparacion de respuesta cromatografica entre una disolucion estandar de PPCPs y el
extracto D7.

El promedio de las areas cromatograficas en la disolucion estdndar y el extracto D7 tuvieron valores
similares (n=3), demostrando que el NaOH al 0.1% en agua:acetona 90:10 V/V extrajo eficientemente
a los analitos del pescado. El recobro de los analitos se evalué formalmente en la validacion del
método.

~76 ~



Implementaci6n de técnicas de preparacién de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado | 2018

7.6.2.3. Condiciones 6ptimas de la UAE en pescado fresco

Con base en los resultados de la UAE, el pH del disolvente de extraccion, la adicién de disolvente
orgénico, el tipo de disolvente organico y la proporcion agua:disolvente organico son variables que
influyeron en la formacion de espuma, heterogeneidad y la viscosidad del extracto resultante.

Las mejores condiciones de la UAE en pescado fueron: 50 mg de muestra, 7 mL de NaOH al 0.1 % en
agua:acetona 90:10 V/V, 25 °C y 3 min de tiempo de extraccion.

7.6.24. Eficiencia de extraccion en pescado fortificado
La eficiencia de extraccion con ultrasonido se estudio a 24, 48 y 120 h después de fortificar el pescado.

La Fig. 25 muestra las &reas cromatogréficas de la eficiencia de extraccion a 24, 48 y 120 h después de
fortificar el pescado.
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Figura 25. Eficiencia de extraccion en pescado a 24, 48 y 120 h después de fortificar el pescado.
Las areas cromatograficas de la UAE a 24, 48 y 120 h no mostraron diferencias significativas y
mantuvieron su valor hasta 120 h después de fortificar el pescado. Los resultados demostraron que la

repetitividad y reproducibilidad del método se mantuvo constante y que las interacciones analito-
pescado no se modificaron de manera importante durante ese tiempo.
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7.7. Meétodo para analisis de agua por SBSE-GC-MS
7.7.1. Optimizacion de la SBSE en agua
7.7.1.1. Disefio experimental 2° para la SBSE agua

La SBSE en agua se optimiz6 con un disefio experimental lineal 2. Los resultados demostraron que la
variacion del tiempo de extraccion, la temperatura de extraccion y el porcentaje de cloruro de sodio
(NaCl) tuvo efecto significativo en la extraccion del ketoprofeno y diclofenaco. La extraccion del
diclofenaco aumentd significativamente al incrementar el tiempo de extraccion (45 min), la
temperatura de extraccion (40 °C) y el porcentaje de NaCl (60%). Adicionalmente, se observé un
efecto relativo de segundo orden donde el tiempo de extraccion y el porcentaje de NaCl interaccionan
de manera negativa con la temperatura de extraccion, disminuyendo en la respuesta analitica del
diclofenaco. En ese mismo contexto, la extraccion de diclofenaco aumentd significativamente por la
interaccion del tiempo de extraccion con el porcentaje de sal, demostrando que al incrementar ambas
variables se favorecid la extraccion del analito. Por otro lado, la extraccion de ketoprofeno aumento
significativamente al incrementar el porcentaje de NacCl.

El efecto relativo de las variables estudiadas para la SBSE en agua se muestra en el Cuadro 15. El
efecto estandarizado de las variables se observa en la Fig. 26.

Cuadro 15. Efecto relativo de las variables estudiadas para la SBSE en agua
Compuesto Efecto relativo Significativos
B C AB AC BC p, 0.05

*

Ibuprofeno

Clorofeno

Naproxeno

Triclosén

Ketoprofeno
Diclofenaco

Bisfenol A

Estrona

A: Tiempo de extraccion
B: Temperatura de extraccion
C: Porcentaje de NaCl

+ *

*

*

+ C
- A B,C, AB,AC

*

+

+ + + + + + + +

+ + + + + 4+ + o+

+ + + + + 4+ + o+
1

*

Los resultados del disefio experimental 2° demostraron que la temperatura de extraccion interacciona
de manera negativa con el porcentaje de NaCl, disminuyendo la respuesta de 7 analitos. Por esta razon,
la SBSE se efectud a temperatura ambiente (25°C) para evitar el efecto negativo dicha interaccion.

El impacto de la respuesta se estim6 de manera equivalente para todos los analitos estudiados.
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Figura 26. Efecto estandarizado de las variables estudiadas para la SBSE en agua.

7.7.2. Superficie de respuesta de la SBSE en agua

Después de evaluar el efecto de las variables estudiadas, la respuesta analitica de los PPCPs se

correlacioné de manera simultanea, generando una superficie de respuesta multiple. La Fig. 27 muestra
los contornos de la superficie de respuesta multiple para la SBSE en agua.

~79 ~



Implementaci6n de técnicas de preparacién de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado | 2018

Contornos de 1a Superficie de Respuesta Estimada
Adicion de NaCl=30.0

40 1 ' ' ] Deseabilidad
= 1 s 00
s 4 I 0.1
- 4 = 02
- C 1 mmm o3
£ 30F - == o4
£ C 4 [ 05
2 as[ 4 /= os
2 C 4 [ 07
=% u 1 0 o3
E 20[ - D 09
H n 1 mmm 10
15 [~ ]
10 1 1 L L L f 1 L L L L 1 L L L L 1 L f L L 1 L L L L 1

35 40 45 50 55 60
tiempo de extraccion {min)

Figura 27. Superficie de respuesta multiple para la SBSE en agua.
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La Fig. 27 muestra que la maxima deseabilidad se obtuvo al incrementar el tiempo de extraccion y el
porcentaje de NaCl. Por ello, las condiciones experimentales para la SBSE fueron: tiempo de
extraccion 45 min, temperatura de extraccion 25 °C y porcentaje de NaCl del 30%.

En dichas condiciones analiticas, la deseabilidad maxima fue de 0.95 unidades para todos los PPCPs.

7.7.3. Tiempo de extraccion

De acuerdo con el disefio experimental 2°, la extraccién de los analitos aumenté al incrementar el
tiempo de extraccion a 45 min. El estudio del tiempo de extraccion se complementd efectuando una
extraccién a 60 min para corroborar el aumento de respuesta analitica en funcion del tiempo.

Las areas cromatograficas de la extracciobn a 60 min no mostraron diferencias importantes en
comparacion con 45 min de extraccion. Por esta razon, se selecciond como tiempo de extraccion 45
min para la SBSE en agua.

La Fig. 28 muestra las areas cromatogréaficas obtenidas de la SBSE a 30, 45 y 60 min.
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Figura 28. Extraccion por SBSE a 30, 45 y 60 min.
7.74. Porcentaje de cloruro de sodio (NaCl)

El disefio experimental 2 demostré que la extraccion de los analitos aumenté al adicionar 30% de
NaCl. Posteriormente se adicion6 60% de NaCl para corroborar el aumento de respuesta analitica. Sin
embargo, la extraccion de los analitos no se modificd de manera importante después de adicionar 60%
de NaCl.

Las areas cromatogréaficas de ketoprofeno y diclofenaco aumentaron de manera importante al adicionar
60% de NaCl. Sin embargo, la extraccion del clorofeno, triclosan, bisfenol A y estrona disminuyo
ligeramente, lo cual podria atribuirse a un incremento en la densidad de la disolucion. Por esta razon, la
extraccién por SPME se efectu6 con un porcentaje de NaCl de 30%. La Fig. 29 muestra las areas
cromatograficas obtenidas de la SBSE con y sin adicion de NaCl.
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Figura 29. Extraccion por SBSE con y sin adicion de NaCl.
7.8. Condiciones experimentales 6ptimas para la SBSE en agua

Las condiciones experimentales sugeridas por el programa Statgraphics para la SBSE fueron: tiempo
de extraccion 45 min, temperatura de 25 °C y 60% de NaCl.

7.9. Disolvente de desorcién para la SBSE

La desorcion liquida se efectué con 1 mL de disolvente organico, para ello se evalud la eficiencia de
desorcion de acetonitrilo (A), metanol (M), diclorometano (D), acetonitrilo-metanol (A/M),
acetonitrilo-diclorometano (A/D), metanol-diclorometano (M/D) y acetonitrilo-metanol-diclorometano
(A/M/D).

Con cada disolvente de desorcion, la barra se agitd a temperatura ambiente (25 °C) y 1000 rpm durante
15 min.

La Fig. 30 muestra las areas cromatogréaficas de la desorcion liquida con disolventes organicos.
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Figura 30. Desorcion liquida con disolventes organicos.

El estudio de disolventes organicos demostré que para desorber a los analitos de la fase extractora, la
mezcla de disolventes debe ser principalmente polar, sin embargo, fue necesario afiadir un porcentaje
de diclorometano para anular la interaccion de los analitos con la fase extractora.

La desorcién de los analitos con acetonitrilo o metanol fue incompleta, ya que al efectuar desorciones
sucesivas con 1 mL de disolvente, se observd un acarreo de los analitos (carry over), evidenciando que
ambos disolventes no interrumpieron la interaccion de los analitos con la fase extractora.

La desorcion de los analitos incrementd cuando las mezclas de disolventes tuvieron polaridad
intermedia (acetonitrilo-diclorometano (A/D) y metanol-diclorometano (M/D)), sin embargo, la
desorcion permanecio incompleta.

La desorcion de los analitos se efectu6 con 1 mL de la mezcla ternaria
acetonitrilo:metanol:diclorometano (A/M/D), ya que al efectuar la desorcién sucesiva con 1 mL de
disolvente, no se detectaron los analitos.

Con base en lo anterior, se eligié como disolvente de desorcién 1 mL de la mezcla ternaria A/M/D.
(Fig. 30).
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7.9.1. Tiempo de desorcidn con disolvente organico

El tiempo de desorcion con disolvente organico se evalud a 5, 15 y 30 min. La desorcion a 5 min
demostr6 una recuperacion parcial de los analitos en comparacion con la desorcion a 15 y 30 min. Las
areas cromatogréaficas de la desorcion a 15 min no mostraron diferencias importantes con respecto a la
desorcion a 30 min, demostrando que la mezcla A/M/D fue eficiente para desorber los analitos de la
barra magnética en 15 min. Con base en los resultados, se eligio como tiempo de desorcion 15 min para
la SBSE. La Fig. 31 muestra las areas cromatogréaficas del tiempo de desorcion a 5, 15 y 30 min.
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Figura 31. Tiempo de desorcion a 5, 15 y 30 min. Desorcion liquida con 1 mL de
acetonitrilo/metanol/diclorometano (1:1:1 V/V).

7.10. Condiciones experimentales para la desorcion liquida en la SBSE
Las condiciones experimentales para la desorcion liquida en la SBSE fueron: 1 mL

acetonitrilo/metanol/diclorometano (1:1:1 V/V), temperatura ambiente (25 °C), 1000 rpm de agitacion
y tiempo de desorcion 15 min.
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7.11. Método para analisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS

La extraccion asistida con ultrasonido (UAE) implementada a partir del método UAE-SPME-GC-MS
(apartado 6.7), permitié obtener un extracto acuoso de sedimento que pudo analizarse por SBSE.
Después de realizar la UAE, el filtrado de sedimento se analiz6 modificando el método para analisis de
agua (SBSE-GC-MS, apartado 6.5), ajustando el pH antes de efectuar a la UAE.

Dicha modificacion no afectd el desempefio del método, demostrando que el analisis por SBSE-GC-
MS puede ser una alternativa robusta para la determinacion de PPCPs en disolucién acuosa.

7.12. Método para analisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS

La extraccion asistida con ultrasonido (UAE) implementada a partir del método UAE-SPME-GC-MS,
(apartado 6.9) permitio obtener un extracto acuoso de pescado que pudo analizarse por SBSE.
Después de realizar la UAE, el filtrado de pescado se analizé6 modificando el método para analisis de
agua (SBSE-GC-MS, apartado 6.5), omitiendo la etapa de adicion de NaCl.

Dicha modificacion no afectd el desempefio del método, demostrando que el analisis por SBSE-GC-
MS puede ser una alternativa robusta para la determinacion de PPCPs en disolucion acuosa.

7.13. Optimizacion de métodos utilizando disefios experimentales

La optimizacion un método mediante un disefio experimental factorial es una aproximacion eficiente y
eficaz cuando se requiere determinar compuestos con propiedades estructurales y fisicoquimicas
diferentes. Este tipo de optimizacion es una practica comdn en el desarrollo de métodos analiticos y
han demostrado ser una herramienta Gtil que disminuye el nimero de experimentos y el consumo de
reactivos y disolventes. Consecuentemente el tiempo de desarrollo y optimizacion del método
analiticos, también disminuye. Asi mismo, permite diferenciar la importancia de las variables
estudiadas y las posibles interacciones entre ellas. De tal manera que se pueden discriminar todas
aquellas variables que afectan negativamente al procedimiento experimental (147).
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7.14. Sensibilidad de los métodos para analisis de agua, sedimento y pescado por SPME y SBSE
7.141. Agua

La sensibilidad de los métodos para andlisis de agua se evalué graficando la pendiente de la calibracion
en funcion del analito, observandose que el método por SBSE tuvo mayor sensibilidad con respecto a
SPME.

La pendiente del método por SBSE fue aproximadamente 10000 veces el valor de la pendiente del
método por SPME, corroborando que la SBSE tiene mayor capacidad para extraer los PPCPs debido a
un mayor volumen de fase extractora. Sin embargo, la sensibilidad de la SBSE disminuy6 debido a la
desorcion liquida.

En la SPME, el enriquecimiento de los analitos ocurre en un volumen de fase extractora muy pequefio
(aproximadamente 1 pL). Cuando la fibra de SPME se desorbe en inyector del cromatografo, se
transfiere al instrumento toda la masa de analito extraido. Por otra parte, en la SBSE el enriquecimiento
de los analitos ocurre en 32 uL de fase extractora, la desorcion se efectda con 1 mL de disolvente
organico, el eluato se lleva a sequedad y finalmente se adicionan 50 pL de agente derivatizante. Debido
a esto, la determinacion por SBSE aparenta menor sensibilidad, ya que el enriquecimiento de analitos
esta sujeto a dilucion cuando se adiciona el derivatizante. Como una alternativa para evitar esta
disminucion de sensibilidad, la desorcion en la SBSE debe efectuarse en modo térmico para que el
enriquecimiento sea notorio en el analisis cromatogréfico.

Los métodos para anélisis de agua fueron selectivos ibuprofeno, clorofeno y triclosan. La Fig. 32
muestra los valores de las pendientes de regresion lineal en agua.

7.14.2. Sedimento.

La sensibilidad de los métodos de sedimento corrobor6 que el método por SBSE tuvo mayor
sensibilidad con respecto a SPME. La pendiente del método por SBSE fue aproximadamente 15 veces
el valor de la pendiente de SPME; consecuentemente, el andlisis del extracto de sedimento tuvo menor
sensibilidad en comparacién con el analisis de agua. La disminucién de sensibilidad puede atribuirse al
efecto de matriz del sedimento. Los métodos para analisis de sedimento fueron selectivos para
ibuprofeno, clorofeno y triclosan. La Fig. 33 muestra los valores de las pendientes de regresion lineal
en sedimento.

7.14.3. Pescado.

La sensibilidad de los métodos de pescado demostro que la determinacion de los las pendientes de
regresion en SPME y SBSE tuvieron valores en el mismo orden de magnitud para los analitos menos
polares (ketoprofeno, diclofenaco, bisfenol A y estrona). En andlisis de pescado por SPME fue
selectivo para ibuprofeno, clorofeno y triclosan, demostrando que el método es selectivo para estos
analitos. El andlisis de pescado por SBSE fue selectivo para naproxeno, ketoprofeno y diclofenaco.

~86 ~



Implementaci6n de técnicas de preparacién de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado | 2018

Con base en los resultados, se demostré que el extracto de pescado se puede analizar por SPME vy
SBSE sin afectar los dispositivos de extraccion. La Fig. 34 muestra los valores de las pendientes de
regresion lineal en pescado.
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Figura 32. Sensibilidad de los métodos para andlisis de agua por SPME y SBSE.
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Figura 33. Sensibilidad de los métodos para analisis de sedimento por SPME y SBSE.
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Figura 34. Sensibilidad de los métodos para analisis de pescado por SPME y SBSE.
7.15. Métodos para analisis de agua, sedimento y pescado

El esquema analitico de los métodos para analisis de agua, sedimento y pescado por SPME y SBSE se
muestran en las Fig. 35y 36.
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AGUA SEDIMENTO PESCADO
(5mL) (100 mg) (50 mg)
UAE UAE
7 mL HCOOH 0.1% en agua con 1% MeOH 7 mL NaOH al 0.1% en agua:acetona 90:10
(pH =3). 60 % A, 40 °C, 3 min VIV, 25°C, 60 % A, 3 min
v |
F ;ltr?r i Centrifugar
Membrana de nylon 0.45 pm 3600 rpm. 3 min
Filtrar Ajustara pH=3
Membrana de nylon 0.45 pm HCOOH concentrado 89 %
v J, (3 mL)
AjustarapH=3 > Adicionar
HCOOH concentrado 89 % 1 g de NaCl (60 %)
(5mL)
SPME ) Filtrar
Inmersion

- o, . Membrana de nylon 0.45 pm
25 °C, agitacion a 1200 rpm, 60 min

Derivatizacion
Head-Space, 100 uL. MTBSTFA, 25 °C
30 min

l
GC-MS

Desorcion térmica. 250 °C
10 min

Figura 35. Esquema analitico para analisis de agua, sedimento y pescado por SPME.
~ 89 ~



Implementacion de técnicas de preparacién de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado | 2018

AGUA SEDIMENTO PESCADO
(5mL) (100 mg) (50 mg)
UAE UAE
7 mL HCOOH 0.1% en agua con 1% MeOH 7 mL NaOH al 0.1% en agua:acetona 90:10
(pH = 3). 60 % A. 40 °C. 3 min V/V, 60 % A, 25 °C, 3 min
Centrifugar
. 3600 rpm, 3 min
Filtrar JoT P
Membrana de nylon 0.45 pm
Filtrar AjustarapH=3
Membrana de nylon 0.45 pm HCOOH concentrado 89 %
(3mL)
Adicionar
0.54 g de NaCl (30%)
(3mL)
AjustarapH =3 SBS_E Filtrar
HCOOH concentrado 89 % Inmersién Membrana de nylon 0.45 ym

25 °C, agitacién a 1200 rpm, 45 min
Desorcion liquida

1 mL AcCN:CH,CH,:MeOH 1:1:1 V/V,
Agitacion a 1000 rpm.15 min

Evaporar
A sequedad con flujo de N,

Derivatizacion
Disolucién, 50 uL. MTBSTFA, 80 °C
30 min

GC-MS

1 pL. splitless 1 min

Figura 36. Esquema analitico para analisis de agua, sedimento y pescado por SBSE.
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7.16. Anélisis de agua por SPME-GC-MS: Validacion del método

El analisis de agua por SPME-GC-MS se valido con la precision, linealidad, limites de deteccion,
limites de cuantificacion y recobro.

7.16.1.  Precision

La precision se evalué a dos niveles de concentracién para cada analito (10 y 100 ng L™); se calcul el
promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV) para cada concentracion estudiada
(n=3). Los CVs de la precision fueron menores al 10% en ambos niveles estudiados.

La precision en la determinacion del naproxeno, triclosan, ketoprofeno y la estrona tuvo coeficientes de
variacion menores al 5% en ambos niveles de concentracion.

7.16.2. Linealidad

La linealidad se estudié en el intervalo de 10-100 ng L™ (n=3). Los coeficientes de correlacion (R)
fueron mayores a 0.98 para todos los analitos, demostrando que el modelo lineal de calibracion fue
adecuado para la determinacion de los PPCPs en agua.

7.16.3. Limites de deteccion

Los limites de deteccién del método tuvieron valores entre 0.1 y 1.5 ng L™. Los analitos con menor
limite de deteccion fueron: ibuprofeno, clorofeno, naproxeno, triclosan y ketoprofeno, cuyo valor fue
menora 1.0 ng L.

7.16.4. Limites de cuantificacion

Los limites de cuantificacién del método tuvieron valores entre 0.4 y 5 ng L™. Los analitos con menor
limite de cuantificacion fueron: ibuprofeno, clorofeno, triclosan y ketoprofeno, cuyo valor fue menor a
2ng L™

7.16.5. Recobro

El porcentaje de recobro se evalué a dos niveles de concentracién para cada analito (20 y 90 ng L™); se
calcul6 el promedio, la desviacion estandar y el CV para cada concentracion estudiada. El recobro a 20
y 90 ng L™ fue de 58-94% y de 54-97% con CVs menores al 10% en ambos niveles.

El recobro de ibuprofeno, clorofeno y triclosan fue mayor al 90% en ambos niveles de concentracion,
lo que indica que el método es selectivo para estos compuestos. El recobro del diclofenaco y la estrona
a 20 ng L™ fue de 58 y 67% respectivamente, sin embargo, la precisién de ambos recobros fue
aceptable (0.4 y 1.1% respectivamente).
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7.17. Anélisis de agua por SBSE-GC-MS: Validacion del método

El andlisis de agua por SBSE-GC-MS se validd con la precision, linealidad, limites de deteccion,
limites de cuantificacion y recobro.

7.17.1.  Precision

La precision se evalué a dos niveles de concentracién para cada analito (1 y 10 ng mL™); se calculé el
promedio, desviacion estdndar y CV para cada concentracion estudiada (n=3). Los CVs de la precision
fueron menores al 15% en ambos niveles estudiados.

La precision en la determinacion de ibuprofeno, clorofeno, triclosan, ketoprofeno y bisfenol A tuvo
coeficientes de variacion menores al 10% en ambos niveles de concentracion.

7.17.2.  Linealidad

La linealidad se estudi6 en el intervalo de 1-10 ng mL™ (n=3). Los coeficientes de correlacién (R)
fueron mayores a 0.95 para todos los analitos, demostrando que el modelo lineal de calibracion fue
adecuado para la determinacion de los PPCPs en agua.

7.17.3. Limites de deteccion

Los limites de deteccién del método tuvieron valores entre 0.09 y 0.35 ng mL™, demostrando que los
analitos pueden detectarse en un intervalo entre 0.1-1.0 ng mL™,

7.17.4. Limites de cuantificacion

Los limites de cuantificacién del método tuvieron valores entre 0.3 y 1.2 ng mL™. A excepcién de la
estrona, los analitos pueden cuantificarse a concentraciones menores a 1 ng mL™.

7.17.5. Recobro

El porcentaje de recobro se evalué a dos niveles de concentracion para cada analito (2 y 9 ng mL™); se
calculd el promedio, la desviacion estandar y el CV para cada concentracién estudiada. El recobroa 2 y
9 ng mL™ fue de 73-110% y de 72-110 % con CV's menores al 15%.

El recobro de ibuprofeno, naproxeno, triclosan, ketoprofeno y diclofenaco fue mayor al 90% en ambos
niveles de concentracion, lo que indica que el método es selectivo para estos compuestos.
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7.18. Anélisis de agua: SPME-GC-MS vs SBSE-GC-MS

El anélisis de agua por SPME demostré mayor precision con respecto a SBSE en la determinacion de
los PPCPs. Los CVs del método por SBSE fueron entre 70 y 75% mayores en comparacion con SPME.
La disminucion de precision en el método por SBSE podria asociarse con los pasos adicionales que
involucran operacion manual del analista.

El método por SPME tuvo mayor correlacion lineal (R) con respecto a SBSE. En principio, se esperaba
que la correlacion lineal de la SBSE fuera mayor, debido al incremento en la concentracion de los
analitos. Sin embargo, el método por SPME tuvo mayor correlacion lineal en Ordenes de
concentraciones menores.

El método por SPME-GC-MS demostro ser preciso en un intervalo de concentracion entre 10 y 100 ng
L, 1o cual es una caracteristica deseable para el analisis de PPCPs a nivel de trazas y ultra trazas. Los
limites de deteccion y limites de cuantificacion fueron menores a 1.5 y 5 ng L™ respectivamente,
demostrando que el método es sensible en la deteccidn de los analitos. EI método permite cuantificar
PPCPs en el intervalo de 10-100 ng L™ con precisién y exactitud aceptables, ya que el recobro fue
mayor al 80% para cinco PPCPs, a excepcion del naproxeno, diclofenaco y estrona. Los CVs del
recobro a 20 y 90 ng L™ fueron menores al 10%.

El método por SBSE-GC-MS demostrd ser preciso en un intervalo de concentracion entre 1 y 10 ng
mL™. Los limites de deteccién y limites de cuantificacién fueron menores a 0.35 y 1.2 ng mL™
respectivamente, demostrando que el método es sensible en la deteccion de los analitos. EI método
permite cuantificar PPCPs en el intervalo de 1-10 ng mL™ con precision y exactitud aceptables, ya que
el recobro fue mayor al 80% para seis PPCPs, a excepcién del clorofeno y estrona. Los CVs del
recobro a 2 y 9 ng mL™ fueron menores al 15%.

El resumen de la validacién de ambos métodos se muestra en la Cuadro 16. La regresion lineal y las
curvas de calibracién de los métodos para analisis de agua se muestran en los anexos 11.1 y 11.2.
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Cuadro 16. Andlisis de agua por SPME-GC-MS y SBSE-GC-MS: Validacion.

Meétodo Analito Precision (n=3) Linealidad R LD LC Recobro (n=3)
10 ngl.”  100ng L ng L ng L. ng " 20ng 1" 90ng "
CV (%) CV (%) % CV (%) % CV (%)
SPME-GC-MS Ibuprofeno 6.8 25 10-100 0.9992 0.4 1.3 94 34 91 3.0
Clorofeno 7.5 3.6 10-100 0.9999 0.4 1.3 91 23 96 2.4
Naproxeno 4.1 2.6 10-100 0.9995 0.7 2.3 77 2.1 89 1.7
Triclosan 4.4 4.1 10-100 0.9969 0.5 1.7 91 37 97 38
Ketoprofeno 1.6 33 10-100 0.9994 0.1 0.4 86 4.1 96 8.7
Diclofenaco 4.1 6.2 10-100 0.9863 1.2 4.0 58 0.4 54 25
Bisfenol A 52 4.4 10-100 0.9994 14 4.7 93 1.4 84 3.5
Estrona 2.6 1.2 10-100 0.9995 1.5 5.0 67 1.1 76 3.6
1 ng mlL" 10 ng mlL" ng mL” ng mL" ng mL" 2ng mL" 9 ng mlL"
CV (%) CV (%) % CV (%) % CV (%)
SBSE-GC-MS Ibuprofeno 3.4 9.7 1-10 0.9781 0.09 0.3 95 8.7 100 9.1
Clorofeno 9.5 9.8 1-10 0.9736 0.15 0.5 82 8.2 72 12.3
Naproxeno 6.7 15.0 1-10 0.9635 0.22 0.7 110 10.6 110 9.1
Triclosan 9.1 8.6 1-10 0.9735 0.23 0.8 93 7.4 91 10.6
Ketoprofeno 4.0 9.2 1-10 0.9556 0.14 0.5 109 11.4 101 12.7
Diclofenaco 4.4 12.6 1-10 0.9701 0.16 0.5 93 10.9 110 12.0
Bisfenol A 7.9 9.7 1-10 0.9707 0.21 0.7 84 14.5 96 13.7
Estrona 14.0 11.4 1-10 0.9719 0.35 1.2 73 7.0 102 7.2
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7.19. Determinacion de PPCPs en muestras de agua: comparacion de los métodos desarrollados
vs otros métodos descritos

Desde los afios 1990, se han desarrollado un gran nimero de métodos para el analisis de PPCPs en
agua. A continuacién se mencionan algunos métodos descritos para la determinacion de PPCPs en
muestras de agua, los cuales utilizan técnicas de preparacion de muestra como extraccion con liquidos
presurizados (PLE), microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME), extraccién por sorcién con
barra de agitacion (SBSE) y extraccion en fase solida (SPE).

Pintado-Herrera y colaboradores (2014) desarrollaron un método por PLE-SBSE-GC-MS para
determinar triclosan en agua de estuario. El analisis de agua se efectu6 con 100 mL de muestra y la
deteccion fue mediante la formacion de los derivados TBDMS con MTBSTFA. El limite de deteccion
descrito para triclosan fue 5 ng L™ (148).

Parrilla-Vazquez y colaboradores (2013) desarrollaron un método por DLLME-LC-MS/MS para
determinar farmacos en agua residual. El analisis de agua se efectu6 con 10 mL de muestra y la
extraccion de los analitos se llevo a cabo por DLLME asistida con ultrasonido. Los limites de deteccion
para ibuprofeno, naproxeno y ketoprofeno fueron 60, 2 y 4 ng L™ respectivamente (149).

Fergusén y colaboradores (2013) desarrollaron un método por SPE-LC-MS/MS para la determinacion
de PPCPs en agua del Lago Michigan. El andlisis de agua se efectu6 con 1000 mL de muestra y los
limites de cuantificacién para ibuprofeno y naproxeno fueron 5y 20.5 ng L™ respectivamente. No se
informaron limites de deteccion ni cuantificacion para triclosan (150).

Tran y colaboradores (2013) desarrollaron un método por SPE-LC-MS/MS para determinar PPCPs,
disruptores endocrinos y edulcorantes en agua superficial, subterranea y residual. El analisis de agua se
efectu6 con 1000 mL de muestra y los limites de deteccion promedio para ibuprofeno, naproxeno,
ketoprofeno, diclofenaco y bisfenol A tuvieron intervalos de 2.5-5, 0.8-1.5, 1-2, 0.3-1 y 1-5 ng L™
respectivamente (151).

Klosterhaus y colaboradores (2013) validaron un método por SPE-LC-MS/MS para la determinacion
de ibuprofeno y naproxeno en muestras de agua superficial. El anlisis de agua se efectu6 con 200 mL
de muestra. Sin embargo, los autores no informan limites de deteccién ni cuantificacion (152).

7.20. Ventajas de los métodos desarrollados por SPME y SBSE

El andlisis de agua por SPME-GC-MS y SBSE-GC-MS se efectia con 10 mL de muestra y la
preparacion de la muestra disminuye de manera importante la manipulacion del analista (SPME o
SBSE). Ambos métodos utilizan técnicas de preparacion de muestra selectivas que combinan la
extraccion y limpieza de la muestra en un solo paso.

El tiempo de la preparacion de la muestra para ambos métodos es menor a 1.5 h, lo que permite obtener
informacion cualitativa y cuantitativa en de manera rapida.

Los métodos desarrollados por SPME-GC-MS y SBSE-GC-MS tuvieron limites de deteccién menores
a 15 ng L y 0.35 ng mL? respectivamente. Ambos métodos tuvieron limites de deteccion
comparables con los métodos descritos en la literatura.
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La linealidad de los métodos desarrollados abarca intervalos de concentracion comparables con los
métodos publicados (ng L™ y ng mL™), demostrando que es posible determinar PPCPs en los niveles de
concentracion requeridos para muestras ambientales complejas.

La determinaciéon de los PPCPs por GC-MS incluye un paso de derivatizacion para detectar a los
analitos. En el método por SPME, la formacion de los derivados sililados requiere 100 pL de
derivatizante (MTBSTFA), el cual puede reutilizarse hasta 25 veces. En el método por SBSE, se
requieren 50 pL de derivatizante y el consumo de 1 mL de disolvente organico por analisis, lo que
representa un menor costo de experimentacion y menor impacto ecolégico por consumo de reactivos.
Por lo anterior, los métodos desarrollados por SPME-GC-MS y SBSE-GC-MS son una alternativa
analitica rapida, sencilla y sensible para la determinacion simultanea de PPCPs polares y no polares en
muestras de agua.

El Cuadro 17 muestra la comparacion de los métodos para anélisis de PPCPs en agua.
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Cuadro 17. Métodos para analisis de PPCPs en agua.

Analito Muestra Volumen de  Preparacion de Deteceion Derivatizacion LD LC Linealidad Referencia
muestra muestra

ng L! ng L'
Ibuprofeno 0.4 1.3
Naproxeno 0.4 1.3
Clorofeno 0.7 23
Triclosan 0.5 1.7

. g ) mlL SPME iC-MS TBSTF -100 o
Keloprofeno Agua 10 ml SPMI GC-MS MTBSTFA 0.1 04 10-10¢ ngl
Diclofenaco 1.2 4.0
Bisfenol A 1.4 4.7
Estrona 1.5 5
ng mL”’ ng ml !
Ibuprofeno 0.1 0.3
Naproxeno 0.2 0.5
Clorofeno 0.2 0.7
Triclosén - 0.2 0.8
. 114 0mL SBSE 7C-MS STF - 210 pemlt -

Ketoprofeno Agua 10 ml BSI GC-M MTBSTIA 0.1 05 1-10 ng mlI
Diclofenaco 0.2 0.5
Bisfenol A 0.2 0.7
Estrona 0.3 1.2

ng L ng L'
Triclosan Agua estuario 100 mL PLE-SBSE CG/MS MTBSTFA 5.0 - 20-20000 ng ' Pintado-Herrera et al, 2014
Ketoprofeno 4 10
Ibuprofeno Agua residual 10 mL DLLME LC-MS/MS - 60 142 - Parrilla-Vazquez et al, 2013
Naproxeno 2 10
Ibuprofeno 5
Naproxeno Agua de lago 1000 ml, SPE LC-MS/MS - - 2.5 - ng ' Ferguson etal, 2013
Triclosan -
Ibuprol'cm) Agua superficial, 2.5-5 4-10 10-1000
Naproxeno subterrdnea y 1000 mL SPE LC-MS/MS - 0.8-1.5 1.5-5 5-1000 pgml!  Tranetal, 2013
Ketoprofeno agua residual 1-2 2-5 5-1000
Ibuprofeno Agua superficial 200 mL SPE LC-MS/MS - - - - Klosterhaus et al, 2013
Naproxeno
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7.21. Anélisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS: Validacion del método

El andlisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS se valido con la precision, linealidad, limites de
deteccion, limites de cuantificacion y recobro.

7.21.1. Precision

La precisién se evalud a dos niveles de concentracién para cada analito (1 y 10 ng g™); se calculé el
promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV) para cada concentracion estudiada
(n=3). Los CVs de la precision fueron menores al 10% en ambos niveles de concentracion.

La precision en la determinacion del ibuprofeno, tricloséan y la estrona tuvo coeficientes de variacion
menores al 5% en ambos niveles de concentracion.

7.21.2. Linealidad

La linealidad se estudi6 en el intervalo de 1-10 ng g™* (n=3). Los coeficientes de correlacion (R) fueron
mayores a 0.97 para todos los analitos, demostrando que el modelo lineal de calibracion fue adecuado
para la determinacién de los PPCPs en sedimento.

7.21.3. Limites de deteccion

Los limites de deteccion del método tuvieron valores entre 0.04 y 0.25 ng g™. Los analitos con menor
limite de deteccion fueron: ibuprofeno, clorofeno, triclosan y ketoprofeno, cuyo valor fue menor o
igual a0.1 ng g™

7.21.4. Limites de cuantificacion

Los limites de cuantificacion del método tuvieron valores entre 0.1 y 0.8 ng g™, demostrando que los
analitos pueden cuantificarse en un intervalo entre 0.1-1.0 ng g*.

7.215. Recobro

El porcentaje de recobro se evalué a dos niveles de concentracién para cada analito (2 y 9 ng g™); se
calcul6 el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV) para cada concentracion
estudiada. El recobro a 2 y 9 ng g* fue de 56-91% y de 92-108% con CVs menores al 10%
respectivamente.

El recobro de ibuprofeno, clorofeno, triclosan y bisfenol A fue mayor al 80% en ambos niveles de
concentracion, lo que indica que el método es selectivo para estos compuestos.
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7.22. Anélisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS: Validacion del método

El andlisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS se valid6 con la precision, linealidad, limites de
deteccion, limites de cuantificacion y recobro.

7.22.1.  Precision

La precision se evalué a dos niveles de concentracion en el orden de ng g™*; se calculé el promedio, la
desviacion estandar y el CV para cada concentracion estudiada (n=3). Los CVs de la precision fueron
menores al 15% para los niveles de concentracion estudiados.

La precision en la determinacion de clorofeno, naproxeno, ketoprofeno y diclofenaco tuvo coeficientes
de variacién menores al 10% en ambos niveles de concentracion.

7.22.2. Linealidad

La linealidad se estudi6 en el intervalo de ng g™ (n=3). Los coeficientes de correlacién (R) fueron
mayores a 0.96 para todos los analitos, demostrando que el modelo lineal de calibracion fue adecuado
para la determinacion de los PPCPs en sedimento.

7.22.3.  Limites de deteccion

Los limites de deteccién del método tuvieron valores entre 0.6 y 7.5 ng g™*. Los analitos con menor
limite de deteccidn fueron: ibuprofeno, clorofeno, naproxeno y triclosan, cuyo valor fue menor a 2 ng

gt
7.22.4.  Limites de cuantificacion

Los limites de cuantificacion del método tuvieron valores entre 2 y 25 ng g™. Los analitos con menor
limite de cuantificacién fueron ibuprofeno, clorofeno, naproxeno y triclosan, cuyo valor fue menor a 5

ng g™.
7.22.5. Recobro

El porcentaje de recobro se evalu6 a dos niveles de concentracion para cada analito (bajo y alto); se
calcul6 el promedio, la desviacion estandar y el CV para cada concentracion estudiada. El recobro en
los niveles bajo y alto fue de 101-114% y de 96-101% respectivamente. A excepcion del naproxeno y
bisfenol A, los CVs del recobro fueron menores al 10% en ambos niveles de concentracion.

El recobro de los PPCPs fue mayor al 95% en ambos niveles de concentracion, lo que indica que el
método es selectivo para los analitos.
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7.23. Analisis de sedimento: UAE-SPME-GC-MS vs UAE-SBSE-GC-MS

El anélisis de sedimento por SPME demostr6 mayor precision con respecto a SBSE. Los CVs del
método por SBSE fueron entre 50 y 140% mayores en comparacion con SPME. A diferencia del
analisis de agua, la disminucion de precision en SBSE podria asociarse con una operacion manual, los
pasos adicionales del método y el efecto de matriz del sedimento.

El método por SPME tuvo mayor correlacion lineal (R) con respecto a SBSE. Sin embargo, el método
por SPME tuvo mayor precision en drdenes de concentraciones menores.

Las curvas de calibracién en sedimento se compararon con las curvas de calibracién en agua,
observandose coeficientes de correlacion (R) similares para cada preparacion de muestra. Esta
similitud, podria evidenciar que el desempefio de los métodos de agua y sedimento es similar,
independientemente de la matriz estudiada.

El método por UAE-SPME-GC-MS demostro ser preciso en un intervalo de concentracion entre 1y 10
ng g*. Los limites de deteccién y limites de cuantificacion fueron menores a 0.25 y 0.8 ng g™
respectivamente, demostrando que el método es sensible en la deteccion de los analitos. EI método
permite cuantificar PPCPs en el intervalo de 1-10 ng g™* con precisién y exactitud aceptables, ya que el
recobro fue mayor al 80% para cuatro PPCPs, a excepcion del naproxeno, el ketoprofeno, diclofenaco y
la estrona. Los CVs del recobro a 2 'y 9 ng g™ fueron menores al 10%.

El método por UAE-SBSE-GC-MS demostré ser preciso en el intervalo de concentracion (ng g™)
propuesto para cada analito. Los limites de deteccion y limites de cuantificacion fueron menores a 8 y
25 ng g respectivamente, demostrando que el método es sensible en la deteccién de los analitos. El
método permite cuantificar PPCPs en el intervalo de 5 y 600 ng g con precisién y exactitud
aceptables, ya que el recobro fue mayor al 95% para todos los PPCPs. A excepcion del naproxeno y
bisfenol A, los CVs del recobro fueron menores al 10%.

El resumen de la validacién de ambos métodos se muestra en el Cuadro 18. La regresion lineal y las
curvas de calibracion de los métodos para anélisis de sedimento se muestran en los anexos 11.1y 11.2.
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Cuadro 18. Analisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS: Validacion.
Método Analito Precision (n=3) Linealidad R LD LC Recobro (n=3)
1 ng g" 10 ng g'] ng g" ng g" ng g" 2ng g'l 9ng g"
CV (%) CV (%) % % CV (%)
UAE-SPME-GC-MS Ibuprofeno 3.5 1.1 1-10 0.9998 0.04 0.1 91 108 23
Clorofeno 6.4 2 1-10 0.9991 0.05 0.2 83 94 3.7
Naproxeno 75 32 1-10 0.9960 0.11 0.4 67 92 4.1
Triclosan 1.5 33 1-10 0.9903 0.10 0.3 91 99 54
Ketoprofeno 5.6 3.6 1-10 0.9972 0.10 0.3 56 107 38
Diclofenaco 5.2 4.4 1-10 0.9971 0.07 0.2 78 96 0.2
Bisfenol A 7.1 3.5 1-10 0.9726 0.25 0.8 84 92 0.7
Estrona 4.8 31 1-10 0.9776 0.22 0.7 68 95 0.4
Nivel bajo Nivel alto ngg' ngg’ ngg' Nivel bajo Nivel alto
ng g’ CV (%) ng g’ CV (%) ng g’ % % ng g’ CV (%)
UAE-SBSE-GC-MS Ibuprofeno 5 11.5 50 7.1 5-50 0.9839 0.6 2.0 10 101 101 45 7.0
Clorofeno 8 2.8 80 7.6 8-80 0.9872 0.9 3.0 15 111 100 67 8.1
Naproxeno 10 2.7 100 9.9 10-100 0.9673 1.2 4.0 20 104 100 90 17.8
Triclosan 10 10.1 100 5.8 10-100 0.9893 1.2 4.0 20 110 100 90 72
Ketoprofeno 5 6.9 50 53 5-50 0.9917 6.0 20.0 10 113 98 45 6.5
Diclofenaco 60 6.7 600 3.6 60-600 0.9830 75 25.0 120 101 98 540 8.8
Bisfenol A 25 42 250 10.3 25-250 0.9769 3.0 10.0 50 114 9 225 10.8
Estrona 50 4.2 500 11.4 50-500 0.9790 6.0 20.0 100 105 98 450 9.5
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7.24. Determinacion de PPCPs en muestras de sedimento: comparacion de los métodos
desarrollados vs otros métodos descritos

Los métodos desarrollados se compararon con algunas metodologias descritas para anélisis de PPCPs
en sedimento y suelo. Los métodos publicados utilizan técnicas de preparacion de muestra como
extraccion con liquidos presurizados (PLE), extraccion asistida con ultrasonido (UAE), extraccion por
sorcion con barra de agitacion (SBSE) y extraccion en fase solida (SPE).

Pintado-Herrera y colaboradores (2016) desarrollaron un método por PLE-GC-MS/MS para determinar
contaminantes emergentes (incluyendo triclosan y estrona) en sedimento costero. El analisis de
sedimento se efectud con 2 g de muestra, la extraccion de los analitos se realiz6 con diclorometano y la
deteccion fue mediante la formacion de los derivados TBDMS con MTBSTFA. El limite de deteccion
del triclosan y la estrona fueron 0.07 y 0.02 ng g™ respectivamente (17).

En 2014, los mismos autores desarrollaron un método por PLE-SBSE-GC-MS/MS para determinar
triclosan en sedimento de estuario. El analisis se efectué con 4 g de sedimento, la extraccion de los
analitos se realizd con diclorometano y la deteccion fue mediante la formacion de los derivados con
MTBSTFA. El limite de deteccién para triclosan fue 0.1 ng g™ (148).

Salgueiro-Gonzalez y colaboradores (2014) desarrollaron un método por PLE-LC-ESI-MS/MS para
determinar disruptores enddcrinos en sedimento marino. El andlisis de sedimento se efectud con 0.5 g
de muestra y la extraccion de los analitos se realizd con metanol. Los limites de deteccion vy
cuantificacion para el bisfenol A fueron 1.0y 2.86 ng g (153).

Llorca-Pércel y colaboradores (2009) desarrollaron un método por UAE-SBSE-GC-MS para la
determinacion de bisfenol A en muestras de suelo. El andlisis de suelo se efectud con 1 g de muestra, la
extraccion de los analitos se realizd con metanol y la deteccion fue mediante la formacién de los
derivados con MTBSTFA. El limite de deteccion descrito para bisfenol A fue 1.7 ng g™ (134).
Klosterhaus y colaboradores (2009) validaron un método por SPE-LC-MS/MS para la determinacion
de ibuprofeno, naproxeno y triclosdn en muestras de sedimento. El analisis de sedimento se efectu6 con
1 g de muestra y la extraccion de los analitos se realiz6 con acetonitrilo. Sin embargo, los autores no
describieron limites de deteccion ni cuantificacion e indican el método de calibrado sin datos
numeéricos (152).

7.25. Ventajas de los métodos desarrollados por SPME y SBSE

El analisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS se efectia con 100 mg de
muestra, la extraccion de los analitos (UAE) se realiza con una disolucion acuosa (acido férmico al
0.1% en agua:metanol 99:1 V/V) y la preparacion de muestra disminuye de manera importante la
manipulacion del analista (SPME o SBSE).

Al igual que los métodos para analisis de agua, el tiempo de la preparacion de la muestra es menor a
1.5h.

Los métodos desarrollados por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS tuvieron limites de
deteccién menores a 0.3 y 8 ng g™, respectivamente. Ambos métodos tuvieron limites de deteccion
comparables con los métodos descritos en la literatura, con valores en el orden de ng g™.
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La linealidad de los métodos desarrollados abarca intervalos de concentracion comparables con los
métodos publicados (ng g™), demostrando que es factible determinar PPCPs en los niveles de
concentracion requeridos para muestras ambientales.

En algunas publicaciones se enfatiza la preparacion y construccion de la curva de calibracién, sin
embargo, no se indican las concentraciones de la calibracion. Debido a la magnitud de los datos
cuantitativos, se intuyd que las concentraciones de PPCPs se encuentran en un intervalo entre 10 y 100
ngg™.

Al igual que el método para analisis de agua, la SPME requiere un volumen de 100 uL de MTBSTFA,
el cual puede reutilizarse (25 veces). En ese mismo contexto, la SBSE requiere 50 pL de derivatizante
y 1 mL de disolvente organico por analisis.

Por lo anterior, métodos desarrollados por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS son una
alternativa analitica rapida, sencilla y sensible para la determinacién simultanea de PPCPs polares y no
polares en muestras de sedimento.

El Cuadro 19 muestra la comparacion de los métodos para andlisis de PPCPs en sedimento.

~103 ~



Implementacion de técnicas de preparacién de muestras miniaturizadas y su aplicacion al analisis ambiental y biolégico: agua, sedimento y pescado | 2018

Cuadro 19. Métodos para andlisis de PPCPs en sedimento.

Analito Muestra ¢ L::;ii?ja(k Pn)ﬁ;z‘:;:;n de Disolvente Deteccion Derivatizacion LD LC Linealidad Referencia
ngg'  ngg’
Ibuprofeno 0.04 0.1
Naproxeno 0.05 02
Clorofeno 0.11 04
Triclosan Sedimento de Acido formico al 0.1% en 0.1 03 N
Ketoprofeno rio 0le UAE-SPME agua:metanol 99:1 V/V GE-MS MTBESTEA 0.1 03 110 ngg” -
Diclofenaco 0.07 0.2
Bisfenol A 0.25 0.8
Estrona 0.22 0.7
Ibuprofeno 0.6 2 5-50
Naproxeno 0.9 3 8-80
Clorofeno 12 4 10-100
Triclosan Sedimento de Acido formico al 0.1% en 1.2 4 10-100
0.1 UAE-SBSE GC-MS MTBSTFA 1.

Ketoprofeno lago g agua:metanol 99:1 V/V 6.0 20 550 Meg
Diclofenaco 7.5 25 60-600
Bisfenol A 30 10 25-250
Estrona 6.0 20 50-500
Triclosan Sedimento . i 0.07 0.22 .
Istrona costero 2g PLE Diclorometano GC-MS/MS MTBSTFA 0.02 0.08 - Pintado-Herrera et al, 2016
Bisfenol A Se;::gz:‘“ 052 SPLE Metanol LC-ESI-MS/MS - 10 28 32000 ngg’ Salgueiro-Gonzélez et al, 2014

L Sedimento . | < 1 o ,
Triclosan estuario 4g PLE-SBSE Diclorometano CG/MS MTBSTEA 0.1 - 20-2500 ngg" Pintado-Herrera et al. 2014
Ibuprofeno
Naproxeno Sedimento lg SPE Acetonitrilo LC-MS/MS - - - - - Klosterhaus et al, 2013
Triclosan
Bisfenol A Suelo lg UAE-SBSE Metanol GC-MS A:i‘c,‘fi:j” 17 - 5-500 pgke”  Llorca-Porcel et al. 2009
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7.26. Anélisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS: Validacion del método

El andlisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS se validd con la precision, linealidad, limites de
deteccion, limites de cuantificacion y recobro.

7.26.1.  Precision

La precision se evalud a dos niveles de concentracién para cada los analito (1 'y 10 ng g™%); se calculé el
promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV) para cada concentracion estudiada
(n=3). Los CVs de la precision fueron menores al 15% en ambos niveles estudiados.

La precision en la determinacion del ibuprofeno, naproxeno vy tricloséan tuvo coeficientes de variacion
menores al 5% en ambos niveles de concentracion.

7.26.2.  Linealidad

La linealidad se estudi6 en el intervalo de 1-10 ng g™. Los coeficientes de correlacion (R) fueron
mayores a 0.97 para todos los analitos, demostrando que el modelo lineal de calibracion fue adecuado
para la determinacion de los PPCPs en pescado.

7.26.3. Limites de deteccion

Los limites de deteccion del método tuvieron valores entre 0.01 y 0.23 ng g™, demostrando que los
analitos pueden detectarse en un intervalo entre 0.01-0.5 ng g™

7.26.4. Limites de cuantificacion

Los limites de cuantificacién del método tuvieron valores entre 0.04 y 0.8 ng g™*. A excepcion del
clorofeno y la estrona, los analitos tuvieron limites de deteccion menores a 0.5 ng g™

7.26.5. Recobro
El porcentaje de recobro se evalud a dos niveles de concentracién para cada analito (2 y 9 ng g™); se
calcul6 el promedio, la desviacion estandar y el CV para cada concentracion. El recobroa 2y 9 ng g™

fue de 109-120% y de 87-102% con CVs menores al 15% respectivamente. Por lo anterior, se demostro
que el método desarrollado es selectivo para todos los analitos.
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7.27. Anélisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS: Validacion del método

El andlisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS se validd con la precision, linealidad, limites de
deteccion, limites de cuantificacion y recobro.

7.27.1. Precision

La precision se evalué a dos niveles de concentracion en el orden de ng g™; se calculé el promedio,
desviacion estandar y el CV para cada concentracion estudiada (n=3). A excepcion del ketoprofeno y
diclofenaco, los CVs de la precision fueron menores al 20% para los niveles de concentracion
estudiados.

La precision en la determinacion del clorofeno, triclosan y la estrona tuvo coeficientes de variacion
menores al 10% en ambos niveles de concentracion.

7.27.2. Linealidad

La linealidad se estudié en el intervalo de ng g™ (n=3). A excepcion del bisfenol A, los coeficientes de
correlacion (R) fueron mayores a 0.97 para los analitos, demostrando que el modelo lineal de
calibracién fue adecuado para la determinacion de los PPCPs en pescado.

7.27.3. Limites de deteccion

Los limites de deteccién del método tuvieron valores entre 0.04 y 1 ng g™, demostrando que los
analitos pueden detectarse en un intervalo entre 0.1-1.0 ng g™.

7.27.4.  Limites de cuantificacion

Los limites de cuantificacién del método tuvieron valores entre 0.12 y 3.5 ng g™*. A excepcion del
ketoprofeno, diclofenaco y la estrona, los analitos pueden cuantificarse a concentraciones menores a 1

ng g™
7.27.5. Recobro

El porcentaje de recobro se evalu6 a dos niveles de concentracion (bajo y alto) para cada analito; se
calcul6 el promedio, la desviacion estandar y el CV para cada concentracion. El recobro en los niveles
bajo y alto fue de 83-107% y de 66-100% respectivamente. A excepcion del ibuprofeno y la estrona,
los CVs del recobro fueron menores al 10% en ambos niveles de concentracion.

El recobro de los PPCPs fue mayor al 80% en ambos niveles de concentracion, a excepcién del bisfenol
Ay la estrona.
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7.28. Anélisis de pescado: UAE-SPME-GC-MS vs UAE-SBSE-GC-MS

El analisis de pescado por SPME demostré mayor precision y linealidad con respecto a SBSE. A
excepcion del clorofeno y la estrona, los CVs del método por SBSE fueron entre 13 y 2260% mayores
en comparacion con SPME, evidenciando un posible efecto de matriz que influye en la incertidumbre.
El método por UAE-SPME-GC-MS demostro ser preciso en un intervalo de concentracion entre 1y 10
ng g. Los limites de deteccién y limites de cuantificacién fueron menores a 0.3 ng g* y 0.8 ng g™
respectivamente, demostrando que el método es sensible en la deteccion de los analitos. EI método
permite cuantificar PPCPs en el intervalo de 1-10 ng g™* con precisién y exactitud aceptables, ya que el
recobro fue mayor al 90% para siete de los PPCPs, a excepcidon del bisfenol A. Los CVs del recobro a 2
y 9 ng g™ fueron menores al 15%.

El método por UAE-SBSE-GC-MS demostré ser preciso en el intervalo de concentracion (ng g™)
propuesto para cada analito. Los limites de deteccion y limites de cuantificacion fueron menores a 1 ng
g’y 3.5 ng g* respectivamente, demostrando que el método es sensible en la deteccién de los analitos.
El método permite cuantificar PPCPs en el intervalo de 0.5 y 30 ng g™ con precisién y exactitud
aceptables, ya que el recobro fue mayor al 80% para siete PPCPs, a excepcidn del bisfenol A. Los CVs
del recobro en los niveles bajo y alto fueron menores al 20%.

El resumen de la validacion de ambos métodos se muestra en el Cuadro 20. La regresion lineal y las
curvas de calibracion de los métodos para analisis de pescado se muestran en los anexos 11.1y 11.2.
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Cuadro 20. Andlisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS: Validacion.
Meétodo Analito Precision (n=3) Linealidad R LD LC Recobro (n=3)
1ngg' W0ngg' ngg' ngg'  2ngg’ 9ngg’
CV (%) CV (%) % CV (%) % CV (%)
UAE-SPME-GC-MS  Tbuprofeno 1.2 1.6 1-10 0.9991 0.04 0.10 116 0.7 102 33
Clorofeno 13.0 53 1-10 0.9958 0.23 0.80 112 3.5 97 1.4
Naproxeno 3.2 0.5 1-10 0.9993 0.12 0.40 115 0.9 95 2.8
Triclosan 0.4 0.8 1-10 0.9909 0.01 0.04 120 13 101 1.4
Ketoprofeno 0.8 5.2 1-10 0.9953 0.05 0.20 114 1.9 100 48
Diclofenaco 1.4 10.4 1-10 0.9977 0.05 0.20 118 35 103 2.1
Bisfenol A 8.0 28 1-10 0.9778 0.03 0.10 110 0.7 87 4.7
Estrona 9.7 0.5 1-10 0.9789 0.23 0.80 109 11.0 98 83
Nivel bajo Nivel alto ngg! ngg' ngg’ Nivel bajo Nivel alto
ng g’ CV (%) ng g’ CV (%) ng g’ % CV (%) ngg’ % CV (%)
UAE-SBSE-GC-MS  Tbuprofeno 0.5 15.4 25 38 0.5-2.5 0.9800 0.10 0.35 0.7 91 2.0 23 94 10.9
Clorofeno 0.5 6.1 25 42 0.5-2.5 0.9729 0.15 0.50 0.7 91 81 23 85 86
Naproxeno 0.5 13.0 5 6.1 0.5-5 0.9738 0.04 0.12 1 87 4.8 4.5 91 2.4
Triclosan 0.5 8.0 5 3.6 0.3-5 0.9829 0.11 0.35 1 87 6.6 4.5 93 2.7
Ketoprofeno 5 18.9 25 59 5-25 0.9861 0.90 3.00 7 96 7.6 23 100 1.3
Diclofenaco 5 203 25 335 5-25 0.9872 1.00 3.50 7 83 82 23 93 4.9
Bisfenol A 1 12.4 10 53 1-10 0.9327 0.10 0.32 2 107 9.3 9 66 6.7
Estrona 5 0.5 30 23 5-30 0.9946 0.31 1.02 8 99 19.7 27 71 0.4
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7.29. Determinacion de PPCPs en muestras de pescado: comparaciéon de los métodos
desarrollados vs otros métodos descritos

Los métodos desarrollados se compararon con algunas metodologias descritas para anélisis de PPCPs
en pescado. Los métodos publicados utilizan técnicas de preparacion de muestra como extraccion con
liquidos presurizados (PLE), microextraccion en fase sélida in vivo (in vivo-SPME) y extraccion en
fase sélida (SPE).

Ridel y colaboradores (2013) desarrollaron un método por PLE-GC-MS para determinar triclosan en
musculo de pescado. El anélisis de pescado se efectué con 1-2.5 g de muestra, la extraccion de los
analitos se realizd con una mezcla de diclorometano/ciclohexano y la deteccion fue mediante la
formacion de los derivados TBDMS con MTBSTFA (154).

Zhang y colaboradores (2012) aplicaron un método de muestreo por in vivo-SPME-LC-MS para
determinar ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco en pescado. El andlisis de pescado se efectud
directamente en el pez vivo, exponiendo la fibra de SPME en el tejido. EI método detalla la calibracion
en tejido del pescado. Sin embargo, Unicamente se presentan datos de los factores de bioacumulacion
en pescados (111).

Subedi y colaboradores (2011) desarrollaron un método por PLE-GC-MS/MS para determinar triclosan
en tejido de pescado. El analisis de pescado se efectué con 2.5 g de muestra, la extraccion de los
analitos se realiz6 con una mezcla de diclorometano/acetato de etilo y la deteccién fue mediante la
formacion de los trimetilsilil-derivados (TMS) con N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(MSTFA). El limite de deteccion para el triclosan fue 3.4 ng g™ (155).

Mottaleb y colaboradores (2009) desarrollaron un método por SPE-GC-MS y SPE-GC-MS/MSMS/MS
para la determinacion de ibuprofeno, naproxeno y triclosan en tejido de pescado. El anélisis de pescado
se efectud con 1 g de muestra, la extracciéon de los analitos se realiza con acetona y la deteccion fue
mediante la formacion de los derivados (TMS) con MSTFA. El limite de deteccion para el triclosan fue
3.4ng g™ (156).

7.30. Ventajas de los métodos desarrollados por SPME y SBSE

El método desarrollado por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS se efectia con 50 mg de
musculo de pescado fresco, la extraccion de los analitos se realiza con una disolucién acuosa (NaOH al
0.1% en agua:acetona 90:10 V/V) vy la preparacién de muestra disminuye de manera importante la
manipulacion del analista (SPME o SBSE).

Al igual que los métodos para anélisis de agua y sedimento, el tiempo de la preparacion de la muestra
es menora 1.5 h.

Los metodos desarrollados por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS tuvieron limites de
deteccién menores a 0.3 y 1 ng g*, respectivamente. Ambos métodos tuvieron limites de deteccién
comparables con los métodos descritos en la literatura, con valores en el orden de ng g™.

La linealidad de los métodos desarrollados abarca intervalos de concentracion comparables con los
métodos publicados (ng g*), demostrando que es factible determinar PPCPs en los niveles de
concentracion requeridos para muestras ambientales.
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En algunos trabajos se enfatiza la preparacion y construccion de la curva de calibracion, sin embargo,
no se indicaron las concentraciones de la calibracion; se intuyé que las concentraciones de PPCPs se
encuentran en un intervalo entre 10 y 100 ng g™*.

El analisis de pescado por SPME o SBSE demostrd un buen desempefio analitico y de manera adicional
un menor costo de andlisis y consumo de reactivos.

Los métodos desarrollados por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS son una alternativa
analitica rapida, sencilla y sensible para determinar simultaneamente PPCPs polares y no polares en
muestras de pescado con bajo contenido graso como tilapia y carpa.

El Cuadro 21 muestra la comparacion de los métodos para anélisis de PPCPs en pescado.
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Cuadro 21. Métodos para analisis de PPCPs en pescado.

Cantidad de Preparacion de

Analito Muestra Disolvente Deteccion Derivatizacion LD LC Linealidad Referencia
muestra muestra
ngg"  ngg’
Tbuprofeno 0.04 0.1
Naproxeno 0.23 0.8
Clorofeno 0.12 0.4
Triclosan Musculo de NaOH al 0.1% en 0.01 0.04 0
Ketoprofeno pescado 0 mg UAE-SPME agua:metanol 90:10 V/V GC-MS MIBSTEA 0.05 0.2 10 ngg™ -
Diclofenaco 0.05 0.2
Bistenol A 0.03 0.1
Estrona 0.23 0.8
Ibuprofeno 0.1 0.35 0.5-25
Naproxeno 0.15 0.5 0.5-2.5
Clorofeno 0.04 0.12 0.5-5
Triclosan Musculo de NaOH al 0.1% en 0.11 0.35 0.5-5 1
Ketoprofeno pescado 30 mg UAE-SBSE agua:metanol 90:10 V/V GC-MS MIBSTFA 0.9 3 525 g T
Diclofenaco 1 35 5-25
Bisfenol A 0.1 0.32 1-10
Estrona 0.31 1.02 5-30
Triclosan Musculo de 1000-2500 PLE Diclorometano/ciclohexano GC-MS MTBSTFA - 350 50-2000 pgkg! Ridel etal 2013
pescado mg
Tbuprofeno
Naproxeno Pescado - in vivo -SPME - LC-MS - - - - Zhang et al, 2012
Diclofenaco
L . - Diclorometano/acetato de . .
Triclosan Tejido pescado 2500 mg PLE etilo GC-MS/MS MSTFA 34 - - Subedi et al, 2011
Triclosan Tejido pescado 1000 m, SPE Acetona GC-MS MSTFA 5.5 - - Mottaleb et al, 2009
41co pe & GC-MS/MS : :
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7.31. Validacion del sistema cromatografico para la determinacion de PPCPs

El sistema cromatogréfico (GC-MS) se valid6 con la precision, linealidad, limites de deteccion, limites
de cuantificacion y recobro.

7.31.1. Precision

El sistema GC-MS tuvo precision aceptable en el orden de mg L™. Para todos los PPCPs, los CVs de la
precision fueron menores al 15% en los niveles de concentracion estudiados. A excepcion del clorofeno
y la estrona, la determinacion los PPCPs tuvo coeficientes de variacion menores al 10% en ambos
niveles de concentracion.

7.31.2. Linealidad

La linealidad del sistema fue aceptable en el intervalo de mg L™. Los coeficientes de correlacién (R)
fueron mayores a 0.97 para todos los analitos.

7.31.3. Limites de deteccion

Los limites de deteccion del sistema tuvieron valores entre 0.05 y 0.6 mg L™ A excepcion del
diclofenaco, los limites de deteccion de los PPCPs fueron menores a 0.5 mg L™.

7.31.4. Limites de cuantificacion

Los limites de cuantificacion del sistema tuvieron valores entre 0.15 y 1.8 mg L™, demostrando que los
analitos pueden cuantificarse en un intervalo entre 0.1-2.0 ng L™.

7.31.5. Recobro

El porcentaje de recobro en los niveles bajo y alto fue 92-108% y 95-102% respectivamente. Los CVs
del recobro fueron menores al 15% en ambos niveles de concentracion.

Los resultados del recobro demostraron que el sistema cromatogréfico estd habilitado para identificar y
cuantificar a los derivados TBDMS de los analitos.

El resumen de la validacion del sistema cromatografico se muestra en la Cuadro 22. La regresion
lineal y las curvas de calibracion de la validacion del sistema se muestran en los anexos 11.1 y 11.2.
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Cuadro 22. Validacion del sistema para la determinacion de PPCPs por GC-MS.
Analito Precisién (n=3) Linealidad R LD LC Recobro n=3)
Nivel bajo Nivel alto mg L mg L mgL’ Nivel bajo Nivel alto
CV(%) mgL’ CV(%) mglL’ mg L % CV (%) mgL! % CV (%)

Ibuprofeno 36 0.2 4.0 12 0.2-12 0.9943 0.05 0.15 0.3 93 7.3 1.1 100 5.6
Clorofeno 6.4 0.3 11.2 1.8 0.3-1.8 0.9834 0.07 0.23 0.5 101 94 1.6 95 58
Naproxeno 71 0.5 5.1 25 0.5-2.5 0.9943 0.09 0.30 0.7 108 28 23 97 31
Triclosan 9.6 0.5 7.7 25 0.5-2.5 0.9904 0.09 0.30 0.7 102 6.8 23 99 15
Ketoprofeno 7.7 20 4.7 12.0 2-12 0.9953 045 1.50 3.0 101 0.4 11.0 95 24
Diclofenaco 9.1 25 36 15.0 2.5-13 0.9950 0.54 1.80 35 104 1.5 13.7 98 64
Bisfenol A 8.1 1.0 56 6.0 1-6 0.9778 0.23 0.75 1.5 105 7.1 55 102 14.2
Estrona 10.5 2.0 37 12.0 2-12 0.9928 045 1.50 30 92 7.9 11.0 99 74
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7.32. Aplicacion de los métodos desarrollados en el andlisis de muestras de agua, sedimento y
pescado

Los métodos desarrollados se aplicaron en el andlisis de diferentes muestras de agua, sedimento y
pescado. El desempefio analitico de los métodos fue aceptable, demostrando eficacia y robustez entre
las muestras, las cuales incluyeron: 29 muestras de agua, 9 muestras de sedimento y 2 muestras de
pescado.

7.32.1.  Andlisis de agua y sedimento del Rio Tula (afio 2015)
7.32.1.1. Agua

El anélisis de agua del Rio Tula comprendié 10 muestras de agua: 5 de temporada de lluvias y 5 de
temporada seca. Las muestras presentaron caracteristicas fisicas y quimicas diferentes, lo que implico
mayor atencion en el pretratamiento de la muestra para su analisis por SPME-GC-MS. Todas las
muestras de agua presentaron solidos en suspension y distinta coloracion, provocando dificultades
durante el filtrado con membrana de 0.45 pum. Pese a las dificultades en el tratamiento de muestra, el
método por SPME-GC-MS tuvo un desempefio aceptable durante la calibracién y anélisis de las
muestras, permitiendo realizar alrededor de 60 analisis secuenciales con una sola fibra de SPME.

7.32.1.1.1. Muestras de temporada de lluvias

Las muestras de temporada de lluvias se analizaron por SPME-GC-MS, identificandose ibuprofeno y
naproxeno en todas las muestras. La concentracion de ibuprofeno y naproxeno en las muestras fue de
96-106 ng L™ y de 178-523 ng L™ respectivamente. La determinacion de ibuprofeno y naproxeno en el
agua de temporada de lluvias se muestra en la Fig. 37. La Fig. 38 muestra el cromatograma por
monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de la muestra WH1 por SPME-GC-MS.

7.32.1.1.2. Muestras de temporada seca

Las muestras de temporada seca se analizaron por SPME-GC-MS, identificAndose ibuprofeno,
naproxeno Y triclosan en todas las muestras. La concentracién de ibuprofeno, naproxeno y triclosan en
las muestras fue de 59-100 ng L™, 101-246 ng L™ y 28-31 ng L™ respectivamente. La determinacion de
ibuprofeno, naproxeno y triclosan en el agua de temporada seca se muestra en la Fig. 39. La Fig. 40
muestra el cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de la muestra WH1 por
SPME-GC-MS.
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Figura 37. Determinacion de ibuprofeno y naproxeno por SPME-GC-MS en agua del Rio Tula
(temporada de lluvias).
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Figura 38. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH1 (temporada de lluvias).
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Figura 39. Determinacion de ibuprofeno, naproxeno y triclosan por SPME-GC-MS en agua del Rio
Tula (temporada seca).
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Figura 40. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH1 (temporada seca)
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Los resultados del andlisis de agua se compararon, esperando observar el efecto de dilucién por la
temporada de lluvias. Sin embargo, se determinaron concentraciones de ibuprofeno y naproxeno
similares en ambas temporadas. Por lo anterior, se puede argumentar que la descarga de agua urbana
hacia el Rio Tula varia segun la temporada anual, de tal manera que el efecto de dilucion ocasionado
por las lluvias no pudo apreciarse entre los grupos de muestras.

Por otra parte, también se determind triclosan en las muestras de temporada seca, sin embargo, los
valores cuantitativos entre las muestras fueron muy similares, evidenciado una posible contaminacion
cruzada, ya que los frascos de vidrio del muestreo se lavaron con agua y jabédn. La presencia de
triclosan por contaminacion cruzada evidencid la importancia del lavado y tratamiento del material de
vidrio para evitar falsos positivos en la determinacion de contaminantes. La determinacion de triclosan
en el orden de ng L?, comprob6 que el método desarrollado para la determinacién de PPCPs es
sensible y preciso.

En ambas temporadas, la concentracion ibuprofeno y naproxeno fue de 60-120 ng L™ y de 150-300 ng
L respectivamente.

El naproxeno se detect6 en mayor concentracion con respecto a ibuprofeno, lo cual podria estar
asociado a un mayor consumo Yy desecho de dicho farmaco. La concentracion de ibuprofeno, naproxeno
y triclosén coincide con los datos reportados por Gibson y colaboradores (2007), quienes desarrollaron
un método para la determinacién simultdnea de PPCPs en agua residual del Valle de Tula. La
concentracion promedio de ibuprofeno, naproxeno y triclosan en agua residual fue 4.8, 15.6 y 1.3 pg L
! respectivamente.

El analisis de agua del Rio Tula demostr6 la misma tendencia en funcion de la concentracion, donde el
triclosan tuvo la menor concentracién, seguido de ibuprofeno y naproxeno respectivamente. Sin
embargo, la concentracion de PPCPs determinada en las muestras del Rio Tula es un orden de
concentracion menor en comparacion con el analisis de agua residual, lo cual podria indicar que el agua
residual que se descarga al Rio Tula esta sujeta al efecto de dilucion por vertientes menores del rio,
aunado a los procesos de sorcion de contaminantes en suelo y sedimento (75).

7.32.1.2. Sedimento de temporada seca

Las muestras de temporada seca se analizaron por UAE-SPME-GC-MS, identificandose ibuprofeno, en
todas las muestras. También se identifico naproxeno en las muestras SH1-SH4 y triclosan en SH2, SH3
y SH5. La concentracion de ibuprofeno en las muestras de sedimento analizadas fue menor al limite de
deteccién del método. La concentracion de naproxeno Y triclosan en las muestras de sedimento fue de
1.8-3.7ng g* y 1.0-1.5 ng g* y respectivamente. La Fig. 41 muestra el cromatograma por monitoreo
selectivo de iones (SIM) del anélisis de la muestra SH3 por UAE-SPME-GC-MS.
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Figura 41. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de sedimento por UAE-
SPME-GC-MS: Muestra SH3 (temporada seca)

7.32.1.3. Distribucion de los PPCPs en las muestras de agua y sedimento

La cuantificacion de PPCPs en agua y sedimento se grafic6 para comparar la magnitud de
concentracion en ambas matrices. EI naproxeno vy el triclosan se determinaron en mayor concentracion
en el sedimento, evidenciando mayor distribucion hacia dicha matriz en comparacion con el
ibuprofeno. El naproxeno y triclosan son compuestos menos polares ya que su estructura quimica esta
conformada por dos anillos aromaéticos, mientras que el ibuprofeno sélo presenta un anillo. Esta
diferencia provoca que naproxeno y triclosan interaccionen preferentemente con la materia organica del
sedimento. Las contantes de distribucion (Kqu) de ibuprofeno, naproxeno y triclosan (3.97, 3.18 y 4.76
respectivamente), indican que en un sistema octanol/agua, el ibuprofeno y triclosan se distribuyen 5y
35 veces mas hacia la fase organica con respecto al naproxeno. Con base en los Ko, €l compuesto mas
polar es el naproxeno, sin embargo, su distribucion hacia el sedimento demuestra un comportamiento
contrario. Por otra parte, el momento dipolar de ibuprofeno y naproxeno podria explicar su
comportamiento en el sistema agua/sedimento, ya que el ibuprofeno presenta un momento dipolar
mayor en comparacion con el naproxeno, cuya distribucion de carga en la molécula es mas homogénea
y disminuye su polaridad.

El ibuprofeno se determind a mayor concentracion en el agua y su distribucién hacia el sedimento fue
menor, demostrando mayor solubilidad y polaridad con respecto al naproxeno y el triclosan. La
concentracion de ibuprofeno en el sedimento fue menor al limite de cuantificacion del método.
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La Fig. 42 muestra el analisis cuantitativo de ibuprofeno, naproxeno y triclosan en agua y sedimento
del Rio Tula.
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Figura 42. Determinacion de ibuprofeno, naproxeno y triclosan en agua y sedimento del Rio Tula.

Los resultados cuantitativos demostraron que los analitos con menor polaridad (naproxeno y triclosan)
se distribuyeron en mayor proporciéon hacia el sedimento. Dicho comportamiento fisicoquimico
concuerda con lo reportado por Fairbairn y colaboradores (2015), quienes demostraron que las
caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de los contaminantes emergentes influyen en su
distribucion en los sistemas de agua y sedimento (9). En ese mismo contexto, Loffler y colaboradores
demostraron que los farmacos mas polares presentan mayor solubilidad en agua y menor distribucion
hacia los sedimentos (10).

Los cromatogramas del andlisis de agua y sedimento del Rio Tula (2015), se muestran en el anexo

11.3.
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7.32.2.  Analisis de agua de los Rios Culiacan, Humaya y Tamazula

Las muestras WS1-WS7 se analizaron por SPME-GC-MS, determinandose ibuprofeno en las muestras
WS1-WS4, WS6 y WS7. La concentracién del ibuprofeno fue de 5-97 ng L™; no se identifico
ibuprofeno en la muestra WS5.

En la muestra SW6 también de determind naproxeno Yy diclofenaco, cuya concentracion fue de 321 +
1414y 18.1 £ 1.8 ng L respectivamente.

Nuevamente, se determind triclosan en todas las muestras y la concentracion del analito fue
comparativamente similar con las muestras del Rio Tula (26-32 ng L™*). En consecuencia, se comprob6
que el material de vidrio tuvo una contaminacion por triclosan, ocasionada por el lavado del material.
La determinacion de PPCPs en agua de los Rios Culiacdn, Humaya y Tamazula se muestra en el
grafico de la Fig. 43. La Fig. 44 muestra el cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del
analisis de la muestra WS6 por SPME-GC-MS.

Los cromatogramas del analisis de agua de los Rios Culiacan, Humaya y Tamazula, se muestran en el
anexo 11.3.

120.0
X3
96.0
72.0
o
(@]
c
48.0
ol -
24.0 = L 1 + . -
OO 'j T - T - T . T T
WS1 WS2 WS3 WS4 WS5 WS6 WS7

Muestra

H |buprofeno  ® Naproxeno Triclosan = Diclofenaco

Figura 43. Determinacién de ibuprofeno, naproxeno, triclosan y diclofenaco en agua de los Rios
Culiacan, Humaya y Tamazula.
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Figura 44. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WS6

7.32.3.  Analisis de agua del Rio Tula (afio 2016)
7.32.3.1. Analisis por SPME-GC-MS

Las muestras T1-T9 se analizaron por SPME-GC-MS, identificandose ibuprofeno y naproxeno en todas
las muestras. Se cuantificé ibuprofeno y naproxeno en concentraciones de 0.6-2.3 pg L™ y de 8-46 ug
L™ respectivamente.

La cuantificacion de ibuprofeno y naproxeno tuvo valores en el orden de partes por billén (ug L™) en
comparacion con las muestras WH1-WHS5 del afio 2015. Las muestras T1-T9 fueron recolectadas en
los limites de la Ciudad de Tula de Allende, donde la urbanizacién contribuye de manera importante en
la descarga de agua residual, produciendo un incremento en la concentracién de los PPCPs en el agua.
Por otra parte, las muestras WH1-WHD5 fueron recolectadas 19 km rio abajo a la Ciudad de Tula, donde
la presa Endhd y vertientes menores contribuyen a la dilucion del agua del rio. Debido a esto, la
concentracion de ibuprofeno y naproxeno en las muestras WH1-WH5 fue menor con respecto a las
muestras T1-T9, demostrando que la concentracién de PPCPs en el agua del Rio Tula es mayor en la
zona con actividad urbana. La Fig. 45 muestra la determinacion de ibuprofeno y naproxeno en agua del
Rio Tula (2016). La Fig. 46 muestra el cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del
analisis de la muestra T1 por SPME-GC-MS.
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Figura 45. Determinacion de ibuprofeno y naproxeno en agua del Rio Tula por SPME-GC-MS.
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Figura 46. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del anélisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra T1.
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7.32.3.2. Anélisis por SBSE-GC-MS

Las muestras T1-T9 también se analizaron por SBSE-GC-MS, evidenciando diferencias importantes
con respecto al método por SPME-GC-MS.

Se identificé ibuprofeno en las muestras T1-T6 y T9, cuya concentracion estuvo por debajo del limite
de cuantificacién del método (1 ng mL™); no se identificé naproxeno en las muestras T1-T9.

Con base en lo anterior, se concluyd que el método para analisis de agua por SBSE-GC-MS fue menos
sensible en comparacion con el método por SPME-GC-MS. Por tal razén, no se cuantifico el
ibuprofeno y no se detect6 el naproxeno en las muestras analizadas. La Fig. 47 muestra la comparacion
del analisis de agua del Rio Tula por SPME-GC-MS y SBSE-GC-MS.
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Figura 47. Analisis de agua del Rio Tula por SPME-GC-MS y SBSE-GC-MS.

Los cromatogramas del andlisis de agua del Rio Tula (2016), se muestran en el anexo 11.3.
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7.32.4.  Andlisis de agua, sedimento y pecado del Lago de Xochimilco

El Lago de Xochimilco forma parte de la reserva ecoldgica de la Ciudad de México y sus aguas irrigan
gran parte de la zona agricola chinampera de la ciudad. El agua del lago se recarga con los efluentes de
plantas de tratamiento de agua, aungue existen otras fuentes de recarga como los drenajes domésticos
clandestinos y la época pluvial. Por ello, el Lago de Xochimilco es un cuerpo de agua potencialmente
contaminado con PPCPs y el muestreo se eligié en funcion de la urbanizacion para verificar la posible
influenza de la zona urbana sobre la concentracion de los contaminantes detectados.

7.32.4.1. Agua

7.32.4.1.1. Andlisis por SPME-GC-MS

Las muestras WX1-WX3 se analizaron por SPME-GC-MS, determinandose ibuprofeno y naproxeno en
las 3 muestras. La concentracion de ibuprofeno y naproxeno fue de 0.14-0.22 pg Ly de 2.1-4.0 ug L

! respectivamente. La Fig. 48 muestra la determinacion de ibuprofeno y naproxeno en agua de
Xochimilco por SPME-GC-MS.
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Figura 48. Determinacion de ibuprofeno y naproxeno en agua de Xochimilco por SPME-GC-MS.
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7.32.4.1.2. Andlisis por SBSE-GC-MS

Las muestras WX1-WX3 también se analizaron por SBSE-GC-MS, evidenciando diferencias
importantes con respecto al método por SPME-GC-MS. El ibuprofeno se identifico Gnicamente en la
muestra WX1, cuya concentracion estuvo por debajo del limite de cuantificacion del método (1 ng mL"
1). No se identificé naproxeno en las muestras analizadas.

Los resultados del analisis de agua de Xochimilco corroboraron que el método por SBSE-GC-MS fue
menos sensible en comparacién con el método por SPME-GC-MS. Por esta razon, no se efectuo el
analisis cuantitativo. La Fig. 49 muestra la comparacion del andlisis de agua de Xochimilco por SPME-
GC-MS y SBSE-GC-MS.

1.0 -
0.8 -
- 0.6
a
D
= 04 -
Naproxeno SPME
0.2 - Ibuprofeno SPME
00 A Ibuprofeno SBSE
WX1 WX2 WX3
Muestra
® |buprofeno SBSE ~ ® |buprofeno SPME  ® Naproxeno SPME
Figura 49. Andlisis de agua de Xochimilco por SPME-GC-MS y SBSE-GC-MS
7.32.4.2. Sedimento
7.32.4.2.1. Analisis por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS

Las muestras SX1-SX3 se analizaron por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS. No se
identificaron los PPCPs en las muestras analizadas.
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7.32.4.3. Pescado
7.32.4.3.1. Andlisis por UAE-SPME-GC-MS

Las muestras PX1 y PX2 se analizaron por UAE-SPME-GC-MS (n=2), identificandose ibuprofeno y
naproxeno en la muestra de tilapia (PX1). La concentracion de ibuprofeno y naproxeno estuvo por
debajo de los limites de cuantificacion del método (0.04 y 0.12 ng g™ respectivamente).

El analisis de tilapia demostré que existe una gran probabilidad de que los PPCPs se encuentren
distribuidos en masculo del pescado. Sin embargo, es necesario analizar un mayor nimero de muestras
y evaluar los alcances analiticos del método para una determinacién inequivoca de los analitos.

7.32.4.3.2. Andlisis por UAE-SBSE-GC-MS

Las muestras PX1 y PX2 también se analizaron por UAE-SBSE-GC-MS; no se identificaron PPCPs en
las muestras analizadas.

Los cromatogramas del analisis de agua, sedimento y pescado de Xochimilco, se muestran en el anexo
11.3.

La determinacion de PPCPs en las muestras de agua, sedimento y pescado se muestra en los Cuadros
23,24y 25.
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Cuadro 23. Determinacion de PPCPs en agua.
Sitio Afie  SPME-GC-MS (n=3) SBSE-GC-MS (n=3)
Ibuprofeno Naproxeno Triclosan Diclofenaco Ibuprofeno Naproxeno
Rio Tula 2013 ng L’ ng " ng L ng " ng L ng L
Temporada lluvias
WHI1 965 + 24 1787 33 ND ND NA NA
WH2 884 = 32 1866 = 5.8 ND ND NA NA
WH3 785 5238 24.2 ND ND NA NA
WH4 101.8 + 36 2051 = 13 ND ND NA NA
WHS 1061 = 20 2243 = 241 ND ND NA NA
Temporada seca
WHI 590 = 21 160.1 8.4 314 1.1 ND NA NA
WH2 79.7 = 38 2043 = 109 298 = 1.1 ND NA NA
WH3 76.1 = 50 2125 = 107 311 + 06 ND NA NA
WH4 796 = 03 2460 = 1.0 286 = 13 ND NA NA
WHS 1003 = 1.0 1018 = 26 297 = 06 ND NA NA
Rios Culiacin, Humaya y Tamazula 2015
Temporada seca
Wsi1 149 = 07 ND 323 = 25 ND NA NA
ws2 6.1 = 04 ND 264 = 1.7 ND NA NA
Ws3 51 = 03 ND 29.1 21 ND NA NA
ws4 102 + 04 ND 261 + 23 ND NA NA
wS5 ND ND 26.9 16 ND NA NA
Ws6 973 = 18 3123 = 144 275 = 08 181 = 1.8 NA NA
ws7 108 = 06 ND 298 + 0.7 ND NA NA
Rio Tula 2016 ngL” ngL’
Tl 21 = 009 119 = 1.0 ND ND <1C ND
T2 23 = 001 150 = 08 ND ND LC ND
T3 23 = 007 219 = 11 ND ND <1C ND
T4 1.9 = 001 189 = 03 ND ND 1c ND
Ts 22 = 007 219 = 03 ND ND <LC ND
T6 1.8 = 004 292 + 28 ND ND <1C ND
7 06 = 005 83 = 01 ND ND ND ND
T8 1.0 = 007 256 = 1.8 ND ND ND ND
9 1.2 = 009 460 = 59 ND ND “LC ND
Lago de Xochimilco 2016 pel?! pgl!
WX1 022 = 002 2. = 02 ND ND <LC ND
wXx2 020 = 001 2 = 03 ND ND ND ND
wXx3 0.14 = 001 21 01 ND ND ND ND

ND: No detectado
NA: No analizado
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Cuadro 24. Determinacion de PPCPs en sedimento.

Sitio Afio  UAE-SPME-GC-MS (n=2) UAE-SBSE-GC-MS (n=2)
Ibuprofeno Naproxeno Triclosan Ibuprofeno Naproxeno
Rio Tula 2015 ngg’ ngg’ ngg’
Temporada seca
SHI1 LC 31 = 02 ND NA NA
SH2 LC 27 + 08 1.0 + 01 NA NA
SH3 <LC 3.7 = 02 1.0 = 0.1 NA NA
SH4 LC 1.8 + 04 ND NA NA
SHS <LC ND 1.5 + 0.1 NA NA
Lago de Xochimilco 2016
5X1 ND ND NA ND ND
SX2 ND ND NA ND ND
SX3 ND ND NA ND ND

ND: No detectado
NA: No analizado

Cuadro 25. Determinacién de PPCPs en pescado.

Sitio Afio UAE-SPME-GC-MS (n=2) UAE-SBSE-GC-MS (n=2)
Ibuprofeno Naproxeno Ibuprofeno Naproxeno
Lago de Xochimilco 2016 ngg' ngg’
PX1 <1C <LC ND ND
PX2 ND ND ND ND

ND: No detectado
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8. CONCLUSIONES

1. Se desarrollaron 6 métodos analiticos basados en microextraccion en fase sélida (SPME),
extraccioén por sorcion con barra de agitacion (SBSE) y extraccion asistida con ultrasonido
(UAE), seguido del andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) para la determinacion simultanea de ocho PPCPs (ibuprofeno, naproxeno,
ketoprofeno, diclofenaco, clorofeno, triclosan, bisfenol A y estrona) en muestras de agua,
sedimento y pescado.

2. Se contribuy6 con 6 métodos nuevos para la determinacion PPCPs en agua, sedimento y
pescado. Los métodos desarrollados utilizan una cantidad o volumen de muestra reducido (mg o
mL), la preparacion de muestra es selectiva para los analitos y el consumo de reactivos es
menor en comparacion con algunos métodos descritos en la bibliografia. Por lo anterior, estos
métodos son alternativas analiticas rapidas, sencillas, sensibles y amigables con el ambiente.

3. Los métodos desarrollados en este proyecto se validaron para el analisis de PPCPs a nivel de
trazas (ng L™, pg L™ y ng g™*) en agua, sedimento y pescado. Los métodos basados en SPME y
SBSE mostraron buena precision, linealidad y recobro sin utilizar un estandar interno,
comprobando que los sistemas de extraccion de las técnicas de preparacion de muestra
miniaturizadas presentan buen desempefio analitico a pesar de la complejidad de las matrices
estudiadas.

4. Los métodos basados en SPME presentaron mayor precision en comparacion con los métodos
por SBSE, lo cual es una caracteristica deseable para el analisis de PPCPs a nivel de trazas y
ultra trazas.

5. La sensibilidad de los métodos basados en SBSE fue mayor con respecto a SPME, demostrando
que la SBSE es una técnica de preparacion de muestra con mayor capacidad para extraer a los
analitos de las matrices estudiadas. Sin embargo, el efecto de dilucién por adicion del agente
derivatizante disminuy0 la respuesta analitica, disimulando menor sensibilidad en comparacion
con SPME.

6. Los métodos desarrollados basados en SPME, SBSE y UAE se aplicaron a muestras de agua y
sedimento del Rio Tula; agua de los Rios Culiacan, Humaya y Tamazula; agua, sedimento y
pescado del Lago de Xochimilco. Se determinaron algunos PPCPs como ibuprofeno,
naproxeno, triclosan y diclofenaco en todas las muestras analizadas, evidenciado la
contaminacion emergente en los sitios estudiados.
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11.
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13.

El anélisis de agua del Rio Tula (afio 2015) por SPME-GC-MS, evidencid la presencia de
ibuprofeno, naproxeno y triclosan en un orden de concentracién entre 50 y 500 ng L™. Los
resultados cuantitativos de la temporada de lluvias y secas se compararon, esperando observar
el efecto de dilucion de las lluvias, sin embargo, no se observaron diferencias importantes en la
concentracion de los PPCPs. Este resultado podria indicar que los afluentes del rio y la continua
descarga de agua residual son factores que evitan diferenciar el efecto de dilucion en las
muestras.

El andlisis de sedimento de Rio Tula, demostré que el coeficiente de distribucion
agua/sedimento del naproxeno y el triclosan es menor en comparacién con el ibuprofeno. Por lo
anterior, ambos analitos se determinaron en mayor concentracion en el sedimento.

El analisis de agua del Rio Tula (afio 2016), evidencio la presencia de ibuprofeno y naproxeno
en un orden de concentracién entre 1 y 50 pug L™. Los resultados cuantitativos demostraron que
las zonas urbanas e industriales estan directamente relacionadas con la presencia y distribucion
de los PPCPs en los compartimentos ambientales.

El andlisis de agua de los Rios Culiacan, Humaya y Tamazula por SPME-GC-MS, evidencio la
presencia de ibuprofeno en todas las muestras analizadas. La concentracion de ibuprofeno tuvo
un orden de concentracién entre 10 y 100 ng L. Asi mismo, se determiné naproxeno, triclosan
y diclofenaco en la muestra WS6. Dicha muestra se recolectd en una zona cercana al efluente de
una planta de tratamiento de aguas residuales, corroborando que el agua tratada es una via
principal de distribucion de los PPCPs en el ambiente.

El analisis de agua del Lago de Xochimilco por SPME-GC-MS, evidenci6 la presencia de
ibuprofeno y naproxeno en todas las muestras analizadas. El analisis por SPME, permitio
cuantificar a los analitos en un orden de concentracién entre 0.2 y 5 pug L™. La concentracion
del naproxeno fue mayor con respecto al ibuprofeno, lo cual podria estar asociado a un mayor
consumo y desecho del farmaco o una tasa de degradacion menor en el ambiente.

El analisis de pescado del Lago de Xochimilco por UAE-SPME-GC-MS permitié identificar
ibuprofeno y naproxeno a nivel de ruido en musculo de tilapia, demostrando que es factible
estudiar la distribucion de los PPCPs en el pescado nativo del lago. Sin embargo, es necesario
efectuar un mayor nimero de analisis y realizar un muestreo representativo para corroborar la
presencia de los analitos en el musculo de pescado.

La determinacion de PPCPs en agua de los Rios Tula, Culiacan, Humaya y Tamazula, asi como
en el Lago de Xochimilco, evidencié que la contaminacion emergente en México es una
realidad que requiere ser atendida mediante planes de estudio y monitoreo, ya que las
concentraciones de PPCPs determinadas en los cuerpos de agua analizados pueden ser
superiores a ng L™, implicando un mayor riesgo ecotoxicolégico.
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9. PERSPECTIVAS

Con base en los resultados de este trabajo, se proponen las siguientes perspectivas para complementar
algunos aspectos experimentales en el analisis de los PPCPs:

1. Como una nueva propuesta para el analisis rutinario de PPCPs a nivel de trazas, es importante
realizar un estudio estadistico de las capacidades funcionales de los dispositivos de SPME y
SBSE para determinar la durabilidad y el nimero de analisis que se puedan realizar para cada
matriz estudiada.

2. Con base en la informacion obtenida de la extraccién con disoluciones acuosas, se propone
implementar los métodos desarrollados para el analisis de otros PPCPs y disruptores
endocrinos.

3. Estudiar la distribucion de PPCPs en un sistema agua/sedimento controlado (estatico y en flujo
continuo) para calcular la movilidad de los contaminantes y describir la cinética de la
transferencia de masa entre las matrices. Con la informacion obtenida, determinar la
biodisponibilidad de los contaminantes en los compartimentos ambientales.

4. Estudiar la influencia del porcentaje de materia organica en el sedimento y su relacién con la
sorcion de los PPCPs.

5. Estudiar el efecto de matriz en sedimento y pescado para elucidar los factores que disminuyen
la sensibilidad en el analisis de los PPCPs para establecer un valor cuantitativo de robustez para
los métodos desarrollados.

6. Realizar un muestreo representativo de las muestras de pescado para evaluar el desempefio de
los métodos por UAE-SPME-GC-MS y UAE-SBSE-GC-MS.

7. Implementar los métodos desarrollados para su aplicacion en otras matrices ambientales como
agua residual y suelo.
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11. ANEXOS

11.1. Regresiones lineales
11.1.1.  Andlisis de agua por SPME-GC-MS

Cuadro 26. Regresion lineal: analisis de agua por SPME-GC-MS.

Regresion lineal lbuprofeno Clorofeno Naproxeno  Triclosan Ketoprofeno Diclofenaco Bisfenol A Estrona

m 25.5 115 3.5 6.3 8.1 4.1 4.8 1.7

b 219.3 73.9 69.8 129.4 47.0 282.1 156.7 115.2

R 0.9992 0.9999 0.9995 0.9969 0.9994 0.9863 0.9994 0.9995

R? 0.9984 0.9999 0.9990 0.9939 0.9989 0.9728 0.9988 0.9990
11.1.2.  Andlisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS

Cuadro 27. Regresion lineal: analisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS.

Regresion lineal Ibuprofeno Clorofeno Naproxeno  Triclosan Ketoprofeno Diclofenaco Bisfenol A Estrona

m 1458.2 1039.8 269.1 394.3 78.3 203.1 25.8 17.3

b 878.3 597.0 358.7 460.0 414.3 390.7 654.0 1286.6

R 0.9998 0.9991 0.9960 0.9903 0.9972 0.9971 0.9726 0.9776

R? 0.9997 0.9981 0.9920 0.9808 0.9944 0.9943 0.9459 0.9556
11.1.3.  Andlisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS

Cuadro 28. Regresion lineal: analisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS.

Regresion lineal Ibuprofeno Clorofeno Naproxeno  Triclosan Ketoprofeno Diclofenaco Bisfenol A Estrona

m 204402 943582 50378 461716 23585 33741 38746 22964

b -15314  -442790 16831  -108626 32284 9234 -71683 -23210

R 0.9991 0.9958 0.9993 0.9909 0.9953 0.9977 0.9778 0.9789

R? 0.9981 0.9917 0.9986 0.9819 0.9906 0.9953 0.9560 0.9582
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11.1.4.  Anélisis de agua por SBSE-GC-MS

Cuadro 29. Regresion lineal: analisis de agua por SBSE-GC-MS.

Regresion lineal lbuprofeno Clorofeno Naproxeno  Triclosan Ketoprofeno Diclofenaco Bisfenol A Estrona

m 387436 531269 176293 221329 147530 42375 93512 48546
b -4092  -522314 83378 -43068 -30738 5592 -65880 -31461
R 0.9781 0.9736 0.9635 0.9735 0.9556 0.9701 0.9707 0.9719
R 0.9567 0.9480 0.9283 0.9477 0.9131 0.9410 0.9422 0.9446

11.1.5.  Analisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS

Cuadro 30. Regresion lineal: analisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS.

Regresion lineal Ibuprofeno Clorofeno Naproxeno  Triclosan Ketoprofeno Diclofenaco Bisfenol A Estrona

m 40080 40079 17295 33885 72342 6485 9177 3033
b 176543 -73456 142531 193401 52369 296343 -50872 77019
R 0.9839 0.9872 0.9673 0.9893 0.9917 0.9830 0.9769 0.9790
R? 0.9680 0.9745 0.9356 0.9787 0.9835 0.9663 0.9543 0.9584

11.1.6.  Andlisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS

Cuadro 31. Regresion lineal: analisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS.
Regresion lineal Ibuprofeno Clorofeno Naproxeno  Triclosan Ketoprofeno Diclofenaco Bisfenol A Estrona

m 55673 56943 128286 135381 36040 72511 22537 13690
b 75863 205206 235850 240927 -26662 405812 47230 21573
R 0.9800 0.9729 0.9738 0.9829 0.9861 0.9872 0.9327 0.9946
R? 0.9604 0.9466 0.9483 0.9661 0.9724 0.9746 0.8700 0.9892

11.1.7.  Validacion del sistema cromatografico GC-MS

Cuadro 32. Regresion lineal: validacion del sistema GC-MS.
Regresion lineal Ibuprofeno Clorofeno Naproxeno  Triclosdn Ketoprofeno Diclofenaco Bisfenol A Estrona

m 976177 485060 457827 233055 212234 45474 89565 61390
b -14375 6121  -124014 -23103 -313066 -47087 -1806 -65642
R 0.9943 0.9834 0.9943 0.9904 0.9953 0.9950 0.9778 0.9928
R? 0.9886 0.9670 0.9885 0.9808 0.9906 0.9900 0.9562 0.9856
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11.2.

11.2.1.

Area

Area

Area

Area

Curvas de calibracion
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3.0E+03
2.4E+03
1.8E+03
1.2E+03
6.0E+02
0.0E+00

0.0 200 40.0 600 80.0 100.0

ng L

Naproxeno

5.0E+02

4.0E+02

3.0E+02

2.0E+02

1.0E+02

0.0E+00 - T T T T )
0.0 20.0 400 60.0 80.0 100.0

ng L1

Ketoprofeno

9.0E+02

7.2E+02

5.4E+02

3.6E+02

1.8E+02

0.0E+00 -~ T T T T |
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0

ng L1

Bisfenol A
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6.4E+02

4.8E+02

3.2E+02

1.6E+02

0.0E+00 - T T T T )
0.0 200 400 60.0 80.0 100.0

ngL*

Anélisis de agua por SPME-GC-MS

Area

Area

Area

Area

Clorofeno

1.5E+03
1.2E+03
9.0E+02
6.0E+02
3.0E+02
0.0E+00

0.0 200 40.0 600 80.0 100.0

ng L
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ng L
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0.0E+00 - T T T T )
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ng L1
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Figura 50. Curvas de calibracion para el anélisis de agua por SPME-GC-MS.
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11.2

Area

Area

Area

Area

2. Andlisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS
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Ketoprofeno
0.0 2.0 4.0 6.0 80 100
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Area
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Figura 51. Curvas de calibracion para el analisis de sedimento por UAE-SPME-GC-MS.
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11.2.3.  Andlisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS
Ibuprofeno Clorofeno
2.1E+06 1.0E+07
1.7E+06 8.0E+06
§ 13E+06 § 60E+06
<L 8.4E+05 <L 4.0E+06
4.2E+05 2.0E+06
0.0E+00 - T T T T 1 0.0E+00 - T T T T ]
0.0 2.0 4.0 6.0 80 100 0.0 2.0 4.0 6.0 80 100
nggt nggt
Naproxeno Triclosan
5.5E+05 5.0E+06 -
4.4E+05 4.0E+06
§ 33E+05 § 3.0E+06 ¢
< 2.2E+05 < 2.0E+06
1.1E+05 1.0E+06
0.0E+00 - ; ; ; ; . 0.0E+00 - ; ; ; ; .
0.0 2.0 4.0 6.0 80 100 0.0 2.0 4.0 6.0 80 100
ngg! nggt
Ketoprofeno Diclofenaco
3.0E+05 4.0E+05
2.4E+05 3.2E+05
§ 18E+05 § 24E+05
< 1.2E+05 << 1.6E+05
6.0E+04 8.0E+04
0.0E+00 - ; ; ; ; . 0.0E+00 ; ; ; ; .
0.0 2.0 4.0 6.0 80 100 0.0 2.0 4.0 6.0 80  10.0
ngg?! ngg?!
Bisfenol A Estrona
3.5E+05 2.5E+05
2.8E+05 2.0E+05 -
§ 21E+05 § 15E+05
< 1.4E+05 << 1.0E+05
7.0E+04 - 5.0E+04 .
( J L J
0.0E+00 +—&— ; ; ; . 0.0E+00 : ; ; ; .

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

ngg*

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

ng g

Figura 52. Curvas de calibracion para el anlisis de pescado por UAE-SPME-GC-MS.
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11.2.4.

Area

Area

Area

Area

Ibuprofeno

5.0E+06

4.0E+06 L

3.0E+06

2.0E+06

1.0E+06

0.0E+00 T T T T ]
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

ng mL!

Naproxeno

2.5E+06

2.0E+06

1.5E+06

1.0E+06

5.0E+05

0.0E+00 - T T T T )
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

ng mL!

Ketoprofeno

2.0E+06

1.6E+06

1.2E+06

8.0E+05

4.0E+05 -

0.0E+00 - T T T T )
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

ng mL!

Bisfenol A

1.5E+06

1.2E+06

9.0E+05

6.0E+05

3.0E+05

0.0E+00 - T T T T |
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

ng mL!

Analisis de agua por SBSE-GC-MS

Area

Area

Area

Area
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6.0E+06
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3.6E+06

2.4E+06

1.2E+06

0.0E+00 - T T T T ]
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
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0.0E+00 - T T T T )
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
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4.0E+05
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2.0E+05
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0.0E+00 - T T T T )
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
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Figura 53. Curvas de calibracion para el analisis de agua por SBSE-GC-MS.
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11.2.5.  Andlisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS
Ibuprofeno Ketoprofeno
2.5E+06 4.0E+06
2.0E+06 3.2E+06
S 1.5E+06 v 3 2.4E+06
< 1.0E+06 <L 1.6E+06
5.0E+05 P 8.0E+05
0.0E+00 - T T T T 1 0.0E+00 - T T T T ]
00 100 200 300 400 500 00 100 200 300 400 500
nggt ngg*
Naproxeno Triclosan
2.0E+06 4.0E+06
1.6E+06 3.2E+06
s 1.2E+06 - g 2.4E+06
< 8.0E+05 < 1.6E+06
4.0E+05 P 8.0E+05
0.0E+00 - . . . . ) 0.0E+00 + . . . . )
00 200 400 600 80.0 100.0 00 200 400 600 80.0 100.0
ngg* ng gt
Clorofeno Diclofenaco
4.0E+06 4.5E+06
3.2E+06 3.6E+06
S  2.4E+06 s 2.7E+06 .
S £ 1 .
< 1.6E+06 < 1.8E+06
8.0E+05 9.0E+05 P
0.0E+00 - . . . . ) 0.0E+00 + . . . . )
00 160 320 480 640 800 0.0 1200 240.0 360.0 480.0 600.0
ngg* ngg*
Bisfenol A Estrona
3.0E+06 2.0E+06
2.4E+06 1.6E+06
3 1.8E+06 S 1.2E+06
< 1.2E+06 < 8.0E+05
6.0E+05 4.0E+05
0.0E+00 - . . . . ) 0.0E+00 . . . . )

0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0

ngg*

0.0 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0

nggt

Figura 54. Curvas de calibracion para el anélisis de sedimento por UAE-SBSE-GC-MS.
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11.2.

Area

Area

Area

Area

6.  Analisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS

Ibuprofeno
1.5E+06
1.2E+06
9.0E+05
6.0E+05
3.0E+05
0.0E+00 + . . ; . ,
0.0 5.0 100 150 200 25.0
ngg?!
Naproxeno
1.0E+06
8.0E+05
6.0E+05
4.0E+05
2.0E+05 .
0.0E+00 + : : : . .
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
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8.0E+05
6.0E+05
4.0E+05
2.0E+05
3
0.0E+00 + : : : . .
0.0 5.0 100 150 200 25.0
ngg?!
Estrona
4.0E+05
3.2E+05
2.4E+05
1.6E+05
8.0E+04
0.0E+00 + : : : . .

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

ngg*

Area

Area

Area

Area

Clorofeno

2.0E+06

1.6E+06

1.2E+06

8.0E+05

4.0E+05 *

0.0E+00 - T T T T ]
0.0 5.0 100 150 200 250

ng g

Triclosan

1.0E+06

8.0E+05

6.0E+05

4.0E+05

2.0E+05

0.0E+00 - T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

ngg?

Diclofenaco

2.5E+06

2.0E+06

1.5E+06

1.0E+06

5.0E+05

0.0E+00 - T T T T )
0.0 5.0 100 150 200 250

ngg?

Bisfenol A

3.5E+05

2.8E+05

2.1E+05

1.4E+05
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Figura 55. Curvas de calibracion para el analisis de pescado por UAE-SBSE-GC-MS.
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11.2.

Area

Area

Area

Area

7. Analisis de PPCPs por GC-MS

Ibuprofeno
1.5E+06
1.2E+06
9.0E+05
6.0E+05
3.0E+05
0.0E+00 - : . . . . )
00 02 04 06 08 10 12
mg L
Naproxeno
1.5E+06
1.2E+06
9.0E+05
6.0E+05
3.0E+05
0.0E+00 - : . . . )
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
mg Lt
Ketoprofeno
2.5E+06
2.0E+06
1.5E+06
1.0E+06
5.0E+05
0.0E+00 - : . . . )
0.0 2.4 4.8 7.2 96 120
mg L
Diclofenaco
7.0E+05
5.6E+05
4.2E+05
2.8E+05
1.4E+05
0.0E+00 - . . . . )

0.0 3.0 6.0 9.0 120 150

mg Lt

Area

Area

Area

Area

Clorofeno

1.0E+06

8.0E+05

6.0E+05

4.0E+05

2.0E+05

0.0E+00 + T T T T
0.0 0.4 0.7 11 14 1.8

mg L

Triclosan

7.0E+05
5.6E+05
4.2E+05
2.8E+05
1.4E+05
0.0E+00

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

mg L1

Estrona

7.0E+05

5.6E+05

4.2E+05

2.8E+05

1.4E+05

0.0E+00 - T T T T )
0.0 2.4 4.8 7.2 9.6 12.0

mg L
Bisfenol A
6.0E+05
4.8E+05
3.6E+05
2.4E+05
1.2E+05
0.0E+00 -+ T T r \
0.0 15 3.0 45 6.0
mg Lt

Figura 56. Curvas de calibracion de la validacion del sistema GC-MS.
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11.3. Cromatogramas
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Figura 57. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH1 (temporada de lluvias).
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Figura 58. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH2 (temporada de lluvias).
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH3 (temporada de lluvias).
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH4 (temporada de lluvias).
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Figura 61. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WHS5 (temporada de lluvias).
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Abundancia

Figura 62.

Abundancia

Figura 63.
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH1 (temporada seca).
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH2 (temporada seca).
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Abundancia

Figura 64.

Abundancia

Figura 65.
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH3 (temporada seca).
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH4 (temporada seca).
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Figura 66. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WH5 (temporada seca).
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Figura 68.
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de sedimento por UAE-
SPME-GC-MS: Muestra SH1 (temporada seca).
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de sedimento por UAE-
SPME-GC-MS: Muestra SH2 (temporada seca).
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Figura 71. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de sedimento por UAE-
SPME-GC-MS: Muestra SH5 (temporada seca).
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Figura 78. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WS7.
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Figura 79. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra T1.
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Figura 80. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra T2.
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra T8.
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Figura 87. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra T9.
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Figura 88. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del anélisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T1.
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Figura 89. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T2.
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Figura 90. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T3.
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Figura 91. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T4.
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Figura 92. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T5.
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Figura 93. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T6.
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Figura 94. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T7.
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Figura 95. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T8.
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Figura 96. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra T9.
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WX1.
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Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WX2.
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Figura 99. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SPME-GC-
MS: Muestra WXa3.
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Figura 100. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra WX1.
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Figura 101. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra WX2.
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Figura 102. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de agua por SBSE-GC-
MS: Muestra WXa3.
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Figura 103. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de sedimento por
UAE-SPME-GC-MS: Muestra SX1.
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Figura 104. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de sedimento por
UAE-SPME-GC-MS: Muestra SX2.
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Figura 105. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de sedimento por
UAE-SPME-GC-MS: Muestra SX3.
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Figura 106. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de sedimento por
UAE-SBSE-GC-MS: Muestra SX1.
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Figura 107. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del analisis de sedimento por
UAE-SBSE-GC-MS: Muestra SX2.
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Figura 108. Cromatograma por monitoreo selectivo de iones (SIM) del andlisis de sedimento
por UAE-SBSE-GC-MS: Muestra SXa3.
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