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Area de estudio: Quimica Biomédica

Propésito y Método de Estudio:

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), son generados por una gran variedad
de procesos antropogénicos, principalmente por procesos industriales. La importancia de estos
compuestos radica, en que son capaces de causar dafio a la salud humana en concentraciones
del orden de ng/L, y que permanecen en el ambiente por largos periodos de tiempo sin alterar
sus propiedades toxicas, ademas sus propiedades fisicoquimicas los hacen ubicuos en el medio
ambiente. El problema principal en la deteccién de este tipo de compuestos en matrices
ambientales, es la buena eleccién de las técnicas de extraccion, ya que muchos de los métodos
disponibles estan basados en procesos laboriosos, largos, que necesitan gran cantidad de
muestra y que ademas generan mas residuos al ambiente a partir del proceso mismo. Nuestro
objetivo en este trabajo fue el desarrollo y evaluacion de diversos métodos de extraccion para
agua de rio y sedimento de rio a la extraccién de hidrocarburos aromaticos policiclicos utilizando
HPLC con detector de ultravioleta y fluorescencia para la deteccion.

Conclusiones y Contribuciones:

Fueron evaluados cinco procesos de extraccion para agua de rio y otros tres para sedimento. En
el caso del agua se eligio la SPME-INM como la mejor técnica para la determinacion de PAHs en
esta matriz, el método fue validado y aplicado a las muestras de agua analizadas durante el
muestro. Por otra parte, en el sedimento, se selecciond la técnica de Sonicacion-SPEde como la
mas adecuada para la extraccion de PAHs en esta matriz, el procedimiento fue validado y
aplicado a las muestras provenientes del rio Pesqueria.
Se realizé un muestreo de 8 puntos a lo largo del rio Pesqueria en los meses de marzo, abril y
mayo del 2008, las muestras fueron procesadas con los métodos de extraccion previamente
optimizados y validados en este estudio y fueron analizadas por HPLC UV/FLU.
Los resultados del muestreo hacen evidente la presencia de PAHSs en el rio Pesqueria, en todas
las muestras de agua y sedimento se encontré por lo menos una sefal correspondiente a un
PAHs. En las muestras de agua correspondientes al mes de abril se encontré fluoreno en
concentraciones de 0.390, 0.527, 0.455, 0.660, 0.390, 0.365, 0.620 y 0.722 pg/L en las
estaciones 12 la 8 respectivamente. El fenanteno fue encontrado en concentraciones de 0.520,
0.115y 0.235 pg/L en las muestras de agua colectadas en el mes de abril de las estaciones 4, 6
y 8. Por otra parte, el sedimento en la estacion 5 en el mes de mayo fue el mas contaminado, se
encontraron 4 PAHs en concentraciones de 0.32 mg/kg para B[b]F, 0.058 mg/kg para BIk]F,
0.085 mg/kg para el B[a]P y de 0.070 mg/kg para el B[ghi]P. El B[b]F fue encontrado también en
la estacion 7 en las muestras correspondientes al mes de mayo.
FIRMA
DIRECTORA

Dra. Rocio Castro Rios
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CAPITULO |

INTRODUCCION

“El medio ambiente y los seres humanos son innegablemente, entidades inseparables”

Esta suficientemente probado que el cambio ambiental global tiene su origen en la
actividad humana; pues si bien los cambios ambientales se han producido durante

millones de afios, éstos se han exacerbado en las ultimas décadas.

El medio ambiente es el entorno que afecta y condiciona las circunstancias de vida de
las personas o la sociedad en su conjunto. Comprende valores naturales, sociales y
culturales existentes en un lugar y un momento determinado que influyen en la vida del
ser humano y en las generaciones venideras. Es decir, no se trata so6lo del espacio en el
que se desarrolla la vida sino que también abarca seres vivos, objetos, agua, suelo, aire

y las relaciones entre ellos [1],



1.1. El Agua

Ser inodora, insipida e incolora son quizas las caracteristicas mas conocidas del agua,
sin embargo, esto solo corresponde al agua quimicamente pura, en la naturaleza ésta

contiene sales minerales y otros compuestos en distintas proporciones.

Este elemento de la naturaleza es indispensable; no tiene sustituto y no se conoce
forma de vida que prescinda de ella. En nuestro planeta, el 69.7% del agua dulce se
encuentra congelada en los polos y glaciares, 30% esta bajo la tierra y solamente el

0.03% corresponde a la encontrada en rios y lagos superficiales [2],

El agua es un recurso tipificado como renovable; por mucho tiempo, no existio
preocupacion sobre el destino final de los residuos generados en diversos procesos y
se daba por hecho que la naturaleza “limpiaba” el ambiente; sin embargo, a medida que
la naturaleza y composicién de los residuos fue cambiando, al aumentar su cantidad y
complejidad, esta capacidad degradativa y amortiguadora del ambiente empezd a
alterarse. En la literatura se pueden encontrar diversos estudios sobre cémo

contaminantes transmitidos a través del aire, suelo y el agua pueden generar dafios a la

salud [3-5],

La vida actual depende en gran medida de productos quimicos, éstos son empleados
para multiples fines: proteger la salud, mejorar y aumentar la produccion de alimentos,

facilitar la vida diaria, etc. [1],



La contaminacion de fuentes superficiales de agua, es el resultado de una sucesion de
fendbmenos asociados: la urbanizaciéon, practicas agricolas, practicas pecuarias,

descargas industriales, turismo y navegacion, etc. [2],

Un litro de aguas residuales contamina 8 litros de agua dulce. En México, para el control
de la calidad de fuentes superficiales de agua, la CONAGUA cuenta con la Red
Nacional de Monitoreo, la cual lleva a cabo monitoreos sistematicos y permanentes en
aguas nacionales con el objetivo de obtener informacién representativa y confiable de la
calidad del agua en el pais segun los parametros considerados en la NOM-001-ECOL-

1996. (Tabla 1) [2],

Tabla I. Parametros de Calidad de Aguas Superficiales y Subterraneas. NOM-001-

ECOL-1996.
* Temperatura * Nitratos * Potasio
* pH « Nitritos » Sodio
* Conductividad * Amonio * Silice
* Turbiedad * Nitrégeno Kjeldahl * Mercurio
* Solidos Disueltos * Fosfatos * Cadmio
* Solidos Suspendidos * Sulfatos » Arsénico
Totales * Cloruros * Plomo
* DBOg * Hierro * Cobre
* DQO * Manganeso + Conformes Fecales y
* Oxigeno Disuelto * Calcio Totales
* Alcalinidad * Magnesio * Pesticidas

1.2. Contaminantes Organicos Persistentes

Los Contaminantes Organicos Persistentes (COPs), son un grupo de sustancias que
poseen caracteristicas particulares: persistencia (no se descomponen rapidamente),

son compuestos organicos (con una estructura molecular basada en el carbono) y



contaminantes (en el sentido de ser muy téxicos). Ademas, los COPs son solubles en
grasas y por consiguiente se acumulan en los tejidos vivos. Estas sustancias se
transportan a grandes distancias y se han dispersado por todo el mundo, encontrandose
en el agua, suelo, sedimentos, animales y personas, incluso en el Artico y en lugares

muy alejados de donde originalmente fueron liberados.

La presencia de estas sustancias representa un riesgo para la salud humana y para el

equilibrio ecolégico [1,6,7].

1.2.1. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), son considerados como COPs. Es un
grupo de mas de 100 compuestos formados al menos por dos anillos fusionados de
benceno, los cuales difieren en el niumero y posicién del anillo aromatico.

Son generados a partir de la combustion incompleta de diversas sustancias como:
carbon, aceite, gas, basura e incluso tabaco o carne asada. Debido a la diversidad de
procesos que los generan, se consideran contaminantes ubicuos. En la figura 1, se

muestra el movimiento de los PAHs en el ambiente. [6-8]
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Figura 1. Transferencia de los PAHs en las diversas matrices ambientales.



La absorcién de los PAHs en mamiferos ocurre por inhalacién, contacto dérmico o, en
menor frecuencia, por ingestion. En suelo, la absorcion de PAHs es directamente
proporcional al contenido de materia organica y al mayor peso molecular del PAHs e
inversamente proporcional al tamafo de las particulas del suelo. Las plantas pueden
absorberlos a través de las raices en suelos contaminados. Los PAHs de menor peso

molecular se absorben mas rapidamente que los de mayor peso molecular [6],

Los PAHs individualmente poseen diferentes niveles de toxicidad y caracteristicas

fisicoquimicas, uUnicamente 16 de ellos son considerados por la EPA, la OMS y la CE,

como contaminantes prioritarios debido a sus efectos carcinogénicos (tabla Il) [6-8],

Tabla Il. Propiedades fisicoquimicas de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Compuesto PM FM SOlllfnbgi;/iEad Ilfg \ll:;rsser;S?g alft<r*;1
ow kPa m3/mol
Naftaleno (2) 128 CqoHg 31.0 3.37 0.012 4.5x10"%
Acenaftileno (3) 152 C12H8 35 3.98 0.004 -
Acenafteno (3) 154 Ci2H10 3.9 407 5.81x10 2.4x10'
Fluoreno (3) 166 Ca3H10 1.98 4.18 4.16x10s 7.4X105
Fenantreno (3) 178 ® T 0.073 4.45 2.26x10’6 2.7x10'
Antraceno (3) 178 c-uHio 1.3 4.45 9.04x10 1.8x10'6
Fluoranteno (3) 202 Ca6Hao0 0.26 4.90 0.0012 Pa 1.95X10"3
Pireno (4) 202 C16H10 0.14 4.88 3.33x107 1.3x10%
Benzo[a]antraceno (4) 228 Ci18H12 0.04 5.61 2.93x10" 1.2x10'6
Criseno (4) 228 C18H12 0.002 5.16 8.38x10'8 -
Benzo[b]fluoranteno (5) 252 C20H12 0.0002 6.04 6.66x10°8 -
Benzo[k]fluoranteno (5) 252 C20H12 6.0x10' 6.06 7.86x1012 2.7x10'7
Benzo[a]pireno (5) 252 C20H12 3.8x10"3 6.06 7.45x10°1° 7.4x10'%
Indeno[1,2,3-cd]pireno (6) 276 C22H12 5.3x10"2 6.58 1.33x10'12 -
Dibenzo[a,h]antraceno (5) 278 C22H14 3.0x10 6.50 1.33x10"" 2.0x10"
Benzo[ghi]perileno (6) 276 C22H12 5.3x10"2 6 84 1.39x10'11 2.0x10'7

PM. Peso molecular, FM. Férmula molecular, Koyes el coeficiente particion octanol-agua, K, la constante de Henry,
el nimero entre paréntesis corresponde al nimero de anillos, - no se encontrd



Su distribucion y comportamiento en el ambiente dependen de sus caracteristicas, son
compuestos no polares o débilmente polares que tienen afinidad por las fases
organicas, presentando una baja solubilidad en agua. Los PAHs de alto peso molecular
son mas resistentes a la biodegradacion que aquellos constituidos por 2 6 3 anillos. En
la figura 2, se presentan las formulas estructurales de los 16 PAHs considerados como

contaminantes prioritarios [6-8],

Naftaleno Acenafteno Fluoreno

Benzo[k]fluoranteno

Benzo[a]antraceno Criseno

R

(XL

Benzo[a]pjreno Dibenzo[a,h]antraceno Benzo[g,h,i]perileno Indeno[1,2,3-c,d]perileno

N
Z

Figura 2. Estructura de los 16 PAHs considerados como contaminantes prioritarios.



1.2.1.1.Toxicidad de los PAHs

Los principales dafios de los PAHs en la salud humana se centran en sus propiedades
genotoxicas  (teratogénicas, mutagénicas y carcinogénicas). Los mas potentes
carcinégenos son el benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno y el dibenzo[a,h]antraceno. Otro
tipo de alteraciones estan poco probadas pero pueden incluir efectos adversos en la

reproduccion, desarrollo e inmunidad [9],

La IARC (Agencia Internacional de Investigacion del Cancer) incluye en su clasificacion
de quimicos a seis PAHs. El benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno y dibenzo[a,h]antraceno
se encuentran enlistados en el grupo 2A como probables carcinbgenos humanos, esto
quiere decir que hay limitada evidencia de carcinogenicidad en humanos pero suficiente
en animales y se ha demostrado su relacion causal en multiples especies en
experimentos independientes; el benzo[blfluoranteno, benzo[klfluoranteno y el indeno
[1,2,3-c,d]pireno se encuentran incluidos en el grupo 2B, en el que se agrupan los
posibles carcinégenos, es decir sustancias para las cuales no existe evidencia suficiente
en humanos, pero si en animales de la relacion entre la exposicion al agente y el

desarrollo de cancer [10,11],



1.2.2. Legislacion de COPs

Los contaminantes organicos persistentes cruzan las fronteras de los paises y pueden
alterar ecosistemas y afectar la salud humana en lugares distantes del lugar de origen e
incluso en zonas mas alla de la jurisdiccion nacional, especialmente en el ambiente

marino.

El Convenio de Estocolmo es el instrumento internacional que regula el tratamiento de
las sustancias toxicas auspiciado por el Programa de Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (PNUMA). Este convenio ha sido el resultado de afios de negociacion para
obtener compromisos legales de los paises que obliguen de manera urgente a la
eliminacion de todos los Compuestos Organicos Persistentes (COPs). ElI Convenio
propone una lista de compuestos sobre los que es preciso emprender acciones de

forma prioritaria.

México firmé el Convenio de Estocolmo en mayo del 2001, siendo ratificado por el
Senado de la Republica en octubre del 2002 y notificado al Secretariado del Convenio
en febrero del 2003. De este modo, nuestro pais es parte contratante de este Convenio

y los compromisos adquiridos son parte de nuestro marco normativo ambiental.

El caracter carcinogénico de algunos PAHs ha hecho necesaria su inclusién en la
legislacion ambiental. Los limites maximos permitidos difieren de acuerdo al organismo

regulador y la matriz ambiental [6-8],

En México, en lo general, la NOM-052-SEMARNAT-1993 enlista las sustancias que por
sus caracteristicas especificas y toxicidad al ambiente son consideradas un residuo

peligroso, en este listado no se hace referencia a los PAHs [12],



En lo concerniente a agua superficial, la normatividad que regula los niveles maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes
nacionales es la NOM-001-ECOL-1996 (los parametros considerados en esta norma, se
enlistaron en la Tabla 1), los PAHs no se contemplan como parametro en la evaluacién

de la calidad del agua [13],

La Ley Federal de Derechos (Capitulo VIl Articulo 224) contempla limites maximos
permisibles para PAHs en descargas de agua residual que regresen a su fuente original
0 que sean vertidas en cualquier otro sitio; los PAHs se encuentran regulados en
general y ademas se considera individualmente a dos de ellos. En la tabla lll, se

muestran los valores contemplados en esta ley para hidrocarburos aromaticos [14],

Tabla Ill. Limites maximos permisibles para PAHs marcados en la Ley Federal de

Derechos.
Sustancia Quimica 1 2 3 4
Acenafteno 0.2 - 0.02 0.01
Naftaleno - - 0.02 0.02

0.1
unidades mg/L

Hidrocarburos aromaticos  0.0001

Uso 1. Fuente de abastecimiento para uso publico urbano

Uso 2. Riego agricola

Uso 3. Proteccion de vida acudtica: agua dulce, incluye humedales
Uso 4. Proteccion a la vida acuatica. Aguas costeras y estuarios.

En suelo, los PAHs estan incluidos dentro de la NOM-138-SEMARNAT-2003, esta
norma establece los limites maximos permisibles para PAHs de forma individual y uso
especifico de suelo. En la tabla IV, se muestran las concentraciones maximas
permitidas para suelo. Los limites permisibles para PAHs en sedimento no se han

establecido en la legislacion mexicana [15],
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Tabla IV. Limites maximos permisibles para hidrocarburos especificos en suelo.

Uso de suelo

Compuesto Quimico Agricola® Residenciad Industrial
Benzo[a]pireno* 2 2 10
Dibenzo[a,h]antraceno* 2 2 10
Benzo[a]antraceno* 2 2 10
Benzolb]fluoranteno* 2 2 10
Benzo[k]fluoranteno* 8 8 80
Indeno[1,2,3-cd]pireno* 2 2 10

unidades mg/kg

1. Para usos de suelo mixto, debera aplicarse la especificacion al menor valor de los usos
de suelo involucrados.

2. Agricola incluye suelo forestal, recreativo y de conservacion.

3. Industrial incluye comercial.

4 La determinacion de hidrocarburos aromaticos polinucleares debera realizarse
Unicamente en los casos que se pretende demostrar que se estd cumpliendo con los
limites maximos permisibles.

Las normativas para aire NOM-044-SEMARNAT-2006, NOM-075-ECOL-1995, NOM-
085-ECOL-1994, NOM-086-ECOL-1994, NOM-042-ECOL-1999, NOM-041-ECOL-1999,
NOM-048-SEMARNAT-1993, regulan la cantidad de emisiones de hidrocarburos totales

en forma de gas y particulada, pero no se mencionan especificamente los PAHs [16-22],

1.3. Zona Metropolitana de Monterrey (ZMM)

El importante desarrollo industrial de Nuevo Ledn, ha contribuido de forma parcial al
acelerado crecimiento demografico en la ZMM. Esta zona esta constituida por 11
municipios conurbados (Figura 3) y cuenta con una poblacién superior a los tres y
medio millones habitantes, representando el 81.7% de la poblacion del Estado,
distribuidos en una superficie equivalente a menos del 5% del territorio, lo que ha
originado en las Uultimas dos décadas problemas de contaminacion del aire, agua y

suelo [23],
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Figura 3. Zona Metropolitana de Monterrey.

1.3.1. Fuentes de contaminacion en la ZMM

En la ZMM existen mas de siete mil instalaciones industriales, entre las cuales
destacan: la rama metalmecanica de maquinaria y equipo; quimica, hule y plasticos;
madera y muebles; alimentos, bebidas y tabacos; vidrio, ceramica y material para la
construccion; ademas, cuenta con una flota vehicular de mas de 450 mil vehiculos
automotores. Todo lo anterior genera mas de 1 000 toneladas diarias de emisiones a la
atmosfera y anualmente alrededor de 800 mil toneladas de contaminantes, de los
cuales, 51% corresponde a la industria y el 49% al parque vehicular, dando como

resultado la concentracion significativa de contaminantes.

Por otra parte, en la ZMM se generan aproximadamente 8.2 m3/s de aguas residuales,
2 120 toneladas diarias de residuos sdélidos municipales y 4 500 toneladas diarias de

residuos industriales [23,24],
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Todos estos residuos generan sustancias potencialmente toxicas al ambiente que
pueden afectar los cuerpos de agua superficiales por vias puntuales o dispersas. Una
vez descargadas en el ambiente acuatico, estas sustancias estan sujetas a procesos
fisicos, quimicos y biolégicos que van a definir sus concentraciones y destino en el
medio. Esos procesos incluyen transporte (dado por caracteristicas
advectivas/dispersivas del cuerpo de agua), adsorcion, volatilizacién, difusion, hidrdlisis,

fotolisis, biodegradacion, bioconcentracion y bioacumulacién [25],

1.3.2.Sistema hidrografico en Nuevo Leén

El estado de Nuevo Leén esta ubicado en la franja del norte de México, es una zona
arida y semiarida, moderada por la presencia de vientos humedos provenientes del
Golfo que tienen como barrera natural la Sierra Madre Oriental, ahi nacen los rios que
fluyen hacia la llanura del noreste.

México se divide en ftreinta y tres regiones hidrologicas; los rios de Nuevo Ledn se
encuentran en las regiones de Rio Bravo-Conchos, San Fernando-Soto La Marina,

Panuco y El Salado.

La ZMM estda rodeada por seis afluentes superficiales de corriente continua: los rios

Salinas, Pesqueria, Santa Catarina, San Juan, Ramos y Pilén.

De particular interés es el rio Pesqueria, ya que el 38.88% de sus 7 569 km2 de
extension recorre la Zona Metropolitana de Monterrey; se origina en Coahuila y
atraviesa los municipios de Garcia, Apodaca, Pesqueria, Los Ramones y Los Herreras;
sus aguas desembocan en el rio San Juan en los limites de China y Los Aldamas.
Recibe por su margen derecha los arroyos Topo Chico y Ayancual y por su margen

izquierda a los arroyos Salinas, Ramos y Mojarra [23,26,27],



CAPITULO I

ANTECEDENTES

2.1. Analisis de PAHs

Para la determinacion de PAHs en matrices ambientales complejas han sido
desarrolladas un gran numero de técnicas analiticas. EI mayor problema asociado con
el analisis de estos compuestos en el “mundo real” son: el muestreo, la pérdida por
almacenamiento, la preconcentracion, la limpieza del extracto y la necesidad de

procesos de extraccion eficientes y selectivos.

Los procesos de extraccidn tienen por propédsito separar al analito de interés del resto
de la matriz, siendo imprescindibles en el analisis de muestras con matrices complejas y
con analitos a concentraciones muy bajas. Este es un paso clave para la obtenciéon de

buenos resultados.
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En el caso de los PAHs el procedimiento de extraccion a utilizar dependera del tipo de

matriz de trabajo.

En la literatura existen multiples reportes donde se prueban y experimentan diversos
procedimientos para lograr una mayor eficiencia de extraccion de PAHs en matrices

ambientales.

En muestras de agua, una de las técnicas de extraccion tradicionales es la extraccion
liquido-liquido (LLE) no obstante, posee la desventaja de consumir grandes volumenes

de solventes y mucho tiempo en el procesamiento de la muestra [28-31],

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) apoya el desarrollo de nuevos
procedimientos de prueba, con la finalidad de que los analisis sean llevados a cabo mas
facilmente y se reduzcan los costos, la complejidad y el uso de sustancias peligrosas

[31].

A continuacién, se presenta un panorama de las técnicas de extraccién que han sido

reportadas para la determinaciéon de PAHs en diversas matrices ambientales [32-51],

m Agua
Powell en 1995 propuso la implementacion de un procedimiento de SPE con
fase amino para contaminantes organicos en agua por CG. Determiné naftaleno
y fluoranteno por este procedimiento y comparé las recuperaciones obtenidas
con la técnica de LLE. LLE di6 mejores resultados para el naftaleno; el

fluoranteno dio valores similares en ambos procedimientos [34],
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En 1999 Madachie et al., reportaron los efectos de los surfactantes no idnicos en
el analisis de contaminantes organicos en aguas naturales, para el estudio
emplearon pre-concentraciéon en linea con una columna ODS y el analisis fue
realizado por HPLC-UV. Los analitos analizados fueron: naftaleno, acenaftileno,
fluoreno, antraceno, fenantreno, pireno y criseno. Los limites de deteccion fueron
cercanos a 1 pig/L y las recuperaciones obtenidas se encontraron en el rango de
90-102%. Estos autores demostraron que la adicién de surfactantes tiene efecto

positivo en la extraccion y recuperacién de los PAHs de agua de rio [35],

Urbe I. y Ruana J. en 1997 estudiaron tres sistemas de SPE, dos en disco y uno
en columna con fase C,q para la extraccion de seis PAHs en agua por HPLC-
FLU. Las recuperaciones de la SPE en modalidad de cartucho estuvieron en
rangos de 58+14 a 105%, mientras que para los discos Cigde PTFE y fibra de

vidrio fueron de 75+15 a 931+5% [36],

Manoli E y Samara C., reportan en 1999, una revision general de las opciones
de anadlisis de PAHs en agua, mencionan la extracciéon liquido-liquido, Ila
extraccion en fase sdlida, la microextraccion en fase sélida e inmunosorbentes; y
a los métodos de andlisis como lo son CG-MS, CG-FID, HPLC UV-FLU, CCF-UV

o FLU, CFC -UV 0 MS y HPLC-MS [28],

En el 2002 Hou et al., reportan la aplicacion de la microextraccion en fase liquida
(LPME) estatica y dinamica para la determinacion de 6 PAHs en agua de rio. En
la LPME estatica se recuperaron 4 PAHs con RSD de 4.7-9%, mientras que en

la LPME dinamica recuperaron los 6 PAHs analizados con %RSD de 4.4 a 6%.
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En cuanto a los limites de deteccion para la primera modalidad estuvieron en el

rango de 1 a 3.5 pig/L, mientras que para la segunda de 0.35 a 0.60 pig/L [37],

Marién y Hurtubise en el 2004, desarrollaron la microextraccion liquido-liquido-
liquido (LLLME en inglés) para la extraccion de derivados hidroxilados de los

PAHSs utilizando electroforesis capilar-UV [38],

En el 2006 El-Beqgali et al., desarrollaron una técnica de microextraccion en
jeringa empacada (silice-Cg) acoplada en linea con CG-MS. Describen el
empacamiento en jeringa como una miniaturizaciéon de la SPE clasica y capaz

de obtener buenos resultados de recuperacion, alrededor el 70% [39],

Busetti F. et al. en el 2006 reportaron la determinacion de 16 PAHs en aguas
residuales en una planta de tratamiento en Italia. La técnica de extraccidon
empleada fue la SPE y analisis por HPLC-UV/FLU. Los resultados muestran que

las recuperaciones para todos los analitos son >70% con RSD de 5 al 13%. [40]

Fernandez-Gonzalez et al. en el 2007 reportaron la cuantificacion de PAHs en
agua con el empleo de la SPME CG-MS-MS. Los autores reportan la
recuperacion de practicamente el 100% en todas las muestras, alcanzando

limites de deteccion de 0.07 a 0.76 ng/L [41],

En el 2007 Lui et al. reportaron el empleo de la microextracciéon de flujo continuo
acoplado a CG-MS para la determinaciéon de PAHs en muestras de agua. En su

estudio, los coeficientes de correlacion de los analitos estuvieron en el rango de
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0.886 a 0.999, alcanzando limites de deteccion de 0.001 pg/L con RSD de 6.7 a

25% [42],

Wu et al. en el 2008 reportaron la determinacion de PAHs por SDME-HS
combinada con HPLC-FLU para muestras ambientales, el articulo menciona la
importancia de la saturacién con p-ciclodextrina de la muestra de agua para la
correcta extraccion de los PAHs, pues su adicion influye directamente en la
eficiencia de la extraccion y mejora la intensidad de fluorescencia. Los
resultados mostraron limites de deteccion de 0.004 a 0.247 ng/L con RSD de 5.1

a7.1% [43],

Suelo y sedimento
En 1995 Kootstra et al. reportaron el uso de SPE.s con deteccion HPLC UV/FLU
para muestras de suelo. Los porcentajes de recuperacion para los PAHs

estuvieron en el rango de 80 a 105% con RSD de 0.8 a 9.1%. [44]

Cam D. et al. en el 2000 extrajeron exitosamente 7 PAHs de sedimento en
medio acuoso empleando SPME con CG-MS. La fibra empleada fue de 100prn

PDMS, los limites de deteccién alcanzados fueron de 1 ppb para naftaleno,
acenafteno, fluoreno, antraceno y fluoranteno; y 1.5 ppb para el

benzo[a]lantraceno. [45]

Fedotov et al. en el 2004, publicaron una propuesta para la recuperacién directa

de PAHSs de suelo, empleando una extracciéon dinamica en columnas rotatorias
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enrolladas. La ventaja que los autores mencionan sobre esta técnica es que no

son necesarios los pasos de filtracion, homogenizacion y limpieza [46],

En el 2004 Criado et al. reportaron un monitoreo automatico-directo de suelos
para PAHs utilizando la extraccion asistida por microondas y con detecciéon por

HPLC FLU alcanzando limites de deteccidn de 0.0005 )Ltg/g con %RSD <5.4 [47],

Filipkowska et al. en el 2005 publican un recuento de analisis de PAHs en agua
de mar, mejillones y sedimento marino por HPLC UV-FLU y CG-MS. Las
muestras de agua fueron extraidas por LLE y SPE mientras que las de
sedimento y mejillones fueron extraidas por sonicacion empleando como

solvente de extraccion el acetonitrilo [48].

En el 2006 Sarrazin et al. reportaron la determinacion de PAHs en sedimento de
rio extraido por sonicacién y detectado por HPLC UV-FLU. Las recuperaciones
de los 16 analitos estuvieron en el rango de 80 a 97%, mientras que los limites

de deteccion en el rango de 10-15 Ag/kg [49],

Martin y Ruiz en el 2007 publicaron la determinacion de PAHs empleando SPME
acoplado a un dispositivo de extraccion directo por CG-MS. En el trabajo se
probaron tres tipos de fibra que fueron: PDMS 100 pm, PDME.DVB 65jum y PA
85 |um, las cuales experimentalmente tuvieron reproducibilidades (%RSD) para 9

PAHs de 5.24 a 17.72%, de 8.16 a 18.25% y 5.68 a 9.33% respectivamente [50],
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m Biota
Fidalgo-Used et al., reportaron en el 2007 una revisién de las estrategias en el
manejo de las muestras de biota para la determinacion de compuestos
organicos persistentes. Las técnicas de extraccidon revisadas fueron las
comunmente aplicadas en matrices solidas y semisdlidas, y fueron: la extraccion
Soxhlet, la sonicacion, la extraccion con fluidos supercriticos, la extraccion
asistida con microondas, la extraccion de liquidos presurizada y la dispersion
fase solida en matriz. También dedican un apartado para destacar la importancia
de los procesos de limpieza de los extractos, las alternativas y ventajas y

desventajas [51].

2.2. Estudios de PAHs en México

De acuerdo con datos del Instituto Nacional de Ecologia, en México se han llevado a
cabo multiples investigaciones para cuantificar el grado de contaminacion en diversas
matrices ambientales. En la tabla V se presentan los datos encontrados de
concentracion del PAHs totales y especificos, la matriz en la que fueron medidos, asi

como la localizacién del sitio y el método de analisis utilizado [6],

En los datos presentados es notable que mucho de lo que se ha hecho en suelos y
sedimentos esta relacionado con actividades petroleras y no con actividades
industriales o asociadas a grandes densidades demograficas. Ademas no hay datos

provenientes del noreste del pais.



Tabla V. Reportes encontrados de PAHs en diversas matrices ambientales en México.

Concentraciones de HAP en diferentes matrices en México

HAP Concentracion Matriz Localizacién Método de andlisis
EHAP 60-910 ng/m3 Particulas en aerosoles Cd. de México EcoChemPAS 2000
EHAP 4.85-9.40 ng/m3 Aire PM10 Cd. de México Sonicacion/CG-MS

abril-noviembre
1997
EHAP 6.91-53.91 (,9/9 Suelo arcilloso Samaria, Tabasco Soxhlet/CG-FID
2.57-10.97 |xg/g Suelo arenoso

Cry 4.21 ng/g Suelo Morelia, Michoacan Extraccion/CG-FID

Nap 3.82 nglg
Bla]P 3.60 ng/g

Acy 3.11 nglg
EHAP Suelo con: Planicie aluvial en HPLC

92-208 mg/kg Derrames antiguos Tabasco
252-478 mg/kg Derrames recientes
0.03-20 mg/kg Nivel de fondo
EHAP 0.02-3.2 mg/g Sedimentos marinos Salina Cruz, Oaxaca Soxhlet/CG-FID
0.67-8.9 *g/g
EHAP Sedimentos Chetumal, QRoo Soxhlet/CG-FID
2-3 anillos 0.09-0.56 *ig/g
4-5 anillos 0.34-8.34 "g/g
EHAP 1989-1990 Sedimentos marinos Peninsula de Baja Sonicacién/CG-MS SIM
<0.01 -43 jxg/g California
<0.01-31.1 pg/g
EHAP 7.6-813 ng/g Sedimentos marinos Bahia Todos Santos, Soxhlet/CG-FID
Baja California
EHAP 0.4-1.93 p.g/lg Sedimentos Costa de Baja California Soxhlet/CG-FID
EHAP 8.1-16.8 jxg/g Sedimentos Sontecomapan, Soxhlet/CG-FID
Veracruz
EHAP 2.5-5.21 p.glg Sedimentos en lagunas Pueblo Viejo Soxhlet/CG-FID
0.58-8.14 jxg/g de Veracruz Tamiahua
0.67-9.39 |xg/g Tampamachoco
1.11-11.6 ng/g Salada
0.6-12.4 jxg/g El Llano
3.8-11.3 jxg/g La Mancha
2.2-18.2 jxg/g Mandinga
EHAP 0.22-3.2 nglg Sedimentos Coatzacoalcos, Soxhlet/CG-MS
Veracruz
EHAP 102 ng/g R Hojas de pino Cd. de México en zonas Extraccion en columnas
563 ng/g | Residenciales (R) e Abiertas/GC-MS
Pyr 19.3 ng/lg R Industriales (1)
118 ng/g |
Cry 18.3 ng/gR
Phe 84.8 ng/g |
EHAP 0.01-0.24 *iglg Bivalvos Tabasco Soxhlet/CG-FID
Cassostrea
EHAP 77.06-762.24 ~g/g Virginica Chetumal, QRoo Soxhlet/CG-FID
Peces
Pacifico subtropical
EHAP 22.86 ng/g Ariopsis assimilis mexicano Soxhlet/CG-FID
Bivalvos
Cassostrea palmula
18 16 ng/g Mytella strigata
13.19 ng/g Cassostrea corteziensis
10.24 ng/g Cassostrea iridiscens
EHAP 0.12-3.52 jxg/g Bivalvos Pacifico mexicano Soxhlet/CG-FID
Cassostrea corteziensis
Laguna de Michoacan,
EHAP 0.22-2.28 ja.g/L Agua Tabasco Agitacién/CG-FID
Laguna de Michoacan,
EHAP 448-2000 mg/kg Petroleo Tabasco Soxhlet/CG-FID

HAP-Hidrocarburos aromaticos policiclicos

20



21

2.2.1. Estudios de PAHs en el Departamento de Quimica Analitica, UANL

En el 2004 al Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina, UANL le
fue aprobado un proyecto en la convocatoria SEMARNAT-CONACYT con el titulo de
Hidrocarburos Aromaticos Polinucleares en Fuentes de Abastecimiento de Agua
Potable de la Ciudad de Monterrey. Caracterizacion, Evaluacion y Alternativas de

solucion (SEMARNAT-2002-C01 -0643).

Dentro de este proyecto se realizdé la Tesis doctoral de Diaz-Moroles en el que se
desarroll6 un método cromatografico aplicable a PAHs en fuentes de abastecimiento de
agua potable, fueron monitoreadas 7 fuentes de abastecimiento de agua potable de la
Zona Metropolitana de Monterrey, por un periodo de 12 meses. Las técnicas de
extraccion empleadas para la determinacion de PAHs en agua fueron la extraccion
liquido-liquido y la extraccion en fase sdlida en modalidad de disco. Los resultados del
muestreo demostraron la presencia de tres PAHSs: el naftaleno, fenantreno y fluoreno en
algunas de las muestras analizadas, pero todos en concentraciones por debajo del
limite de cuantificaciéon. Los limites de deteccidén alcanzados fueron de 0.6 a 21 ng/L con

RSD < 15% [30],

Como perspectiva de esta tesis se planted investigar la presencia de PAHs en otras

matrices ambientales, tales como sedimentos [52],

Por otra parte, en la busqueda de mejores procesos de extraccion Lucio-Gutiérrez como
parte de su tesis de maestria optimizo las condiciones de SPME-INM para el analisis de
PAHSs en agua encontrando limites de deteccién en los rangos de 0.005 a 0.306 pg/L

con RSD interdia < 6.48% [53,54],
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2.3. Justificacion

En los dultimos afios se ha tomado conciencia sobre las amenazas a la salud y al
ambiente causados por el uso y desecho indiscriminado de sustancias quimicas téxicas,
particularmente, por aquellas que requieren tiempos prolongados para su degradacion

en el ambiente.

La cultura ambiental es limitada en la region; la descarga de basura y desechos hacia
afluentes superficiales por parte de la poblacién aledafia a ellos es un hecho. Ademas,
la Zona Metropolitana de Monterrey es una de las areas industriales mas importantes

del pais, lo que hace probable y posible la contaminacion ambiental con PAHSs.

Por lo tanto, conocer la presencia de PAHs en el rio Pesqueria en Nuevo Ledn México,

nos permitira sentar precedente y buscar acciones correctivas de ser necesario.
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2.4. Objetivo General

Desarrollar metodologia analitica adecuada, para la determinacion de PAHs en agua y
sedimentos de rio, con la finalidad de evaluar su presencia en el rio Pesqueria en

Nuevo Ledn, México.

2.5. Objetivos especificos

1. Desarrollar procedimientos de extraccion para PAHs en agua: Microextraccion
en fase soélida en modalidad headspace (SPME-HS) y Microextraccion de gota

(SDME) en las modalidades de inmersion y headspace.

2. Comparar los procedimientos de extraccion para agua desarrollados
previamente en el Departamento de Quimica Analitica, con los desarrollados en

el objetivo 1 y seleccionar el mas adecuado.

3. Validar el procedimiento de extraccion seleccionado para PAHs en agua.

4. Desarrollar los procedimientos para la extraccion de PAHs en sedimentos por:
Sonicacion- Extraccion en fase sélida (S-SPEC18), Soxhlet- columna de silice
(SX-SIL) y Sonicacién-columna de silice (S-SIL). Comparar su eficiencia y

seleccionar el mas adecuado.



5. Validar el procedimiento de extraccion seleccionado para PAHs en sedimento.

6. Realizar el monitoreo y cuantificacion de PAHs en el rio Pesqueria en Nuevo

Leodn, México utilizando los procedimientos de extraccion seleccionados

previamente.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

3.1. Equipo, material y reactivos

Equipos

Balanza analitica AND GR-120

Balanza semianalitica AND GX-200

Bafio de Ultrasonido Branson 3510

Bomba de vacio Special Service Duty modelo SA55NXGTE-4870 Motor
Division

Centrifuga IEC Centra CL3, Thermo Scientific

Conductimetro, pHmetro digital y medidor de temperatura. Conductronic PC18

Cromatografo de gases, Perkin Elmer

* Cromatoégrafo de Liquidos Waters Alliance 2695 con sistema desgasificador en

linea, automuestreador Waters, sistema de bombeo cuaternario, horno para
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columna, detectores: UV de arreglo de diodos Waters 2996 y de Fluorescencia

Waters 2475

Estufa Shell Lab Sheldon Manufacturing ,INC.

Global Positioning System (GPS) Karmin GPS 60C

MixerType 37600 Branstead-Thermolyne

Mufla, West Instrument

Placa de calentamiento y agitacién Cimarec Branstead-Thermolyne
Recirculador de agua Haake B3

Rotavapor Bichi RE 121, equipado con bafio de agua Biichi 461

. Materiales

Adaptadores de alto volumen para SPE Supelco

Adaptadores de linea para SPE

Algodon fibra de vidrio Pyrex

Bolsas plasticas de doble cierre Ziploc (18 x 20 cm)
Cartuchos de extraccion en fase solida SPE ENVI-18 Cig1g, Supelco
Columna Supelcosil LC PAH (25 cm x 4.6 mm, 5 pm; Supelco)
Columnas de vidrio 25 x 1 cm de diametro interno

Crisoles de porcelana

Cristalizadores de Pyrex 125 x 65

Cronémetro

Embudo de filtracién de vidrio

Equipo de extracciéon Soxhlet

Espatulas

* Estacioén de vacio para SPE con 12 posiciones, Supleco.

g

1
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Fibras para microextraccion en fase sélida 100pm de PDMS
Fibras para microextraccién en fase sélida 65pm PDMS/DVB
Filtros de membrana de PTFE modificada de 0.45pm Millex
Frascos de vidrio ambar con tapa de rosca de 1 litro
Guantes de nitrilo

Guardacolumna Symmetry Cia (20x3.9 mm, Waters)
Insertos conicos de vidrio de 150 pL con resortes al fondo, Waters
Jeringa de vidrio de 10 ml_

Llave de paso SPE

Magnetos de 0.8 cm x 0.2 cm

Matraces de aforaciéon de 5, 10 y 50 mL

Membranas de nylon 47 mm, 0.45 pm Pall Company
Microjeringas Hamilton de 1, 2, 10, 25, 50, 100 pL

Papel aluminio de alta calidad Kirkland Signatura RK611S
Papel filiro Wathman 41

Papel parafilm

Pinzas para soporte

Pinzas para termémetro

Pipetas automaticas de 1 a 10 pL, de 20 a 200 pL y de 100 a 1000 pL
Pipetas volumétricas de 5, 10y 15 mL

Probetas de 10, 100 y 500 mL

Puntillas

Sistema de filtracion de solventes Milipore

Soporte para fibras de microextraccion en fase solida

Soportes universales



3.1.3.

Termoémetro

Tubos de ensayo de vidrio de 13 X 100 mm

Tubos de ensayo de vidrio de 15 X 200 mm

Vasos de precipitados de 50, 100, 250, 500, 1000 mL

Viales de vidrio ambar de 10 mL con tapén de rosca

Viales de vidrio &mbar de 2; 15 y 40 mL con tapdn de rosca y septum de
PTFE/silicén

Viales de vidrio &mbar de 5 mL con tapdn de plastico a presién

Viales de vidrio conico de 50 AL con tapdn de rosca y septum de PTFE/silicon

Viales de vidrio de 2 mL con tapdn de rosca y septum dePTFE/silicén

Reactivos

Acetona grado HPLC Burdick & Jackson

Acetonitrilo grado HPLC, Fisher Scientific

Agua grado HPLC

Alcohol bencilico grado ACS, J.T.Baker

Benzo [e] pireno >99% Fluka

Ciclohexano Fisher Scientific

Cloruro de sodio, Sigma-Aldrich

Diclorometano grado HPLC EMD Chemicals Inc

Gel de silice malla 100-200, 60 A Mallinckrodt Chemicals
Hexano grado HPLC EMD Chemicals Inc

Isopropanol Fisher Scientific

Mezcla certificada de 16 hidrocarburos aromaticos policiclicos (20-1000 *g/mL)

en acetonitrilo-metanol 90:10, Supelco
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Mezcla de Xilenos

Nitrobenceno >99.7% Fluka

Nitrégeno gas Praxair

n-octanol grado ACS, Eastman Organic Chemicals
p-terfenilo >99.5% Sigma- Aldrich

Sulfato de sodio anhidro grado ACS, J.T.Baker

Tolueno grado HPLC Tedia. Fairfiel
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3.2. Metodologia
3.2.1. Preparacion de soluciones utilizadas en el analisis de PAHs por HPLC
Las soluciones de trabajo utilizadas en las pruebas iniciales, se prepararon a partir de
la mezcla de los 16 PAHs (Supelco), esta mezcla contiene diferentes concentraciones

para cada hidrocarburo en un intervalo de 20 a 1000 (¢,g/rnL en acetonitrilo-metanol 9:1.

Las concentraciones de la mezcla original y las diluciones realizadas en un volumen

final de 1000 jaL de acetonitrilo para los diferentes stocks de trabajo, se muestran en la

tabla VI.

Tabla VI. Concentraciones de PAHSs en las diferentes soluciones de trabajo.

B 2 &
CNJ m
Stock original 12 dilucion 2a dilucién 32 dilucion

PAHs ng/mL ug/mL ug/mL ug/mL
Naftaleno 500 25.0 6.250 1.5625
Acenaftileno 500 25.0 6.250 15625
Acenafteno 1000 50.0 12.500 31250
Fluoreno 100 5.0 1.250 0.3125
Fenantreno 40 2.0 0.500 0.1250
Antraceno 20 1.0 0.250 0.0625
Fluoranteno 50 2.5 0.625 0.1563
Pireno 100 5.0 1.250 0.3125
Benzo(a)antraceno 50 25 0.625 0.1563
Criseno 50 25 0.625 0.1563
Benzo(b)fluoranteno 20 1.0 0.250 0.0625
Benzo(k)fluoranteno 20 1.0 0.250 0.0625
Benzo(a)pireno 50 25 0.625 0.1563
Dijbenzo(a,h)antraceno 200 10.0 2.500 0.6250
Benzo(ghi)perileno 80 4.0 1.000 0.2500
Indeno(1,2,3-cd)pireno 50 25 0.625 0.1563
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3.2.2. Ajuste de condiciones cromatograficas para el analisis de PAHs

Se probd subir la temperatura de la columna a 30, 32 y 35°C, conservando las demas
condiciones del analisis. Sin embargo, no se obtuvo buena resoluciéon para algunos de
los picos, razén por la cual se decidié variar ligeramente las proporciones de la fase

movil.

Otra de las mejoras propuestas al método de referencia empleado, fue el agregar un
estandar interno al anadlisis. Se evaluaron tres compuestos: nitrobenceno, p-terfenilo y

benzo[e]pireno.

Los compuestos fueron adquiridos de forma pura, y todos mostraron problemas para
solubilizarse en metanol y acetonitrilo, por lo que fueron disueltos en hexano en
concentraciones de 1.96 mg/mL para el nitrobenceno, 9.6 mg/mL para p-terfenilo y
1 mg/mL para el benzo[e]pireno. Para su analisis cromatografico fue necesario
evaporar el hexano y resuspender en acetonitrilo. Cada uno de los estandares fue
analizado por HPLC UV/FLU de forma individual y posteriormente en mezcla con un

estandar de PAHSs.

3.2.2.1. Método cromatografico

La separacién cromatografica de PAHs fue realizada bajo las condiciones enlistadas en
la tabla Vil. ElI programa de fluorescencia utilizado para la deteccion de los PAHs se
muestra en la tabla VIII. El acenaftileno fue detectado por ultravioleta a una longitud de

onda de 228 nm.
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Tabla Vil. Método cromatografico empleado para la separacion de los PAHs.

Cromatografo de liquidos Waters Alliance 2695

Detectores Fluorescencia W 2475
UV DAD W2996

Columna Supelcosil LC PAH, 25 cm x 4.6 mm, 5 pm

Fase movil A Agua
B Acetonitrilo

Elucion Gradiente

Programa de gradiente Tiempo (min) %A %B
1 42 58
13 0 100
20 0 100
23 42 58
26 42 58

Temperatura 30°C

Flujo 1.5 mL/min

Tiempo de corrida* 23 min

Volumen de inyeccion 20 pL

*el tiempo de equilibrio entre corridas es de 5 min.

Tabla VIII. Programa de Fluorescencia empleado para la deteccién de los PAHs

Tiempo Aex “Em

(min) (nm) (nm)

0.0 224 330 Naftaleno

7.2 254 323  Acenafteno, Fluoreno

10.9 252 400 Fenantreno

12.3 235 420 Antraceno, Fluoranteno

14.2 270 385 Pireno

p-terfenil, Benzo(a)antraceno, Criseno, E3enzo(b)fluoranteno,

Compuestos detectados

15.0 280 435 . ,
Benzo(k)fluoranteno, Benzo(a)pireno, Dibenzo(a,h)antraceno

21.0 290 430 Benzo(ghi)perileno
22.0 305 480 Indeno(1,2,3-cd)pireno
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3.2.2.2. Evaluacion del sistema cromatografico utilizado para la valoracion del

desempeno de los métodos de extraccion de PAHs en agua

Para la evaluacién del sistema cromatografico se tomé como parametro la linealidad
del método desarrollado en el apartado 3.2.2.1. Se analizaron por triplicado los
estandares de calibracion, los cuales se prepararon por ftriplicado a seis niveles de
concentracion a partir de la tercera diluciéon de la mezcla de PAHs. La tabla IX muestra
los niveles de concentracion empleados para la obtencién de las curvas de calibracién
para cada hidrocarburo. Se adicionaron a cada uno de ellos 100 piL de p-terfenilo para

obtener una concentracién final de 96 pg/L; cada estandar fue llevado a un volumen

final de 1000 piL con acetonitrilo.

Tabla IX. Niveles de concentracion de las curvas de calibracién para PAHs por HPLC

UV/FLU
Std. 1 Std. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std. 6
Analito

MQ/L rtg/L MflL rtg/L pg/L pg/L
Naftaleno 15.6250 23.4375 31.2500 46.8750 62.5000 78.1250
Acenaftileno 15.6250 23.4375 31.2500 46.8750 62.5000 78.1250
Acenafteno 31.2500 46.8750 62.5000 93.7500 125.0000 156.2500
Fluoreno 3.1250 46875 6.2500 9.3750 12.5000 15.6250
Fenantreno 1.2500 1.8750 2.5000 3.7500 5.0000 6.2500
Antraceno 0.6250 0.9375 1.2500 1.8750 2.5000 3.1250
Fluoranteno 1.5625 2.3438 3.1250 4.6875 6.2500 7.8125
Pireno 3.1250 4.6875 6.2500 9.3750 12.5000 15.6250
Benzo(a)antraceno 1.5625 2.3438 3.1250 4.6875 6.2500 7.8125
Criseno 1.5625 2.3438 3.1250 4.6875 6.2500 7.8125
Benzo(b)fluoranteno 0.6250 0.9375 1.2500 1.8750 2.5000 3.1250
Benzo(k)fluoranteno 06250 0.9375 1.2500 1.8750 2.5000 3.1250
Benzo(a)pireno 1.5625 2.3438 3.1250 46875 6.2500 7.8125
Dibenzo(a, h)antraceno 6.2500 9.3750 12.5000 18.7500 25.0000 31.2500
Benzo(ghj)perileno 2.5000 3.7500 5.0000 7.5000 10.0000 12.5000
Indeno(1,2,3-cd)pireno 1.5625 2.3438 3.1250 46875 6.2500 7.8125

Z-
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Se realiz6 un analisis de regresion por minimos cuadrados y se obtuvo la ecuacion de
la recta del area del analito de interés en relacion al area del p-terfenilo (estandar
interno) vs. la concentracion, en cada uno de los estandares de las diferentes
concentraciones; se calculd la desviacion estandar relativa de los factores de respuesta
y se obtuvieron el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r2)

para cada hidrocarburo.

3.3. Desarrollo de métodos de extracciéon para agua

3.3.1. Microextraccion liquido-liquido de gota en modalidad de inmersién
(SDME-INM)

Para el establecimiento de las condiciones de experimentacién en la extraccion de

PAHs por SDME-INM se revis6 lo publicado por otros autores utilizando esta técnica de

extraccion [55-63],

El primer paso para el desarrollo de esta técnica de extraccién fue la seleccidon del
solvente de extraccion.

Para probar los solventes de extraccion en muestras de agua se utilizd agua
bldestilada adicionada con PAHs. Las condiciones iniciales de experimentacién para
SDME-INM se enlistan en la tabla X y en la figura 4 se observa el esquema general de

la técnica.

Los solventes probados para la extraccion de los PAHs fueron: hexano, ciclohexano,

diclorometano y tolueno.
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Tabla X. Condiciones iniciales de prueba para la extraccion de PAHs en agua

utilizando SDME-INM

[ Volumen de muestra de agua |  5mL

| Volumen de la gota 1 uL
Tiempo de extraccion 20 min
Agitacion =700 r.p.m.
Jeringa 1 ul
Concentracion de PAHs 1.2- 96 pg/L
Volumen de resuspension 25 uL

bR g

seivente

HGHTLC

muBste ‘\'J
de 3¢9

Figura 4. Esquema de SDME-INM

El criterio principal en la seleccién del solvente fue la recuperacion de todos los analitos
de interés, una vez seleccionado, se procedi® a establecer los parametros para
optimizar la técnica de extraccion. Los parametros evaluados fueron: el volumen de la
gota, se utilizaron gotas de 1 y 5 fxL; el porcentaje de cloruro de sodio, se experimentd
con adiciones de 0 y 4% y el tiempo de extraccion, se probaron 20 y 40 minutos. A
partir de lo anterior se hizo un disefio factorial de 2 niveles utilizando las variables
antes mencionadas. Los criterios de seleccién para las condiciones de trabajo fueron la

recuperacion y la reproducibilidad.
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Las condiciones finales de extraccion se enlistan en la tabla Xl, en la figura 5, se

muestran fotografias del montaje de la técnica SDME-INM.

Tabla XI. Condiciones finales de SDME-INM para la extracciéon de PAHs

Parametro Condicién
seleccionada

Solvente de extraccion Tolueno
Volumen de muestra 5mL
Volumen de la gota 1pL
Tiempo de extraccion 20 min
Agitacion =700 r.p.m.
Jeringa de bisel plano 2pL
Volumen de resuspension 25 (0.L

*el solvente se evapora a sequedad con nitrégeno antes de resuspender

Figura 5. Montaje experimental de la extraccion SDME-INM.

3.3.2. Microextraccion liquido-liquido de gota en modalidad de headspace
(SDME-HS)

Las condiciones de experimentacion en la extraccion de PAHs por SDME-HS se

establecieron con base en la revision de lo publicado por otros autores que utilizaron

esta técnica de extraccion [65-69],

Nuevamente el primer paso para el desarrollo de la técnica de extraccion fue la
seleccion del solvente de extraccion. Los solventes probados para la extraccion de los

PAHSs fueron: alcohol bencilico, n-octanol, mezcla de xilenos y tolueno.
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ATNCiares, fle BxpelTneX\BCoT\ paa 'SMEVIS>, sin
embargo, inmediatamente después de iniciar las pruebas experimentales, fue
necesario replantear algunas de estas condiciones debido a problemas técnicos, como
la inestabilidad de la gota en el headspace, la evaporacién del solvente durante la
extraccion, entre otros. En la tabla Xll, se enlistan las condiciones preliminares de
prueba para esta técnica, una vez realizados los ajustes para superar los
inconvenientes iniciales. La matriz utilizada para las pruebas fue agua bidestilada, en la

figura 6 se observa el esquema general de la técnica SDME-HS.

Tabla XII. Condiciones iniciales de prueba para la extraccion de PAHs en agua

utilizando SDME-HS

Volumen de muestra 10 mL
Volumen de headspace 5mL
Volumen de la gota 2.5pL
Temperatura de extraccion | ambiente
Tiempo de equilibrio 30 min
Tiempo de extraccion 5 min
Agitacion =1200 r.p.m.
Jeringa biselada 25 pL
Concentracién de PAHs 1.2- 96 pig/L
Volumen de resuspension | 25 pL

Figura 6. Esquema de SDME-HS
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A partir de las condiciones enlistadas, se probaron los solventes propuestos. En el
caso del tolueno y el xileno, el solvente fue evaporado con nitrégeno antes de
resuspender en acetonitrilo.
El criterio para la seleccion del solvente fue la recuperacion el mayor numero de
analitos de interés. Elegido el solvente, se probaron tres diferentes temperaturas:
ambiente (23°C), 50°C y 70°C.
Una vez establecida la temperatura de extraccién, se evaludé la adicién de cloruro de
sodio. Se prepararon y analizaron muestras con concentraciones de 0, 10, 20 y 30% de
NaCl.

En todos los pasos, la seleccion de las condiciones de trabajo fue hecha con base en

la mayor intensidad de respuesta de los analitos y la precision.

A partir de los resultados se establecieron condiciones de SDME-HS para la extraccion

de PAHs en muestras de agua, estas condiciones se enlistan en la tabla Xlll. En la

figura 7 se muestra una fotografia del montaje experimental de la técnica.

Tabla XIll. Condiciones finales de SDME-HS para la extraccion de PAHs

i Condicién
Parametro .
seleccionada

Volumen de muestra 10 mL
Agitacién =1 200 r.p.m.
Solvente de extraccion n-octanol
Volumen de extraccion 25nL
Temperatura de extraccién 50°C
Tiempo de equilibrio 30 min
Tiempo de extraccion 5 min
% NaCl 10

Volumen de resuspension 25 (j.L




Figura 7. Montaje experimental del proceso de extraccion SDME-HS para PAHs en
agua.

3.3.3. Microextraccion en fase sélida en modalidad de headspace (SPME-HS)
Las variables experimentales optimizadas en la extraccion de PAHs por SPME-HS se
establecieron con base en la revisién de lo publicado por otros autores que utilizaron

esta técnica de extraccion [70-72],

El primer factor evaluado en esta técnica, fue el tipo de fibra a utilizar para la extraccion
de PAHs en agua. Se probaron 2 fibras, una de 100pm de PDMS vy otra de 65pm

PDMS/DVB. Las condiciones iniciales de experimentacion se enlistan en la tabla XIV.

Tabla XIV. Condiciones iniciales de prueba para la extraccién de PAHSs utilizando

SPME-HS
Volumen de muestra 10 mL
Concentracion de NaCl 0-10%
Agitacién =1200 r.p.m.
Temperatura de extraccion 50°C
Tiempo de equilibrio 30 min
Tiempo de extraccion 15 min
Volumen de desorcion 110 M.L de acetonitrilo x 5 min

Las condiciones de acondicionamiento de la fibra fueron las recomendadas por el
fabricante:
1. Colocar la fibra en el puerto de inyeccion del cromatégrafo de gases a 250°C
durante 30 min con un flujo de 2 mL/min de Helio.

2. Sumergir la fibra por 15 minutos en acetonitrilo.
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3. Sumergir por 10 minutos en una mezcla acetonitrilo:agua (58:42)

4. Sumergir en agua por 5 minutos.

Para seleccionar el tipo de fibra a utilizar en la optimizacién de la técnica, se realizaron
los experimentos preliminares mostrados en la figura 8. Fueron evaluados dos tipos de
fibra, la mixta PDMS/DVB en referencia a los resultados previamente obtenidos por
Lucio-Gutiérrez [53,54] y la de PDMS por ser, en referencias bibliograficas, una de las
mas utilizadas para la extraccion de los compuestos de interés. Para ambas fibras se
evalué la eficiencia en la extraccion de los PAHs en muestras de agua bidestilada con

y sin adicion de NaCl.

Tipo de fibra
i
I 1
65pm PC| MS/DVB 100pm de PDMS
1r 1
NaCl NaCl
1 1
r 1 11
0% 10% 0% 10%

Figura 8. Diagrama de experimentos SPME-HS para la eleccién de la fibra de trabajo.

El criterio principal para la elecciéon de la fibra fue la recuperacion del mayor numero de
analitos; la fibra elegida fue la fibra mixta de 65 *m de PDMS/DVB. Una vez decidido lo
anterior, se realiz6 un disefio factorial de 2 niveles donde los parametros a optimizar

fueron: la temperatura de extraccién, se probaron 50°C y 70°C; el tiempo de equilibrio,
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30 y 60 min y el tiempo de extraccion en 15 y 30 minutos. Los criterios de seleccion

para las condiciones de trabajo fueron la recuperacion y precision.

Las condiciones finales para la extraccion de PAHs empleando SPME-HS se muestran
en la tabla XVI, en la figura 9 se muestra una fotografia del montaje experimental de la

técnica.

Tabla XV. Condiciones finales de SPME-HS para la extraccién de PAHs

Parametro Cond_icién

seleccionada

Volumen de muestra 10 mL

Agitacion =1200r.p.m.

Tipo de fibra PDMS/DVB 65 *m

Temperatura de extraccion 50°C

Tiempo de equilibrio 30 min

Tiempo de extraccion 15 min

Volumen de desorcion 110 (j.L de acetonitrilo x 5 min

Figura 9. Montaje experimental de la SPME-HS

3.4. Evaluacién del desempeiio de métodos de extraccion para agua

3.4.1. Condiciones experimentales de SPE
Las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo para evaluar la eficiencia de

la extraccion de PAHs en agua utilizando SPE, fueron establecidas previamente en el
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Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina, UANL por la Est.
Q.C.B. Marsela Garza Tapia y se enlistan en la tabla XVI.

Tabla XVI. Condiciones de extraccion para PAHs por SPE

Volumen de muestra 200 mL
Concentracion PAHs 1.2-60 ng/L

Cartucho ENVI181g

Flujo 5 mL/min
Acondicionamiento 5mL de Acetonitrilo:Agua 15:85
Elucion 4mL de Isopropanol:Hexano 80:20

En el montaje de esta técnica, el cartucho de fase sdlida es colocado en la estacién de
vacio, utilizando los adaptadores SPE y las llaves de paso, posteriormente se conecta
la bomba de vacio. El cartucho de extraccion en fase sdlida se acondiciona con al
menos 5 ml_ de una mezcla ACN:H,0 (15:85); en este punto el flujo es ajustado a 5
mL/min utilizando un matraz de aforacion de 5 ml_ , tomando la precaucion de no dejar
secar la fase; en la segunda etapa del procedimiento, el agua adicionada con PAHs se
pasa a través del cartucho, y por ultimo se procede a la elucién de los compuestos de
interés con una mezcla jsopropanol:hexano (80:20). El primer mililitro es descartado y
se colectan los siguientes 3 ml_, éstos se mezclan y finalmente se toma una alicuota de
1 mL para su anadlisis cromatografico. Una fotografia del montaje de la técnica se

presenta en la figura 10.

Figura 10. Fotografia de la realizacion de SPE en muestras de agua
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3.4.2. Condiciones experimentales de SPME-INM

Las condiciones de trabajo experimentales empleadas para las extracciones de PAHs
en agua empleando SPME-INM, fueron establecidas en el Departamento de Quimica
Analitica de la Facultad de Medicina, UANL por Lucio Gutiérrez en su trabajo de Tesis

de Maestria [53] y se muestran en la tabla XVII.

Tabla XVII. Condiciones de extraccion para PAHs por SPME-INM

Volumen de muestra 15 mL

Agitacion alta

Fibra PDMS/DVB 65 nm
Temperatura de extraccion 70°C

Tiempo de extraccion 60 min

Volumen de desorcion 110 pL de acetonitrilo x 5 min

Para la realizacion de este procedimiento de extraccion es necesario primeramente
hacer el acondicionamiento de la fibra, asi como montar el bafio de agua a temperatura
controlada sobre una placa de agitaciéon y calentamiento, y preparar la muestra a
extraer. Una vez acondicionada la fibra, se coloca el vial con la muestra en un bafo de
agua a 70°C, se fija con la pinzas de sostén y se inicia la agitacion magnética a una
velocidad aproximada de 1200 r.p.m.; hecho lo anterior, se inserta la fibra
cuidadosamente y una vez que la visualizamos dentro del vial, es expuesta para iniciar
el proceso de extraccion. Trascurrido el tiempo de extraccion, la fibra es retraida y
retirada del vial. La segunda etapa de este procedimiento consiste en la desorcion de
los analitos en acetonitrilo; esto es llevado a cabo colocando 110 pL de acetronitrilo en
un vial conico y exponiendo la fibra dentro del solvente, pasado el tiempo establecido
se retira la fibra y el contenido del vial es analizado por HPLC. En la figura 11, se

muestra una fotografia del montaje de la técnica.



Figura 11. Fotografia de la realizacion de SPME-INM en muestras de agua

3.4.3. Evaluacion del desempeiio de los métodos de extraccion de PAHs en agua

Para seleccionar el método de extraccion para PAHs en agua de rio, los
procedimientos de extraccion desarrollados en este ftrabajo y los previamente
desarrollados en el Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Medicina, UANL,
fueron evaluados en funcién de: el numero de analitos detectados, su porcentaje de

recuperacion, desviacion estandar relativa de los mismos, tiempo de analisis y costo.

Para la evaluacion del desempefio en estos procedimientos, se emplearon tres
diferentes tipos de agua: agua bidestilada, agua proveniente del rio Pilon (considerado
como “no contaminado”) y agua del rio Pesqueria (afluente presumiblemente
contaminado). Las muestras de agua proveniente de los rios, fueron refrigeradas a 4°C
hasta su analisis y fueron caracterizadas fisicoquimicamente por el Laboratorio de

Servicio del Departamento de Quimica Analitica, LASEQA, Facultad de Medicina,

UANL.

En la figura 12, se muestra una fotografia de los lugares de muestreo de agua, se
marca su ubicacion geografica y fecha y hora de toma de la muestra, los resultados de

la caracterizacion se muestran en la tabla XVIII.



Figura 12. Fotografia de los sitios de toma de muestra de agua en los rios de la regién

y su ubicacion geografica.

Tabla XVIII. Resultados del andlisis fisicoquimico de las aguas de rio empleadas en la

evaluacion del desempeio de las técnicas de extraccion de PAHs en

agua.

Parametro Rio Pilén Rio Pesqueria
PH 7.2 8.4
Temperatura 23.1°C 20.6°C
Conductividad 675 ms/m 950 ms/m
Sdlidos totales 457 mg/L 637 mg/L
Alcalinidad total (como Na,CO0;) 145 mg/L 245 mg/L
Dureza total (como CaCO0,) 311 mg/L 400 mg/L
Sulfatos 137 mg/L 139 mg/L
Nitratos (como N) <0.6 mg/L 7 mg/L

Antes de ser sometidas al procedimiento de extraccién, todas las muestras de agua
fueron filtradas a través de una membrana de 0.45 pm, posteriormente fueron
fortificadas para obtener una concentracion final de PAHs en un rango de 1.2- 60 ptg/L
en cada una de ellas y una concentracion final de estandar interno de 96 pig/L. En total

se analizaron cuatro muestras de cada tipo de agua con cada una de las técnicas: un

blanco y tres muestras fortificadas con PAHs.
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El calculo de Ila recuperaciébn para cada analito en los diferentes procesos de
extraccion se realizé en funcién del estandar interno p-terfenilo, de acuerdo al método
EPA 8000C [72] con la siguiente férmula:

Relacion area analito/area estandar interno en la muestra extraida

% recuperacion = x1Q0

relacion area analito/area estandar interno en el estandar

ecuacion 1

3.5. Validacion del método de extraccion en Agua
Para la validacion del procedimiento de extraccion seleccionado para PAHs en agua de
rio, se realizé por estandar externo los parametros evaluados fueron: la linealidad, la
precision, exactitud, limites de deteccion y de cuantificacion [72-75], En la tabla XIX, se
muestran las concentraciones de trabajo para cada uno de los PAHs y la concentracion

afnadida a las muestras de agua provenientes del rio Pesqueria.



Tabla XIX. Concentracion de PAHs en los estandares y muestras adicionadas

Concentracion (Jjg/L)

Analito Estandar Estandar  Estandar Estandar Estandar Muestras
1 2 3 4 5
Naftaleno 16.667 31.250 45.833 62.500 79.167 41.667
Acenaftileno 16.667 31.250 45.833 62.500 79.167 41.667
Acenafteno 33.333 62.500 91.667 125 000 158.333 83.333
Fluoreno 3.333 6.250 9.167 12.500 15.833 8.333
Fenantreno 1.333 2.500 3.667 5.000 6.333 3.333
Antraceno 0.667 1.250 1.833 2.500 3.167 1.667
Fluoranteno 1.667 3.125 4.583 6.250 7.917 4.167
Pireno 3.333 6.250 9.167 12.500 15.833 8.333
Benzo(a)antraceno 1.667 3.125 4.583 6.250 7.917 4.167
Criseno 1.667 3.125 4.583 6.250 7.917 4.167
Benzo(b)fluoranteno 0.667 1.250 1.833 2.500 3.167 1.667
Benzo(k)fluoranteno 0.667 1.250 1.833 2.500 3.167 1.667
Benzo(a)pireno 1.667 3.125 4.583 6.250 7.917 4.167
Dibenzo(a,h)antraceno 6.667 12.500 18.333 25.000 31.667 16.667
Benzo(ghi)perileno 2.667 5.000 7.333 10.000 12.667 6.667
Indeno(1,2,3-cd)pireno 1.667 3.125 4.583 6.250 7.917 4.167

Linealidad

FR = Area/ Concentracion

respuesta (FR), el cual fue calculado de la siguiente manera:

Se prepararon soluciones estdndar en agua en viales de 15 ml_ en el
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rango de
concentraciones enlistadas en la tabla XIX a partir de la mezcla de los 16 PAHs. Todas
las soluciones se prepararon por triplicado para construir las curvas de calibracién. Se
utilizé el programa Excel para manejar los datos. Para establecer el rango lineal se

evalud el coeficiente de determinacién y el coeficiente de variacion de los factores de

ecuacion 2
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Con los factores de respuesta obtenidos de los estandares, se calculd la desviacion
estandar relativa como:
% RSD = (SD*100)/ promedio FR
ecuacion 3
donde
SD representa la desviacién estandar

RSD es la desviacion estandar relativa

3.5.2. Limite de deteccion
Para determinar los limites de deteccion se emplearon los datos obtenidos de las
curvas de calibracion de los cinco niveles de concentracion por triplicado.
El calculo fue realizado basado en la desviacion estandar de la respuesta y la
pendiente, criterio de la International Conference on Harmonisation (ICH)[74,75], y se
expresa como:
LD = 3.3SD/m

ecuacion 4
donde:
SD es la desviacion estandar de la linea de regresion

m es la pendiente de la curva de calibracién

3.5.3. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion fue estimado conforme a los criterios de la ICH [74,75], a
partir de los datos obtenidos de las curvas de calibracion por triplicado. Utilizando la
siguiente ecuacion:

LC =10SD/m

ecuacion 5
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donde:
SD es la desviacion estandar residual de la linea de regresion

m es la pendiente de la curva de calibracion

3.5.4. Exactitud y Precision
Se trabajo con muestras de agua fortificadas a concentraciones de 1.2- 60 pig/L. Los

porcentajes de recuperacidon y sus desviaciones estandar relativas fueron calculados a

partir del analisis por triplicado de estas muestras.

(area del analito) (concentracion del estandar interno)
area del estandar interno

Concentracion del analito = |

ecuacion 6

donde:

a es la pendiente de la curva de la calibracion

b es el intercepto de la curva de calibracion

. concentracion calculada .
% de Recuperacion = x 100

concentracion anadida

ecuacion 7
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3.6. Implementacion de métodos de extraccion para sedimento

Para la implementacion de los métodos de extraccion para sedimentos, fue necesario
realizar algunas pruebas previas para garantizar la interaccion de los analitos
adicionados con la matriz; los ensayos se llevaron a cabo con sedimento de rio
colectado en el rio Pilon (figura 13). Antes del procesamiento de las muestras, fue
necesario cribar el sedimento en una malla de 0.2 x 0.2 cm para asegurar su

homogenizacién.

Sedimento rio Pilén

Ubicacion:
N 25° 02.524
O 099° 55.885’
Altura 668m

Analisis fisicoquimico
pH 7.64
Temperatura 25.5°C
Conductividad 0.61 mS
Humedad del sedimento 56.63%

Figura 13. Ubicacion del punto de muestreo y caracteristicas fisicoquimicas de la

muestra de sedimento de rio empleada en las pruebas preliminares.

La evaluacion consisti6 en probar tres tiempos de reposo después de la adicibn a 5g
de sedimento de PAHs con un intervalo final de concentraciones de 0.318 a

15.903 mg/kg y se realizaron las extracciones 2, 12 y 24h después [77],
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Para la evaluacién de los procesos de extraccion se utiliz6 sedimento proveniente del
rio Pesqueria. Una fotografia del sitio, su ubicaciéon geografica y los parametros

fisicoquimicos analizados se muestran en la figura 14.

Sedimento rio Pesqueria

Ubicacion:
N 25° 38.799’
O 100° 05.144’
Altura 363m

Anadlisis fisicoquimico
pH 8.20
Temperatura 24°C
Conductividad 0.8 mS
Humedad del sedimento 39.29%

Figura 14. Ubicacion del punto de muestreo y caracteristicas fisicoquimicas de la
muestra de sedimento de rio empleada en las pruebas de extraccion en

sedimento.

3.6.1. Soxhlet-Columna de Silice (SX-SIL)

Para la implementacion de esta técnica, se parti6 del método EPA 3540C [78], Para
llevar a cabo la extraccion de PAHs, se tomaron 10g de sedimento, el cual fue
mezclado homogéneamente con igual cantidad de sulfato de sodio anhidro
(previamente secado a 400°C por 4h) y colocado en un dedal de celulosa y éste en el
equipo Soxhlet. El equipo Soxhlet fue adaptado a un refrigerante y a un matraz bola en
el que se colocaron previamente 300 mL de la mezcla de acetona:hexano 1:1; el

sistema fue montado sobre una placa de calentamiento y conectado a un recirculador

162911
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de agua. La temperatura que se establecié para alcanzar una velocidad de flujo de 4-6

ciclos/h fue de 200°C.

La segunda etapa de procedimiento es la concentracién del extracto. EI método EPA
3540C [78] recomienda el uso del dispositivo Kuderna-Danish para esta funcién, sin
embargo, su empleo excedid las 2h en a concentracion de cada muestra; lo anterior
fue visto como desventaja y se buscaron alternativas para esta etapa del

procedimiento.

Delhomme et al.[79], proponen el uso de la presion reducida (rotaevaporacion)
utilizando un bafio de agua a 30°C y no mas de 15 mbar para la concentracion de
muestras extraidas de PAHs. Se decidid el uso del rotavapor como recomienda este

autor.

La etapa final es la limpieza, ésta fue llevada a cabo en una columna de silice, la cual
fue preparada con algodén fibra de vidrio comprimido, 2g de silice de malla 160
(activada previamente por 12h a 130°C) y una capa final de 2g de sulfato de sodio
anhidro, el acondicionamiento fue hecho con 20 mL de una mezcla acetona:hexano
1:1. Una vez preparada la columna se cargd la muestra y la elucion fue hecha con 2
mL de la misma mezcla de acondicionamiento, finalmente el eluato fue evaporado con
una corriente suave de nitrégeno y posteriormente reconstituido con 1 mL de

acetonitrilo, filtrado en una membrana de nylon de 0.45pm [80] y analizado por HPLC

UV/FLU. En la figura 15 se muestra el montaje experimental de la técnica.

Figura 15. Montaje experimental del procedimiento de Soxhlet.



53
3.6.2. Sonicaciéon-Columna de Silica (S-SIL)

La metodologia seguida fue la descrita en el método EPA 3550C [80] para la extraccién
de los PAHs y al procedimiento de limpieza segun el método EPA 3630C [81], Se
utilizaron columnas de vidrio de 20 X 1 cm, a las que se coloco una capa bien
comprimida de 2 cm de fibra de vidrio (previamente lavada con una mezcla de
acetona:hexano 1:1), una capa de 5g de silice (malla 100-200, activada por 16h a
130°C) uniformemente empacada y para finalizar una ultima capa de 2g de sulfato de

sodio anhidro (secado por 4h a 400°C).

El procedimiento fue reproducido satisfactoriamente, no obstante, debido a que Ila
velocidad de flujo era sumamente baja e irregular fue necesario conectar la columna de
silice a una estacién de vacio. El acoplamiento de la columna en la estaciéon de vacio,

permitié controlar el flujo a una velocidad de 2 mL/min.

Para la evaluacion del procedimiento se analizaron por triplicado muestras de
sedimento fortificadas con niveles de PAHs de 0.76-3.817 mg/kg y 1.22 mg/kg de p-
terfenilo mas un blanco.

En la figura 16, se muestra un diagrama del procedimiento seguido en esta técnica y

en la figura 17 el montaje experimental de la técnica.
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I Cargar y pasar la muestra por la columna J

Mezcla de 2 g de sedimento
fortificado con PAHs
+ 2 g de Na,SO, anhidro

Agregar 10 mL de una mezcla
acetona:hexano 1:1

Eluir con 20 mL de una mezcla
Acetona:Hexano 1:1

Sonicacién por 15 minutos

Preparacion de la columna de limpieza

Evaporar casi a sequedad
X » ; con corriente suave de N,
Acoplamiento de la columna con la estacion de vacio reconstituir en 1 mL de
acetonitrilo y filtrar por una
membrana de 0.45 um

Acondicionamiento de la columna de limpieza
con 50 ml_ de mezcla acetona:hexano 1:1
con un flujo de =» 2 mL/min

Analisis cromatografico

Figura 16. Procedimiento de Sonicacion- Columna de Silice para la extraccion de

PAHSs en sedimento de rio.

Figura 17. Montaje experimental de la técnica de extraccion Sonicacién- Columna de

Silice
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3.6.3. Sonicacién-Extraccion en fase sélida Cig (S-SPElg)

Kootstra et al. [44] reportaron un método para la extraccion de PAHs en suelos
acoplando la extraccién por agitacion mecanica a una extraccion en fase solida con
cartuchos Cg utilizando THF para la elucion de los PAHs. Se decidido ajustar las

condiciones para su empleo en la determinacion de PAHs en sedimento.

Anteriormente, en nuestro laboratorio se habia desarrollado un método de SPE para el
analisis de agua de rio; este procedimiento resultdé ser compatible con la etapa de
extraccion para sedimentos, por lo que se cambid este paso del procedimiento

originalmente descrito para suelos.

Por otro lado, se probaron la agitacion mecanica y por sonicacion, con la finalidad de
elegir la modalidad de mejor eficiencia. Lo anterior fue realizado analizando por
duplicado muestras de 5g de sedimento provenientes del rio Pilon, fortificadas en
niveles de PAHs de 0.76-3.817 mg/kg y 1.22 mg/kg de p-terfenilo y evaluando tiempos

de extraccion de 20 minutos.

Ya seleccionado el sistema de agitacion, se evalué la posibilidad de escalar el
procedimiento a la mitad con la finalidad de disminuir el gasto de estandar de PAHs
empleado para las fortificaciones y ademas minimizar la generacién de residuos

peligrosos.

Las condiciones de extracciéon Sonicacion-SPEcia utilizadas se resumen en la figura

18.
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3.6.3. Sonicacién-Extraccion en fase sélida Cig (S-SPE_lg)

Kootstra et al. [44] reportaron un método para la extraccion de PAHs en suelos
acoplando la extraccion por agitacion mecanica a una extraccion en fase sélida con
cartuchos Cg utilizando THF para la elucion de los PAHs. Se decidi6 ajustar las

condiciones para su empleo en la determinacién de PAHs en sedimento.

Anteriormente, en nuestro laboratorio se habia desarrollado un método de SPE para el
analisis de agua de rio; este procedimiento resulté ser compatible con la etapa de
extraccion para sedimentos, por lo que se cambid este paso del procedimiento

«VgmaVmerite descito para suelos.

Por otro lado, se probaron la agitacion mecéanica y por sonicacion, con la finalidad de
elegir la modalidad de mejor eficiencia. Lo anterior fue realizado analizando por
duplicado muestras de 5g de sedimento provenientes del rio Pilon, fortificadas en
niveles de PAHs de 0.76-3.817 mg/kg y 1.22 mg/kg de p-terfenilo y evaluando tiempos

de extraccion de 20 minutos.

seleccionado e\ sistema de agitacion, se evalué \a posibilidad de escalar
procedimiento a la mitad con la finalidad de disminuir el gasto de estandar de PAHs
empleado para las fortificaciones y ademas minimizar la generacién de residuos

peligrosos.

Las condiciones de extraccién Sonicacién-SPEcis utilizadas se resumen en la figura

18.
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59 de sedimento previamente
fortificado con PAHs y
p-terfenil

Agregar 10 mL de acetona

Sonicacién por 30 minutos

Eluir con 4 mL de una mezcla
2-propanol:Hexano 80:20

Cargar y pasar la con un flujo de 5 mL/min
Se deja reposar y el sobrenadante se muestra por el cartucho *se descarta el primer mililitro
. ) ENVI18
centrifuga por 15 min a 1000a
I acondicionanado  con Filtrar eluato por filtro de 0.45
6 mL de una mezcla

Agua.ACN 85:15 y el flujo es
Tomar 5 mL del sobrenadante sustadoabmimn____

+ 2 5 mL de 2-propanol,

Analisis cromatografico
aforar con agua HPLC a 50 mL

Figura 18. Diagrama de flujo del procedimiento de extraccion S-SPEcis en sedimento

de rio.

3.6.4. Evaluacion del desempeio de los métodos de extraccion de PAHs en
sedimento

Para la seleccion del método de extraccion para PAHs en sedimento de rio, los

procedimientos de extraccion desarrollados en este trabajo fueron evaluados tomando

en cuenta: el numero de analitos detectados por cada técnica, el porcentaje de

recuperacion, las desviaciones estandar relativas, tiempo de analisis y costo.

Para la evaluacion del desempefio en estos procedimientos, se empleé sedimento
proveniente de dos sitios; del rio Pesqueria (colectado en N 25° 38.799° O 100° 05.144’
Altura 363m) y del rio Pilon (colectado en N 25° 02.524° O 099° 55.885’ Altura 668m),
ambos sedimentos fueron refrigerados a 4°C hasta su analisis. Veinticuatro horas

antes de iniciar el procedimiento de extraccion, las muestras de sedimento fueron
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5g de sedimento previamente
fortificado con PAHs y

p-terfenil
1
Agregar 10 mL de acetona
BRSPS R A,
Sonicacion por 30 minutos
Eluir con 4 mL de una mezcla
2-propanol:Hexano 80:20
Cargar y pasar la con un flujo de 5 mL/min
Se deja reposar y el sobrenadante se MuUsStia par el carucno *se descarta el primer mililitro
: ENVI 18
centrifuaa por 15 min a 1000a =
*El cartucho es previamente - 5
acondicionanado con Filtrar eluato por filtro de 0.45 |
6 mL de una mezcla
Agua:ACN 85:15 y el flujo es. I
Tomar 5 mL del sobrenadante ajustado a5 ml/min
+ 2.5 mL de 2-propanol, S Analisis cromatografico
aforar con agua HPLC a 50 mL

Figura 18. Diagrama de flujo del procedimiento de extraccion S-SPE-18 en sedimento

de rio.

3.6.4. Evaluacion del desempeio de los métodos de extraccion de PAHs en
sedimento

Para la seleccion del método de extraccion para PAHs en sedimento de rio, los

procedimientos de extraccion desarrollados en este trabajo fueron evaluados tomando

en cuenta: el numero de analitos detectados por cada técnica, el porcentaje de

recuperacion, las desviaciones estandar relativas, tiempo de analisis y costo.

Para la evaluacion del desempefio en estos procedimientos, se empleé sedimento
proveniente de dos sitios; del rio Pesqueria (colectado en N 25° 38.799° O 100° 05.144
Altura 363m) y del rio Pilén (colectado en N 25° 02.524° O 099° 55.885 Altura 668m),
ambos sedimentos fueron refrigerados a 4°C hasta su analisis. Veinticuatro horas

antes de iniciar el procedimiento de extraccion, las muestras de sedimento fueron



57

cribadas en una malla de 0.2 x 0.2 cm, pesadas y fortificadas con PAHs en un rango de
concentraciones de 0.076-3.817 mg/kg y 1.22 mg/kg de p-terfenilo.
En total se analizaron 4 muestras de cada tipo de sedimento con cada una de las

técnicas, un blanco y 3 muestras fortificadas con PAHs.

La recuperacion de los analitos en los procesos de extraccion fue calculada en funcion

del estandar subrogado p-terfenilo utilizando la ecuacion 1.

3.7 Validacion del método de extraccion para sedimento
En la validacién del procedimiento de extraccién seleccionado para PAHs en agua de
rio, se evaluaron los parametros de linealidad, precision y exactitud, limites de

deteccion y de cuantificacion [73-75],

3.7.1. Linealidad

Se utilizaron cinco estandares de calibracion, que fueron preparados por ftriplicado para
la construccion de las curvas de calibracion. Las soluciones estandar se prepararon a
partir de la mezcla de los 16 PAHs en un rango de concentraciones de 0.064-8.909
mg/kg y una concentracion de p-terfenilo de 1.22 mg/kg. En la tabla XX, se presentan

los rangos de concentracion empleados para cada analito.
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Tabla XX. Niveles de concentracién de las curvas de calibracion obtenidas por HPLC

UV/FLU

PAHSs Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

Naftaleno 0.636 1.272 1.909 3.181 4.455
Acenaftileno 0.636 1.272 1.909 3.181 4.455
Acenafteno 1.272 2.545 3.817 6.361 8.909
Fluoreno 0.127 0.254 0.382 0.636 0.891
Fenantreno 0.051 0.102 0.153 0.254 0.356
Antraceno 0.025 0.051 0.076 0.127 0.178
Fluoranteno 0.064 0.127 0.191 0.318 0.445
Pireno 0.127 0.254 0.382 0.636 0.891
Benzo(a)antraceno 0.064 0.127 0.191 0.318 0.445
Criseno 0.064 0.127 0.191 0.318 0.445
Benzo(b)fluoranteno 0.025 0.051 0.076 0.127 0.178
Benzo(k)fluoranteno 0.025 0.051 0.076 0.127 0.178
Benzo(a)pireno 0.064 0.127 0.191 0.318 0.445
Dibenzo(a,h)antraceno 0.254 0.509 0.763 1.272 1.782
Benzo(ghi)perileno 0.102 0.204 0.305 0.509 0.713
indeno(1,2,3-cd)pireno 0.064 0.127 0.191 0.318 0.445

El manejo de los datos, se realizé con el programa Excel. Para el establecimiento del
rango lineal, se calcul6 el coeficiente de determinacion y el coeficiente de variacion de

los factores de respuesta (FR), el cual fue calculado de la siguiente manera:

A (area del analito) (concentracion del estandar subrogado)

(area del estandar subrogado) (concentracion del analito)
ecuacion 8

Con los factores de respuesta obtenidos de los estandares, se calculd la desviacion

estandar relativa de acuerdo a la ecuacion 3.

3.7.2. Limite de deteccion
El calculo se realizé6 con base en la desviacidon estandar de la respuesta y la pendiente,
de acuerdo a las recomendaciones de la International Conference on Harmonisation

(ICH) [74-75], y se realiz6 el calculo de acuerdo a la ecuacion 4.
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Para establecer los limites de cuantificacion se emplearon los datos obtenidos de las

curvas de calibracion de los seis niveles de concentracion por triplicado.

El limite de cuantificacion fue calculado de acuerdo a los criterios de la ICH [74-75],

utilizando la ecuacion 5.

3.7.3. Exactitud y Precision

Se determiné analizando muestras de sedimento fortificadas a concentraciones de

0.076-3.817 mg/kg y 1.22 mg/kg de p-terfenilo. Los porcentajes de recuperacion y sus

desviaciones estandar relativas fueron calculados a partir del analisis por triplicado de

estas muestras. En el calculo de los porcentajes de recuperacion se emplearon las

ecuaciones 6 y 7 .En la tabla XXI|, se muestran las concentraciones adicionadas de

cada analito en la muestra de sedimento.

Tala XXI. Concentraciones adicionadas a las muestras de sedimento para la

evaluacion de la recuperacion en las técnicas de extraccion evaluadas.

Concentracion Concentracion
Analito Adicionada Analito Adicionada

mg/kg mg/kg
Naftaleno 1.909 Benzo(a)antraceno 0.191
Acenaftileno 1.909 Criseno 0.191
Acenafteno 3.817 Benzo(b)fluoranteno 0.076
Fluoreno 0.382 Benzo(k)fluoranteno 0.076
Fenantreno 0.153 Benzo(a)pireno 0.191
Antraceno 0.076 Dibenzo(a,h)antraceno 0.763
Fluoranteno 0.191 Benzo(ghi)perileno 0.305
Pireno 0.382 0.191

Indeno(1,2,3-cd)pireno
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3.8 Muestreo y Aplicacion de los Métodos de Extraccion

Se realizé un muestreo durante los meses de marzo, abril y mayo del 2008, en 10
puntos del rio Pesqueria previamente seleccionados en conjunto con personal regional
de la CONAGUA. En la figura 19 se muestra un diagrama de flujo linealizado de la
cuenca del rio San Juan donde se marcan los puntos de muestreo elegidos y en la
figura 20, un mapa satelital de la localizacion de las estaciones de muestreo. Una
panoramica de cada punto de muestreo se presenta en la figura 21, su ubicacion
geografica se muestra en la tabla XXIl. Las muestras de agua y sedimento colectadas

fueron analizadas aplicando los métodos seleccionados previamente en este trabajo.

Diagrama de Flujo de la Cuenca del Rio San Juan
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Figura 19. Puntos de muestreo en el rio Pesqueria



Figura 20. Mapa satelital de los puntos de muestreo.

Tabla XXII. Ubicacion geografica de los puntos de muestreo

Estacion Latitud Longitud Altitud
1 25°59' 41.34" N 100°25’ 56.58" 0 664m
2 25°47' 52.31"N 100°23'7.98" 0 572m
3 25°49' 16.4" N 100° 13’ 33.16" O 445m
4 25°46'5.70"N 100°3' 5.69” O 365m
5 25°41' 34.34" N 99°37'30.12" O 233m
6 25°53' 56.56” N 99°24’ 1.43" O 153m
7 25°52' 54.34" N 99° 11'43.06" O 133m
8 26°3'28.11” N 99°11’ 36.98" O 105m




Figura 21. Fotografia de los puntos de muestreo en el cauce del rio Pesqueria y su sedimento correspondiente
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Para el muestreo de agua y sedimento se tomaron en cuenta las recomendaciones del

manual de “Técnicas de muestreo para manejadores de recursos naturales”, publicado

por e\ \nst\lulo Uac\or\a\ de Eco\o§\a. Pata \a teco\eee\on de tnueeVtae de agua, fueron
empleados frascos de vidrio ambar con capacidad para 1 litro; mientras que las
muestras de sedimento fueron colectadas en vasos de precipitado de vidrio de 400 mL.
Todas las muestras fueron conservadas en hielo para su transporte y se guardaron en
refrigeracion a 4° C hasta el momento de la extraccidén. Las extracciones de PAHs en
ambas matrices y el analisis cromatografico de las muestras se llevaron a cabo en un

periodo no mayor de una semana a partir del muestreo. En la figura 22, se muestra una

representacion de la forma de tomar las muestras de agua y sedimento [82],

Figura 22. Muestreo de agua (parte superior) y sedimento (fotografia en la parte

inferior).
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Para el muestreo de agua y sedimento se tomaron en cuenta las recomendaciones del
manual de “Técnicas de muestreo para manejadores de recursos naturales”, publicado
por el Instituto Nacional de Ecologia. Para la recoleccién de muestras de agua, fueron
empleados frascos de vidrio ambar con capacidad para 1 litro; mientras que las
muestras de sedimento fueron colectadas en vasos de precipitado de vidrio de 400 mL.
Todas las muestras fueron conservadas en hielo para su transporte y se guardaron en
refrigeracion a 4° C hasta el momento de la extraccién. Las extracciones de PAHs en
ambas matrices y el andlisis cromatografico de las muestras se llevaron a cabo en un
periodo no mayor de una semana a partir del muestreo. En la figura 22, se muestra una

representacion de la forma de tomar las muestras de agua y sedimento [82],

Figura 22. Muestreo de agua (parte superior) y sedimento (fotografia en la parte

inferior).
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Adicionalmente, en cada punto de muestreo se tomaron los siguientes parametros
fisicoquimicos: pH, temperatura y conductividad del agua. El equipo utilizado fue un
conductimetro, pHmetro digital y medidor de temperatura marca Conductronic PC18.
Previamente a cada muestreo este equipo fue calibrado de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante.

Cada una de las muestras recolectadas fue analizada por ftriplicado. También se
determind la cantidad de solidos totales a todas las muestras de agua de acuerdo a la
NMX-AA-034-SCFI-2001[83] y el contenido de humedad a las muestras de sedimento

siguiendo la metodologia descrita en la NOM-021-RECNAT-2000 [84],

Para la determinacién de los sélidos totales, se utilizaron crisoles de porcelana tarados
y 100 ml_ de muestra de agua homogenizada y se lleva a la estufa a una temperatura
de 103-105°C hasta sequedad.

El calculo de sdlidos totales en mg/L se realizé de acuerdo a la siguiente formula:

(peso del crisol después de la evaporacion en mg- peso del crisol tarado en mg ) X 1000

Sdélidos totales =
Volumen de la muestra en mL

ecuacion 9

La determinacién de la humedad en sedimento, se realizd con crisoles de porcelana
previamente tarados y 10g de muestra de sedimento cribado y homogenizado, el crisol
con la muestra se coloco en la estufa a una temperatura de 103-105°C durante 24h.

El calculo del porcentaje de humedad se realizé con la siguiente férmula:

(peso del crisol mas muestra humeda- peso del crisol mas muestra seca X 100
% Humedad =

gramos de muestra de sedimento

ecuacién 10
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Adicionalmente, en cada punto de muestreo se tomaron los siguientes parametros
fisicoquimicos: pH, temperatura y conductividad del agua. El equipo utilizado fue un
conductimetro, pHmetro digital y medidor de temperatura marca Conductronic PC18.
Previamente a cada muestreo este equipo fue calibrado de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante.

Cada una de las muestras recolectadas fue analizada por triplicado. También se
determiné la cantidad de solidos totales a todas las muestras de agua de acuerdo a la
NMX-AA-034-SCFI-2001[83] y el contenido de humedad a las muestras de sedimento

siguiendo la metodologia descrita en la NOM-021-RECNAT-2000 [84],

Para la determinacién de los solidos totales, se utilizaron crisoles de porcelana tarados
y 100 mL de muestra de agua homogenizada y se lleva a la estufa a una temperatura
de 103-105°C hasta sequedad.
El calculo de sdlidos totales en mg/L se realizé de acuerdo a la siguiente férmula:

(peso del crisol después de la evaporacion en mg- peso del crisol tarado en mg ) X 1000

Solidos totales =
Volumen de la muestra en mL

ecuacion 9

La determinacién de la humedad en sedimento, se realizd con crisoles de porcelana
previamente tarados y 10g de muestra de sedimento cribado y homogenizado, el crisol
con la muestra se colocé en la estufa a una temperatura de 103-105°C durante 24h.

El calculo del porcentaje de humedad se realiz6 con la siguiente formula:

(peso del crisol mas muestra himeda- peso del crisol mas muestra seca X 100
% Humedad =
gramos de muestra de sedimento

ecuacién 10



CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Método cromatografico

Los cromatogramas de cada uno de los compuestos probados como estandares
internos: benzo[e]pireno, nitrobenceno y p-terfenilo y en mezcla con los PAHs se

muestran en la figura 23.
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Figura 23. a. Cromatograma UV a 254 nm del nitrobenceno, b. Cromatograma UV a
254 nm del benzo[e]pireno, d. cromatograma FLU del p-terfenilo, d. Mezcla

de PAHs con los estandares internos.

De los resultados de estos experimentos, se decidid no incluir al benzo[e]pireno, debido
a que su presencia en el cromatograma interfiri6 con los PAHs de interés. El
nitrobenceno y el p-terfenilo fueron bien identificados y separados de los PAHs de

estudio y fueron incluidos en la mezcla de estandares (figura 24).
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Figura 24. Cromatograma UV a 254 nm de la mezcla de PAHs en mezcla con el

nitrobenceno y el p-terfenilo.

Posteriormente el nitrobenceno también fue eliminado de la mezcla, debido a su
inestabilidad, el pico se parte en dos al cabo de aproximadamente 1 dia de la

preparaciéon de la mezcla. Finalmente el p-terfenilo fue el Unico estandar interno

utilizado en el estudio, (figura 25).
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Figura 25. Separacion cromatografica de la mezcla de PAHSs incluido el p-terfenil como

estandar interno.
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Para evaluar los resultados de estos procesos se realizé una validacién parcial del
sistema cromatografico descrito en el apartado 3.2.2.1., se analizaron curvas de
calibracién en un rango de concentraciones de 0.6250-78.1250 pig/L de PAHs y 96 fig/L

de p-terfenilo. Los resultados se muestran en la tabla XXIII.

Tabla XXIll. Evaluacion del sistema cromatografico

PAHs tg (min) r2 DER del FR(%)
Naftaleno 6.31 0.99249 3.15
Acenaftileno 7.56 0.99560 7.81
Acenafteno 9.84 0.99622 3.31
Fluoreno 10.37 0.99604 3.58
Fenantreno 11.85 0.99078 3.92
Antraceno 13.12 0.99378 2.30
Fluoranteno 14.00 0.99730 10.05
Pireno 14.61 0.99000 3.18
Benzo(a)antraceno 15.73 0.99022 2.54
Criseno 16.08 0.99279 5.87
Benzo(b)fluoranteno 17.16 0.99297 3.05
Benzo(k)fluoranteno 17.93 0.99456 3.51
Benzo(a)pireno 18.96 0.99553 2.70
Dibenzo(a,h)antraceno 19.98 0.99544 3.67
Benzo(ghi)perileno 21.53 0.99646 3.60
Indeno(1,2,3-cd)pireno 22.37 0.99679 3.36

n=6

4.2. Desarrollo de los procesos de extraccion para PAHs en agua

4.2.1. Microextraccion liquido-liquido de gota en modalidad de inmersion
(SDME-INM)
Los cromatogramas resultantes de las pruebas de extraccion de PAHs con hexano,

ciclohexano, diclorometano y tolueno se muestran en la figura 26.

YT-
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Figura 26. Cromatogramas de extracciéon SDME-INM de PAHs con diversos solventes.

Los cromatogramas correspondientes a los volumenes de extraccion de 1 y 5 (xL

utilizando tolueno como solvente de extraccion, se muestran en la figura 27.

Figura 27. Cromatogramas correspondientes a los volimenes de extraccion probados

para SDME-INM, a. 1(.iL, b. 5pL.
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Las pruebas utilizando 1 |"L de solvente mostraron menor variacion que las de 5p.L, por

loque en experimentos posteriores se empled 1 pL de tolueno.

Los cromatogramas correspondientes a la adicion de NaCl se muestran en la figura 28.

40.00. =

Figura 28. Cromatogramas correspondientes a las pruebas con adicion de NaCl para

SDME-INM, a. sin adicién de NaCl; b. con adicion de NaCl.

Los tiempos de extraccion experimentados fueron 20 y 30 minutos; se eligié utilizar
20 minutos para la extraccion, debido a que en 30 minutos las cantidades recuperadas
de solvente fueron muy variables y en consecuencia la respuesta en las pruebas no fue

reproducible.

El cromatograma obtenido bajo las condiciones finales de extraccion establecidas, se

muestra en la figura 29.
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Figura 29. Cromatograma una muestra de agua adicionada con PAHs obtenido bajo las
condiciones experimentales de la extraccion SDME-INM



4.2.2. Microextraccion liquido-liquido de gota en modalidad de headspace

(SDME-HS)

Los cromatogramas correspondientes a las pruebas con diferentes solventes

SDME-HS se muestran en la figura 30.
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Figura 30. Cromatogramas de extraccion SDME-HS de PAHs con diversos solventes.

Los ensayos con n-octanol fueron llevados a cabo a diversas temperaturas, a 23,

71

para

50 y

70°C; la temperatura que mostré mejor respuesta de los PAHs fue 50°C con un tiempo

de extraccion de 5 minutos, los cromatogramas de estas pruebas se muestran en la

figura 31.
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Figura 31. Cromatogramas de extraccién SDME-HS de PAHSs a las diferentes

temperaturas de extraccién probados.

Otro factor evaluado fue la concentraciéon de cloruro de sodio adicionado. La intensidad
de la respuesta mejoré con la adicibn de NaCl, el aumento fue de « 15% para los
analitos de mayor peso molecular. Sin embargo, entre las diferentes concentraciones de

NaCl no se observo diferencia.

A partir de los resultados obtenidos se establecieron las condiciones 6ptimas de SDME-
HS para la extraccion de PAHs en muestras de agua, estas condiciones se enlistaron
en la tabla Xlll. En la figura 32 se muestra el cromatograma obtenido bajo estas

condiciones de experimentacion.
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Figura 31. Cromatogramas de extraccién SDME-HS de PAHSs a las diferentes

temperaturas de extraccién probados.

Otro factor evaluado fue la concentracion de cloruro de sodio adicionado. La intensidad
de la respuesta mejor6 con la adicion de NaCl, el aumento fue de = 15% para los
analitos de mayor peso molecular. Sin embargo, entre las diferentes concentraciones de

NaCl no se observo diferencia.

A partir de los resultados obtenidos se establecieron las condiciones 6ptimas de SDME-
HS para la extraccion de PAHs en muestras de agua, estas condiciones se enlistaron
en la tabla Xlll. En la figura 32 se muestra el cromatograma obtenido bajo estas

condiciones de experimentacion.
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Figura 32. Cromatograma de PAHs obtenido bajo las condiciones seleccionadas para la
extraccion SDME-HS.

4.2.3.Microextraccion en fase sélida en modalidad de headspace (SPME-HS)

La eleccion de la fibra, se realizd a partir de los resultados obtenidos de las pruebas
iniciales; la fibora de PDMS en muestras de agua con y sin cloruro de sodio extrajo 8 de
los analitos de interés. En el caso la fibora mixta de PDMS/DVB, en las muestras sin
cloruro de sodio también se detectaron 8 de los 16 analitos, mientras que en las
muestras adicionadas con un 10% de cloruro de sodio, el niumero de sefiales aumenté a

14.

Figura 33. Cromatogramas de extraccion SPME-HS de PAHs; a. Fibra PDMS 100pm
sin NaCl, b. Fibra PDMS 100pm con NaCl, c.Fibra PDMS/DVB 65pm con
NaCl, d. Fibra PDMS/DVB 65pm sin NaCl.

La fibra seleccionada para fue la de 65 pm PDMS/DVB adicionando 10% de NaCl a la

muestra de agua.
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Figura 32. Cromatograma de PAHs obtenido bajo las condiciones seleccionadas para la
extraccion SDME-HS.

4.2.3.Microextraccion en fase sélida en modalidad de headspace (SPME-HS)

La eleccion de la fibra, se realizd a partir de los resultados obtenidos de las pruebas

iniciales; la fibora de PDMS en muestras de agua con y sin cloruro de sodio extrajo 8 de

los analitos de interés. En el caso la fibora mixta de PDMS/DVB, en las muestras sin

cloruro de sodio también se detectaron 8 de los 16 analitos, mientras que en las

muestras adicionadas con un 10% de cloruro de sodio, el nimero de sefales aumenté a

14.
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Figura 33. Cromatogramas de extraccion SPME-HS de PAHs; a. Fibra PDMS 100(im
sin NaCl, b. Fibora PDMS 100pm con NaCl, c.Fibora PDMS/DVB 65pm con
NaCl, d. Fibra PDMS/DVB 65pm sin NaCl.

La fibra seleccionada para fue la de 65 pm PDMS/DVB adicionando 10% de NaCl a la

muestra de agua.
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Los resultados experimentales de los parametros evaluados, mostraron que la
temperatura de extraccion a 50°C fue mas eficiente, ya que presentd sefiales de los
analitos de mayor intensidad que a 70°C; el empleo de un tiempo de equilibrio mas
largo (60 minutos) disminuyd la intensidad de las senales y finalmente para el tiempo de

extraccion no hubo diferencia importante en la intensidad de la respuesta al duplicarlo

de 15 a 30 min.
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Figura 34. Cromatogramas de extraccion SPME-HS de PAHSs a las diferentes

temperaturas de extraccion probados.

De los resultados anteriores, se establecieron condiciones optimas para la extraccion
SPME-HS de PAHs (enlistadas en la tabla XV), en la figura 35 se muestra un

cromatograma obtenido bajo estas condiciones de experimentacion.
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Figura 35. Cromatograma de la extraccion SPME-HS de PAHs obtenido bajo las
condiciones de experimentacién seleccionadas.

4.3. Evaluacion del desempeio de métodos de extraccion para agua

La tabla XXIV presenta una sumatoria de los criterios para la selecciéon de las técnicas

de extraccion.

Tabla XXIV. Criterios aplicados en la seleccion de la técnica de extracciéon para PAHs

en agua
SDME-INM SDME-HS SPME-INM  SPME-HS SPE
Volumen de muestra 5ml_ 10 mL 15 mL 10 mL 200 mL
Temperatura de
ambiente 50°C 70°C 50°C ambiente
extraccion
Tiempo de
20 min 5 min 60 min 15 min =40 min
extraccion
Tiempo total de
25 min 35 min 2h 5 min 1h 35 min 1h
analisis
Analitos detectados 16 8 16 13 16
Costo + + ++ ++ + + +

Siendo el criterio principal el nimero de analitos detectados, las técnicas de headspace

fueron eliminadas del proceso de evaluacion.

>P

Vll



En la figura 36, se muestran los cromatogramas de muestras de agua fortificados con

PAHSs para cada una de las técnicas evaluadas.

Figura 36. Cromatogramas de muestras de agua fortificadas con PAHSs; a. SPE, b.

SDME-INM c. SPME-INM
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En la figura 36, se muestran los cromatogramas de muestras de agua fortificados con

PAHSs para cada una de las técnicas evaluadas.
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Figura 36. Cromatogramas de muestras de agua fortificadas con PAHSs; a. SPE, b.

SDME-INM c. SPME-INM
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Los resultados de la eficiencia de extracci@e RAHs en agua expresados comgporcentajale recuperacion y

correspondientes analizados por HPLC UV/FLU, se presentan en las tablas XXV y XXVI, los valores Presentados son el promedio

de tres réplicas.

Tabla XXV. Recuperacion (%) para cada uno de los tipos de agua analizados por cada técnica de extraccion

Conc. Extraccion en fase solida Microextr_accic’)n e.n fase .S,é"da Microgxtraccién de gf)'t a
afadida modalidad de inmersion modalidad de inmersion i
PAHS pg/L Agua Rio Rio Agua Rio Rio Agua e Pesqueri
destilada Pilon Pesqueria destilada Pilén Pesqueria destilada Pilén queria__

Naftaleno 3000 63 64 62.87 66.77 92.05 98.85 99.10 7.01 14.58 1272
Acenaftileno 60.00 80.30 70.73 69.60 57.42 65.78 59.06 2.37 2.87 2.58
Acenafteno 6.00 54.71 55.93 78.09 60.51 59.89 78.98 2.95 4.61 551
Fluoreno 2.40 79.40 81.94 86.14 40.21 39.57 55.01 7.66 2.16 1.96
Fenantreno 1.20 87.99 91.62 92.02 49.39 46.78 66.37 5.53 4.07 5.40
Antraceno 300 78.23 86.66 97.21 81.05 79.56 81.76 7.59 3.25 5.31
Fluoranteno 6.00 95.35 94.17 81.52 50 45 4193 66.93 6.44 7.77 6.72
Pireno 96.00 79.93 60.70 61.47 55.97 53.13 53.20 5.58 8.57 7.63
Benzo(a)antraceno 3.00 53.77 54.47 65.65 74.17 65 44 70.12 8.89 11.49 11.38
Criseno 300 89.83 94.93 84 92 77.37 89.07 68.04 3.83 5.60 6.88
Benzo(b)fluoranteno 1.20 78.15 86.37 88.78 35.47 55.65 46.90 8.54 9.04 10.57
Benzo(k)fluoranteno 1.20 76.13 94.80 75.82 4253 42.07 42.58 2.34 4.00 579
Benzo(a)pireno 3.00 88.12 95.47 66.31 42.14 23.56 69.84 6.64 9.94 12 94
Dibenzo(a,h)antraceno 12.00 86.03 86.33 80.90 8992 83 80 86.67 6.22 6.70 7.37
Benzo(ghi)perileno 4.80 82.77 85.05 87.15 36.51 34.52 78.28 5.32 7.50 7.06
Indeno(1,2,3-cd)pireno 3.00 69.00 85.15 82.83 58.97 39.37 60.12 1.72 512 445

‘n=3
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Tabla XXVI. RSD para muestras de agua del rio Pesqueria con las técnicas de

extraccion evaluadas.

Rio Pesqueria

PAHs

SPE SPME-INM SDME-INM
Naftaleno 9.8 10.2 425
Acenaftileno 13.7 5.5 33.2
Acenafteno 6.3 7.6 254
Fluoreno 7.7 9.7 271
Fenantreno 12.3 54 15.2
Antraceno 4.5 5.6 18.5
Fluoranteno 8.2 6.5 15.9
Pireno 4.7 3.9 19.8
Benzo(a)antraceno 9.3 3.47 10.7
Criseno 162 14.9 16.2
Benzo(b)fluoranteno 7.0 6.7 18.1
Benzo(k)fluoranteno 6.9 8.0 17.0
Benzo(a)pjreno 5.3 4.2 18.2
Dibenzo(a,h)antraceno 6.3 4.5 17.2
Benzo(ghi)perijleno 8.7 6.6 19.3
Indeno(1,2,3-cd)pjreno 7.5 8.7 26.7

n=3

4.5. Validacion del método de extraccion en Agua
En la tabla XXVII se presenta un resumen de los resultados de la validacion de la
extraccion de PAHs usando SPME-INM por HPLC UV/FLU, se incluye el intervalo de
trabajo utilizado para construir las curvas de calibracion de cada analito, el coeficiente
de determinacién de la curva de calibracion como parametro de linealidad, el porcentaje
de la desviacion estandar relativa como indicador de la precisién, y los limites de
deteccion (LD) y de cuantificacion (LC), asi como los porcentajes de recuperacion de
muestras de agua provenientes del rio Pesqueria con su correspondiente desviacion

estandar relativa.
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Tabla XXVII. Parametros evaluados para la validacion del método para analisis de

PAHs por HPLC UV/FLU extraidos por SPME-INM.

Intervalo Recuperacion
de (n=3)
trabajo Factor Respuesta
Analito Mg/L r2 (% DER, n=15) LD pg/L LC pg/L % % DER

Naftaleno 16.667-79.167 0.99249 3.15 1.142 3.460 89.56 7.15
Acenaftileno 16.667-79.167 0.99452 9.23 0.469 1.420 66.34 8.47
Acenafteno 33.333-158.333 0.99900 4.22 0.977 2.960 82.41 3.93
Fluoreno 3.333-15.833 0.99604 5.23 0.066 0.200 63.9 5.48
Fenantreno 1.333-6.333 0.99078 3.82 0.030 0.090 72.33 4.71
Antraceno 0.667-3.167 0.99120 3.08 0.017 0.050 84.01 3.47
Fluoranteno 1.667-7.917 0.99731 13.30 0.116 0.350 70.24 14.91
Pireno 3.333-15.583 0.99900 5.89 0.106 0.320 60.78 4.73
Benzo(a)antraceno 1.667-7.917 0.99631 5.75 0.036 0.110 77.3 4.95
Criseno 1.667-7.917 0.98319 6.08 0.363 1.100 75.29 5.84
Benzo(b)fluoranteno 0.667-3.167 0.99831 4.13 0.007 0.020 52.62 3.83
Benzo(k)fluoranteno 0.667-3.167 0.99914 3.88 0.020 0.060 50.84 4.47
Benzo(a)pjreno 1.667-7.917 0.99422 5.04 0.053 0.160 73.87 4.60
Djbenzo(a,h)antraceno  6.667-31.667 0.99718 5.76 0.215 0.650 89.95 4.97
Benzo(ghj)perileno 2.667-12.667 0.99473 7.49 0.083 0.250 83.41 6.22
Indeno(1,2,3-cd)pireno 1.667-7.917 0.99679 4.33 0.056 0.170 63.71 5.34

En la figura 37 se muestran los cromatogramas obtenidos después de la extraccion
SPME-INM de los diversos estandares (comparativo), una solucién de estandares del

nivel 2 de concentracion y de una muestra de agua del rio Pesqueria adicionada.
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4.6. Desarrollo de métodos de extraccion en Sedimento

Las figuras de 38 a la 45 muestran los cromatogramas correspondientes a los diferentes
procesos de extraccion evaluados y las tablas de la XXVIII a la XXIX los porcentajes de

recuperacion obtenidos para cada proceso, asi como sus porcentajes de recuperacion

Para el desarrollo de las técnicas de extraccion de sedimento, fue necesario evaluar la
interaccion de los analitos con la matriz. Partiendo del resultado del analisis de una
muestra de sedimento proveniente del rio Pilén (figura 38), en el cual no hubo respuesta
para ninguno de los analitos de interés, se hizo la asuncion de que este sedimento

estaba libre de PAHs y era adecuado para ser utilizado en las pruebas iniciales.

2DO 4D0 6.00 800 1000 12D0 14.00 1600 1800 20.00 22.00
Mnutes

Figura 38. Cromatograma correspondiente al sedimento proveniente del rio Pilon

utilizado como blanco adicionado con p-terfenil.

En todos los experimentos realizados fue posible recuperar los 16 PAHs; no obstante, el
tiempo seleccionado para asegurar la adsorcién de los analitos fue de 24h, ya que
mostré una mejor reproducibilidad en los resultados. Por esa razéon, en todos los
experimentos siguientes el estandar subrogado p-terfenilo y el stock de PAHs (en caso

requerido) fueron adicionados 24h previas al procedimiento de extraccién. En la figura
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39 se muestran los cromatogramas superpuestos de las tres extracciones realizadas,
después de los diferentes tiempos evaluados utilizando la técnica de sonicacion-

extraccion en fase solida Cig.

—

Figura 39. Cromatogramas superpuestos obtenidos para la extraccion de PAHs en

sedimiento adicionado con un tiempo de reposo de (a) 2 h, (b) 12h y (c) 24 h.
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4.6.1. Soxhlet-Columna de Silice (SX-SIL)

El cromatograma obtenido utilizando el procedimiento de extraccion Soxhlet-Columna

de Silice modificado y analizado por HPLC UV/FLU, se muestra en la figura 40.
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Figura 40. Cromatograma de sedimento fortificado con PAHs en un nivel de 0.076-

3.817 mg/kg obtenido bajo las condiciones de analisis seleccionadas.

4.6.2. Sonicacién-Columna de Silica (S-SIL)

Un cromatograma de sedimento adicionado a un nivel de concentracién de 0.076-3.817

mg/kg extraido utilizando la Sonicacion-Columna de Silice y analizado por HPLC

UV/FLU se muestra en la figura 41.
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Figura 41. Cromatograma obtenido de la extraccién de PAHs en sedimento utilizando la

extraccion S-SIL
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4.6.3. Sonicacién-Extraccion en fase soélida C,; (S-SPEds)

Las pruebas iniciales de esta metodologia involucraron la evaluacion de la eficiencia de
extraccion de dos modos diferentes de agitacion, la agitacion mecanica y la sonicacion,

en la figura 42, se muestran los cromatogramas de ambos experimentos.

a _ | b

Figura 42. Cromatogramas obtenidos para la extracciéon de PAHs en sedimiento

Agitacion-SPEds (a) agitacion mecanica (b) sonicacion.

Debido a que la sonicacibn mostr6 una mayor intensidad de respuesta para todos los

analitos, en los experimentos subsecuentes fue la modalidad de agitacion utilizada.

Seleccionado el sistema de agitaciéon, se escalé el procedimiento a la mitad. En la figura
43 pueden observarse los cromatogramas obtenidos. Los experimentos siguientes
utilizando esta técnica de extraccién fueron hechos utilizando 5g de sedimento. Un
cromatograma de una muestra de sedimento extraida utilizando esta metodologia se

presenta en la figura 44.
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4.6.3. Sonicacion-Extraccion en fase sélida C,; (S-SPEcis)

Las pruebas iniciales de esta metodologia involucraron la evaluaciéon de la eficiencia de
extraccion de dos modos diferentes de agitacion, la agitacion mecanica y la sonicacion,

en la figura 42, se muestran los cromatogramas de ambos experimentos.

a

o |

Figura 42. Cromatogramas obtenidos para la extraccion de PAHs en sedimiento

Agitacion-SPEds (a) agitacion mecanica (b) sonicacion.

Debido a que la sonicacidon mostr6 una mayor intensidad de respuesta para todos los

analitos, en los experimentos subsecuentes fue la modalidad de agitacion utilizada.

Seleccionado el sistema de agitacién, se escalé el procedimiento a la mitad. En la figura
43 pueden observarse los cromatogramas obtenidos. Los experimentos siguientes
utilizando esta técnica de extraccion fueron hechos utilizando 5g de sedimento. Un
cromatograma de una muestra de sedimento extraida utilizando esta metodologia se

presenta en la figura 44.
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Figura 43. Cromatogramas obtenidos para la extraccion por S-SPE_ 18 de PAHs
partiendo de 5y 10 g de sedimento.
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Figura 44. Cromatograma correspondiente a la extraccion Sonicacén- SPEis de PAHs

en sedimento adicionados a un nivel de concentraciéon de 0.076-3.817 mg/kg.
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4.7. Evaluacién del desempeino de métodos de extracciéon para sedimento

Para los experimentos se emplearon dos muestras de sedimento diferentes, una
proveniente del rio Pilon y la otra del rio Pesqueria.
En la figura 45 se muestran los cromatogramas obtenidos con los tres procedimientos

de extraccion para la muestra del rio Pesqueria y en las tablas XXVIII y XXIX el

resumen de resultados.
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Figura 45. Cromatogramas obtenidos para los diferentes procesos de extraccion de

PAHS en sedimento de rio.



Tabla XXVIII. Porcentajes de recuperacion para las muestras de sedimentos por los procesos de extraccion evaluados.

Conc. Soxhle - Silica Sonicacion Silica Sonicacién- SPEcie
PAHs afiadida Rio Rio Rio Rio Rio Rio

mg/kg Pilon Pesqueria Pilon Pesqueria Pilon Pesqueria
Naftaleno 1.909 53.0 62.0 66.9 72.0 85.0 89.0
Acenaftileno 1.909 64.0 61.0 72.0 61.0 60.0 66.0
Acenafteno 3.817 85.0 88.0 61.0 88.0 78.0 82.0
Fluoreno 0.382 67.0 74.0 88.0 74.0 69.0 63.0
Fenantreno 0.153 75.0 70.0 74.0 70.0 70.0 72.0
Antraceno 0.076 89.0 86.0 80.0 86.0 80.0 84.0
Fluoranteno 0.191 66.0 59.0 64.0 59.0 67.0 70.0
Pireno 0.382 67.0 50.0 59.0 50.0 56.0 60.0
Benzo(a)antraceno 0.191 75.0 70.0 75.0 70.0 67.0 77.0
Criseno 0.191 60.0 62.0 70.0 62.0 57.0 75.0
Benzo(b)fluoranteno 0.076 71.0 57.0 62.0 57.0 68.0 52.0
Benzo(k)fluoranteno 0.076 80.0 53.0 57.0 53.0 55.0 50.0
Benzo(a)pireno 0.191 77.0 74.0 73.0 74.0 67.0 73.0
Dibenzo(a,h)antraceno 0.763 73.0 87.0 84.0 87.0 84.0 89.0
Benzo(ghi)perileno 0.305 82.0 80.0 87.0 80.0 80.0 83.0
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.191 63.0 52.0 60.0 52.0 65.0 63.0




Tabla XXIX. Desviaciones estandar relativas para muestras de sedimento del rio

Pesqueria con las técnicas de extraccion evaluadas.

Soxhlet- Sonicacién- Sonicacién-
Silice Silice SPEca
PAHs rio rio rio
Pesqueria Pesqueria Pesqueria

Naftaleno 46.9 6.3 7.15
Acenaftileno 281 14.3 8.47
Acenafteno 3512 8.3 3.93
Fluoreno 78 15.14 5.48
Fenantreno 13.16 97 4.71

Antraceno 9.04 1 3.47
Fluoranteno 19.21 18 14.91
Pireno 8.09 32 4.73
BaA 14.67 9.5 4.95
Criseno 27.43 3.98 5.84
BbF 11.98 114 3.83
BkF 17.03 10.7 447
BaP 20.21 5.1 4.6

Da.hA 23.7 8.8 4.97
BghiP 15.13 47 6.22
Indeno 31.76 76 5.34

La técnica considerada mas adecuada para el analisis de PAHs en sedimentos fue la

Sonicacion-SPEds-
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4.8. Validacion del método de extraccion en Sedimento
En la tabla XXX se presenta un resumen de los resultados de la validacion del
procedimiento de SIL-SPE_ s para la extraccion de PAHs en sedimento utilizando. Se
muestra el intervalo de concentraciones utilizado para construir las curvas de
calibracién de cada analito, el coeficiente de determinacion de la curva de calibracion
como parametro de linealidad, el porcentaje de la desviacidon estandar relativa como
indicador de la precision, y los limites de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC), asi
como los porcentajes de recuperacion de muestras de sedimento provenientes del rio
Pesqueria con su correspondiente desviacion estandar relativa como indicador de la

exactitud.

En la figura 46 se muestran los cromatogramas de una solucion de estandar del
nivel 2 de concentracion y de una muestra de sedimento del rio Pesqueria
adicionada a un nivel de concentracién de 0.076-3.817 mg/kg y 1.22 mg/kg de p-

terfenilo.
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Tabla XXX. Parametros evaluados para la validacién del método para analisis de PAHs

por HPLC UV/FLU extraidos por Sonicacion-SPEds-

Intervalo Recuperacion
de Factor Respuesta (n=3)
trabajo Analito/SS LD LC
Analito mg/kg r2 (% DER, n=15) pg/L MaQ/L % % DER
Naftaleno 0.636-4.455 9066 2.11 0044 0145 4028 1534
Acenaftileno 0.636-4.455 (9962 3.05 0.018 0060 67.34  10.03
Acenafteno 1.272-8.909 (9942 4.46 0037 0124 9503 822
Fluoreno 0.127-0.891  (.9988 3.08 0.003  0.008 74.63  4.54
Fenantreno 0.051-0.356  (.9936 3.66 0.001 0.004 8208  3.83
Antraceno 0.025-0.178  0.9989 2,57 0001 0002 7072  5.21
Fluoranteno 0.064-0.445 (9904 9.57 0.004 0015 80.11 1155
Pireno 0.127-0.891 (9970 3.12 0.004 0013 7249  9.90
Benzo(a)antraceno 0.064-0.445 (9988 6.30 0.001  0.005 7654  7.43
Criseno 0.064-0 445  0.9970 11.82 0014 0046 6122 1271
Benzo(b)fluoranteno 0.025-0.178 (9983 5.23 0.0008 0.0025 70.57  5.43
Benzo(k)fluoranteno 0.025-0.178  (.9981 3.36 0001 0003 7339  9.09
Benzo(a)pireno 0.064-0.445 (9994 2.65 0002 0007 6324  7.25
Dibenzo(a,h)antraceno  0.254-1.278  ( ggg2 8.28 0.008  0.027 6140  8.61
Benzo(ghi)perileno 0.102-0.713  (.9987 4.16 0003 0011 5231 1048

Indeno(1,2,3-cd)pireno  0.064-0.445 (. gog4 5.47 0002 0.007 47.05  11.32
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Figura 46. Cromatograma obtenido para la extraccion por S-SPE.is para (a) una
solucion de estandares de PAHs a un nivel de 0.051-2.545 mg/kg y (b) una
muestra de sedimento del rio Pesqueria adicionada a un nivel de 0.076-

3.817 mg/kg y 1.22 mg/kg de p-terfenil.

4.8. Muestreo en el rio Pesqueria

Inicialmente fueron elegidos diez puntos de muestreo en el cauce del rio Pesqueria, sin
embargo, debido la presencia de asentamientos irregulares y la inaccesibilidad, dos

puntos de muestreo fueron eliminados del estudio.

En las tablas XXXI, XXXIl y XXXII, se muestran los resultados de los parametros
fisicoquimicos tomados en el sitio de muestreo, la cantidad de solidos totales en agua y
el porcentaje de humedad en sedimentos, determinados en cada muestra para cada

mes del muestreo.
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Tabla XXXI. Resultados del andlisis fisicoquimico en muestras de agua y sedimento

provenientes del rio Pesqueria correspondientes al mes de marzo del 2008.

MARZO

Parametros fisicoquimicos

en el sitio de muestreo

Sdlidos totales

% humedad

. en agua :
Estacion pH  Conductividad mS  Temperatura °C mg/L sedimento

1 6.75 1.16 24.4 0.81 44.5

2 6.8 2.61 235 1.85 59.79

3 10.28 217 254 3.43 25.58

4 9.9 2.56 28.1 1.6 31.15

5 7.05 0.28 27.3 2.03 36.23

6 6.26 322 28.1 2.09 41.65

7 7.43 3.49 26.6 2.51 56.73

8 8.93 3.64 259 2.73 45.94

Tabla XXXII. Resultados del andlisis fisicoquimico en muestras de agua y sedimento

provenientes del rio Pesqueria correspondientes al mes de abril del 2008.

ABRIL

Parametros fisicoquimicos
en el sitio de muestreo

Solidos totales

% humedad

en agua sedimento
) PH Conductividad mS Temperatura °C mg/L pH
Estacion
1 8.42 2.28 29.3 0.90 39.32
2 7.38 1.3 24.3 2.07 52.56
3 799 2.09 27.4 4.19 19.91
4 6.88 0.1 25.7 1.76 28.04
5 7.28 3.1 26.4 2.47 28.39
6 7.47 2.8 27.2 2.1 41.23
7 8.24 3.73 29.0 3.01 45.38
8 8.81 3.59 27.6 3.33 35.83
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Tabla XXXIIl. Resultados del analisis fisicoquimico en muestras de agua y sedimento

provenientes del

rio Pesqueria correspondientes al

mes de mayo del

2008.
MAYO
Parametros fisicoqui micos
en el sitio de muestreo Sdlidos totales % humedad
en agua ;
sedimento
B PH  Conductividad mS Temperatura °C mg/L
Estacion
1 8.03 0.09 22.4 0.85 49.08
2 11.84 1.04 23.9 1.27 66.15
3 11.36 0.44 22.9 313 29.99
4 12.33 1.79 234 0.98 33.95
5 8.55 009 241 1.27 42.38
6 11.73 1.68 25.4 1.91 42.06
7 8.26 2.06 26.1 2.30 42.06
8 8.25 3.03 27.5 2.56 53.82

Los resultados correspondientes a las muestras de agua y sedimento de los meses de

marzo, abril y mayo del 2008 para los 16 PAHs analizados divididos por estacién de

muestreo se presentan en las tablas XXXIV a la XLI.



Tabla XXXIV. Resultados del analisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 1 de

el cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Anallto MARZO ABRIL MAYO MARZO ABRIL MAYO
pg/L pg/L mg/kg mg/kg

Naftaleno 1142 3.460 <LD <LD <LC 0.044 0.145 <LD <LC <LC
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LC <LC 0.018 0.060 <LD <LD <LD
Acenafteno 0977 2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LC <LC <LC
Fluoreno 0.066  0.200 <LC <LC <LC 0.003 0.008 <LC <LD <LC
Fenantreno 0.030  0.090 <LD <LC <LC 0.001 0.004 <LD <LC <LD
Antraceno 0.017 0.050 <LC <LC <LC 0.001 0.002 <LD <LD <LD
Fluoranteno 0.116  0.350 <LC <LC <LC 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Pireno 0.106 0.320 <LD <LC <LD 0.004 0.013 <LD <LD <LD
Benzo(a)antraceno 0036 0.110 <LC <LC <LC 0.001 0.005 <LC <LC <LC
Criseno 0.363 1100 <LC <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LD <LC
Benzo(b)fluoranteno 0.007  0.020 <LC <LC <LC 0.0008  0.0025 <LC <LC <LC
Benzo(k)fluoranteno 0.020  0.060 <LC <LC <LC 0.001 0.003 <LC <LC <LC
Benzo(a)pireno 0.053 0.160 <LC <LC <LC 0.002 0.007 <LC <LC <LC
Dibenzo(a,h)antraceno 0215 0.650 <LC <LD <LC 0.008 0.027 <LD <LD <LD
Benzo(ghi)perileno 0.083  0.250 <LC <LC <LC 0.003 0.011 <LD <LC <LC
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0.170 <LD <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LD <LD




Tabla XXXIV. Resultados del analisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 1 de muestreo en

el cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Analito MARZO ABRIL MAYO MARZO ABRIL MAYO
pg/L pg/L mg/kg mg/kg

Naftaleno 1142 3.460 <LD <LD <LC 0.044 0.145 <LD <LC <LC
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LC <LC 0.018 0.060 <LD <LD <LD
Acenafteno 0.977  2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LC <LC <LC
Fluoreno 0.066  0.200 <LC <LC <LC 0.003 0.008 <LC <LD <LC
Fenantreno 0.030  0.090 <LD <LC <LC 0.001 0.004 <LD <LC <LD
Antraceno 0.017  0.050 <LC <LC <LC 0.001 0.002 <LD <LD <LD
Fluoranteno 0.116  0.350 <LC <LC <LC 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Pireno 0.106 0320 <LD <LC <LD 0.004 0.013 <LD <LD <LD
Benzo(a)antraceno 0.036  0.110 <LC <LC <LC 0.001 0.005 <LC <LC <LC
Criseno 0.363 1.100 <LC <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LD <LC
Benzo(b)fluoranteno 0.007  0.020 <LC <LC <LC 0.0008  0.0025 <LC <LC <LC
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LC <LC 0.001 0.003 <LC <LC <LC
Benzo(a)pireno 0.053 0.160 <LC <LC <LC 0.002 0.007 <LC <LC <LC
Dibenzo(a,h)antraceno 0215 0.650 <LC <LD <LC 0.008 0.027 <LD <LD <LD
Benzo(ghi)perileno 0.083 0.250 <LC <LC <LC 0.003 0.011 <LD <LC <LC
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0.170 <LD <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LD <LD




Tabla XXXV. Resultados del analisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estaciéon 2 de muestreo en el

cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD Lc
Analito MARZO ABRIL MAYO MARZO ABRIL MAYO
pg/L pg/L mg/kg mg/kg

Naftaleno 1142 3.460 <LC <LC <LC 0.044  0.145 <LD <LD <LC
Acenaftileno 0469 1420  qp  <C  <lC | 0018 0060 <D <D <D
Acenafteno 0977 2960 < c <LD <LlC | 0037 0124  <LC <LD <LC
Fluoreno 0.066 0200  «p 0527 <LlC | 0003 0008  <LC <LC <LC
Fenantreno 0030 00%  <c <LC <LD | 0001 0004  <LD <LD <LD
Antraceno 0.017 005 < <Lc <LlC | 0001 0002  <LC <Lc <LD
Fluoranteno 0116 0350 < <LC <LD | 0004 0015  <LD <LD <LD
Pireno 0106 0320 <LD <LD <LC 0.004  0.013 <LD <LD <LD
Benzo(a)antraceno 0.036 0.110 <LC <LC <LC 0.001 0.005 <LC <LC <LC
Criseno 0.363 1100 < <LD <LD | 0014 0046  <LD <LD <LD
Benzo(b)fluoranteno 0.007 0.020 <LC <LC <LC 0.0008 0.0025 <LC <LC <LC
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LC <LC 0.001 0.003 <LC <LC <LC
Benzo(a)pireno 0.053 0160 < ¢ <LC <LlC | 0002  0.007 <LC <LC <LC
Dibenzo(a,h)antraceno 0.215 0.650 <LC <LC <LC 0.008 0.027 <LD <LD <LD
Benzo(ghi)perileno 0.083 0.250 <LC <LD <LC 0.003 0.011 <D <LC <LC
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0.170 <LD <LD <LD 0.002 0.007 <D <LD <LD




Tabla XXXVI. Resultados del analisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 3 de muestreo en

el cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Analito MARZO  ABRIL MAYO MARZO  ABRIL MAYO
pg/L pg/L mg/kg mglkg
Naftaleno 1.142 3.460 <LC <LD <LC 0.044 0.145 <LD <LC <LC
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LC <LC 0.018 0.060 <LD <LD <LD
Acenafteno 0.977 2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LC <LD <LC
Fluoreno 0.066 0.200 <LD 0.455 <LC 0.003 0.008 <LC <LC <LC
Fenantreno 0.030 0.090 <LC <LC <LD 0.001 0.004 <LD <LC <LD
Antraceno 0.017 0.050 <LC <LC <LC 0.001 0.002 <LD <LD <LD
Fluoranteno 0.116 0.350 <LD <LD <LC 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Plreno 0.106 0.320 <LC <LD <LC 0.004 0.013 <LD <LC <LD
Benzo(a)antraceno 0.036 0.110 <LC <LC <LC 0.001 0.005 <LC <LC <LC
Criseno 0.363 1.100 <LC <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LC <LD
Benzo(b)fluoranteno 0.007 0.020 <LC <LC <LC 0.0008 0.0025 <LD <LC <LC
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LC <LC 0.001 0.003 <LC <LC <LC
Benzo(a)pjreno 0.053 0.160 <LC <LD <LC 0.002 0.007 <LC <LC <LC
Dibenzo(a,h)antraceno 0.215 0.650 <LC <LD <LC 0.008 0.027 <LD <LD <LD
Benzo(ghi)perileno 0.083 0.250 <LC <LD <LC 0.003 0.011 <LC <LC <LC
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0.170 <LC <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LD <LD




Tabla XXXVII. Resultados del analisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 4 de muestreo en

el cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Analito MARZO  ABRIL MAYO MARZO  ABRIL MAYO
ug/L pg/L mg/kg mg/kg
Naftaleno 1.142 3.460 <LD <LD <LC 0.044 0.145 <LC <LC <LC
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LD <LC 0.018 0.060 <LD <LD <LD
Acenafteno 0.977 2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LC <LC <LC
Fluorerto 0.066 0.200 <LD 0.660 <LC 0.003 0.008 <LC <LC <LC
Fenantreno 0.030 0.090 <LD 0.520 <LD 0.001 0.004 <LD <LD <LD
Antraceno 0.017 0.050 <LC <LD <LC 0.001 0.002 <LD <LD <LD
Fluoranteno 0.116 0.350 <LD <LD <LD 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Pireno 0.106 0.320 <LD <LC <LC 0.004 0.013 <LD <LD <LD
Benzo(a)antraceno 0.036 0.110 <LC <LC <LD 0.001 0.005 <LC <LD <LC
Criseno 0.363 1.100 <LD <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LD <LD
Benzo(b)fluoranteno 0.007 0.020 <LC <LC <LC 0.0008 0.0025 <LC <LC <LC
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LC <LC 0.001 0.003 <LC <LC <LC
Benzo(a)pireno 0.053 0.160 <LC <LC <LC 0.002 0.007 <LC <LC <LC
Dibenzo(a,h)antraceno 0.215 0.650 <LC <LD <LD 0.008 0.027 <LD <LD <LD
Benzo(ghj)perileno 0.083 0.250 <LC <LD <LC 0.003 0.011 <LC <LC <LC
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0.170 <LC <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LD <LD




Tabla XXXVIIl. Resultados del andlisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 5 de muestreo en

el cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Analito MARZO ABRIL MAYO MARZO ABRIL MAYO
pg/L pg/L mg/kg mg/kg

Naftaleno 1142 3.460 <LC <LD <LC 0.044  0.145 <LC <LC <LD
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LD <LC 0.018 0.060 <LD <LD <LD
Acenafteno 0.977  2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LC <LC <LC
Fluoreno 0.066  0.200 <LD 0.390 <LC 0.003 0.008 <LC <LC <LD
Fenantreno 0.030  0.090 <LD <LC <LC 0.001 0.004 <LD <LC <LD
Antraceno 0.017  0.050 <LC <LD <LC 0.001 0.002 <LD <LC <LC
Fluoranteno 0116  0.350 <LC <LD <LD 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Pireno 0.106  0.320 <LD <LD <LC 0.004 0.013 <LC <LD <LD
Benzo(a)antraceno 0.036 0.110 <LC <LD <LC 0.001 0.005 <LC <LC <LC
Criseno 0.363 1.100 <LD <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LC <LD
Benzo(b)fluoranteno 0.007  0.020 <LC <LD <LC 0.0008  0.0025 <LC <LC 0.032
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LD <LC 0.001 0.003 <LC <LC 0.058
Benzo(a)pireno 0.053  0.160 <LC <LD <LC 0.002 0.007 <LC <LC 0.085
Dibenzo(a,h)antraceno 0.215 0.650 <LC <LD <LC 0.008 0.027 <LD <LD <LD
Benzo(ghi)perileno 0.083  0.250 <LC <LD <LC 0.003 0.011 <LC <LC 0.070
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0170 <LC <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LC <LD




Tabla XXXIX. Resultados del analisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 6 de muestreo en

el cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Analito MARZO  ABRIL MAYO MARZO  ABRIL MAYO
og/L pg/L mg/kg mg/kg
Naftaleno 1142 3.450 <LD <LD <LC 0.044 0.145 <LD <LC <LD
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LD <LD 0.018 0.060 <LD <LD <LD
Acenafteno 0.977 2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LD <LC <LC
Fluoreno 0.066 0.200 <LD 0.365 <LD 0.003 0.008 <LD <LC <LC
Fenantreno 0.030 0.090 <LD 0.115 <LD 0.001 0.004 <LC <LD <LD
Antrace no 0.017 0.050 <LD <LD <LD 0.001 0.002 <LC <LC <LD
Fluoranteno 0.116 0.350 <LD <LD <LD 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Pireno 0.106 0.320 <LD <LD <LD 0004 0.013 <LD <LD <LD
Benzo(a)antraceno 0.036 0.110 <LC <LD <LC 0.001 0.005 <LC <LC <LC
Criseno 0.363 1.100 <LD <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LC <LD
Benzo(b)fluoranteno 0.007 0.020 <LC <LD <LD 0.0008 0.0025 <LD <LC <LC
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LD <LC 0.001 0.003 <LD <LC <LC
Benzo(a)pjreno 0.053 0.160 <LC <LD <LC 0.002 0.007 <LD <LC <LC
Djbenzo(a,h)antraceno 0.215 0.650 <LC <LD <LD 0.008 0.027 <LD <LD <LD
Benzo(ghj)perileno 0.083 0.250 <LC <LD <LD 0.003 0.011 <LD <LC <LC
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0170 <LD <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LC <LD




Tabla XL. Resultados del andlisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 7 de muestreo en el

cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Analito MARZO ABRIL MAYO MARZO ABRIL MAYO
ug/L pg/L mg/kg mg/kg

Naftaleno 1142 3460  <LC <LD <Ll¢ | 004 0145 <D <LD <L¢
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LD <LD 0.018 0.060 <LD <LD <LC
Acenafteno 0.977 2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LD <LD <LC
Fluoreno 0.066 0.200 <LC 0.620 <LC 0.003 0.008 <LD <LD <LC
Fenantreno 0.030 0.090 <LD <LC <LD 0.001 0.004 <LD <LD <LD
Antraceno 0.017 0.050 <LD <LD <LD 0.001 0.002 <LD <LC <LD
Fluoranteno 0.116 0.350 <LD <LD <LD 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Pireno 0.106 0.320 <LD <LD <LD 0.004 0.013 <LD <LD <LD
Benzo(a)antraceno 0.036 0.110 <LC <LC <LC 0.001 0.005 <LC <LD <LD
Criseno 0.363 1.100 <LD <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LD <LD
Benzo(b)fluoranteno 0.007 0.020 <LC <LC <LC 0.0008  0.0025 <LD <LD 0.003
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LD <LC 0.001 0.003 <LD <LC <LC
Benzo(a)pireno 0.053 0.160 <LC <LC <LC 0.002 0.007 <LD <LC <LC
Dibenzo(a,h)antraceno 0.215 0.650 <LC <LC <LC 0.008 0.027 <LD <LD <LC
Benzo(ghi)perileno 0.083 0.250 <LD <LC <LD 0.003 0.011 <LD <LC <LD
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0.170 <LD <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LD <LD




Tabla XL. Resultados del analisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 7 de muestreo en el

cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Analito MARZO  ABRIL MAYO MARZO  ABRIL MAYO
ug/L pg/L mg/kg mg/kg
Naftaleno 1142 3.460 <LC <LD <LC 0.044 0.145 <LD <LD <LC
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LD <LD 0.018 0.060 <LD <LD <LC
Acenafteno 0977  2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LD <LD <LC
Fluoreno 0.066 0.200 <LC 0.620 <LC 0.003 0.008 <LD <LD <LC
Fenantreno 0.030  0.090 <LD <LC <LD 0.001 0.004 <LD <LD <LD
Antraceno 0.017  0.050 <D <LD <LD 0.001 0.002 <LD <LC <LD
Fluoranteno 0.116 0350 <LD <LD <D 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Pireno 0.106  0.320 <LD <LD <LD 0.004 0.013 <LD <LD <LD
8enzo(a)antraceno 0.036 0.110 <LC <LC <LC 0.001 0.005 <LC <LD <LD
Criseno 0.363 1.100 <LD <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LD <LD
Benzo(b)fluoranteno 0.007 0.020 <LC <LC <LC 0.0008 0.0025 <LD <LD 0.003
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LD <LC 0.001 0.003 <LD <LC <LC
Benzo(a)pjreno 0.053 0.160 <LC <LC <LC 0.002 0.007 <LD <LC <LC
Dibenzo(a,h)antraceno 0.215 0.650 <LC <LC <LC 0.008 0.027 <LD <LD <LC
Benzo(ghj)perileno 0.083 0.250 <LD <LC <LD 0.003 0.011 <LD <LC <LD
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.056 0.170 <LD <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LD <LD




Tabla XLI. Resultados del analisis de PAHs en muestras de agua y sedimento correspondientes a la estacion 8 de muestreo en el

cauce del rio Pesqueria.

AGUA SEDIMENTO
LD LC LD LC
Analito MARZO  ABRIL MAYO MARZO  ABRIL MAYO
u.g/L ug/L mg/kg mg/kg
Naftaleno 1.142 3.460 <LC <LD <LC 0.044 0145 <LD <Lc <LD
Acenaftileno 0.469 1.420 <LD <LD <LC 0.018 0.060 <LD <LD <LD
Acenafteno 0.977 2.960 <LC <LD <LC 0.037 0.124 <LD <LC <LD
Fluoreno 0.066 0.200 <LC 0.722 <LC 0.003 0.008 <LD <LC <LD
Fenantreno 0.030 0.090 <LD 0.235 <LD 0.001 0.004 <LD <LD <LD
Antrace no 0.017 0.050 <LC <LC <LD 0.001 0.002 <LC <LD <LD
Fluoranteno 0.116 0.350 <LD <LD <LD 0.004 0.015 <LD <LD <LD
Pireno 0.106 0.320 <LD <LD <LD 0.004 0.013 <LD <LC <LD
Benzo(a)antraceno 0.036 0.110 <LC <LC <LC 0.001 0.005 <LC <LC <LC
Criseno 0.363 1.100 <LD <LD <LD 0.014 0.046 <LD <LD <LD
Benzo(b)fluoranteno 0.007 0.020 <LC <LD <LC 0.0008 0.0025 <LD <LC <LC
Benzo(k)fluoranteno 0.020 0.060 <LC <LC <LC 0.001 0.003 <LD <LC <LC
Benzo(a)pireno 0.053 0.160 <LC <LC <LC 0.002 0.007 <LD <LC <LC
Dibenzo(a,h)antraceno 0.215 0.650 <LC <LD <LC 0.008 0027 <LD <LD <LD
Benzo(ghi)perileno 0.083 0.250 <LC <LD <LC 0.003 0.011 <LD <LC <LC
Indeno(1,2,3-cd)pjreno 0.056 0.170 <LD <LD <LD 0.002 0.007 <LD <LD <LD
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CAPITULO V

DISCUSION

5.1. Método cromatografico

La region donde habitamos es considerablemente caliente en los meses de verano, el
control de temperatura dentro del laboratorio muchas veces no es eficiente y el HPLC
s6lo puede controlar 5°C por debajo de la temperatura ambiente, por esa razén el
primer paso dentro de las modificaciones realizadas al método cromatografico, fue el
tratar de aumentar la temperatura a la que se realizaba la determinacién, ya que una de
las limitantes del método cromatografico previamente desarrollado en el Departamento
de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina, UANL como parte de la tesis doctoral
de Diaz-Moroles (proyecto SEMARNAT-2002-C01-0643), fue la temperatura a la cual se

lleva a cabo el analisis (27°C), [521.



La temperatura es un factor que influye considerablemente en los resultados
aomatoqraficos pues modifica el tiempo de retencién de los analtos y su intensidad en

la fluorescencia, se probaron tres temperaturas 35, 32 y 30°C.

La estrategia fue fijar la temperatura de experimentacion y realizar ligeros cambios en el
programa de gradiente con el respectivo ajuste del programa de fluorescencia. A 35y

32°C, no fue posible la separacién del acenafteno y el fluoreno, a 30°C se logré realizar

la separacion de los 16 PAHs analizados en este trabajo.

La separacidon cromatografica para PAHs a 30°C, se llevé a cabo utilizando un gradiente

de elucion que se muestran en la tabla Vil y el programa de fluorescencia enlistado en

la figura VIII.

Otra de las modificaciones, fue la inclusibn de estandares internos, lo anterior con el
objetivo de facilitar la cuantificacion de los analitos, se propusieron tres compuestos por
ser de la misma naturaleza de los compuestos analizados y no encontrarse en la
muestra analizada, los compuestos fueron: el benzo[elpireno, el nitrobenceno y el p-
terfenilo. La separacion de los compuestos individuales fue exitosa bajo las condiciones
cromatograficas previamente establecidas, su identificacion se hizo por su espectro de
absorcion UV a 254 nm. No obstante, en los cromatogramas de las mezclas de estos
compuestos con la mezcla de estandares de los 16 PAHs, la sefal del benzo[e]pireno
se translap6 en el cromatograma con el benzo[blfluoranteno (figura 23), por lo que se
decidié no incluirlo. El nitrobenceno y el p-terfenilo fueron bien identificados y separados
de los PAHs de estudio y fueron incluidos en la mezcla de estandares (figura 24). Sin
embargo, posteriormente el nitrobenceno también fue eliminado de la mezcla, debido a
su inestabilidad, el pico se divide en dos al cabo de aproximadamente 1 dia de la

preparacion de la mezcla.
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El p-terfenilo fue el Unico compuesto empleado como estandar interno en el estudio
(figura 25).

Asi pues, utilizando las condiciones mencionadas anteriormente se realizé la validacion
parcial del sistema cromatografico obteniendo coeficientes de determinacion de 0.990 a

0.997 y RSD de 2.3 a 10.05% (tabla XXIII).

5.2. Extraccion de PAHs en agua
Esta seccidon se dividié en tres partes, en la primera se hizo el desarrollo y la evaluacion
de tres procesos de extraccion para PAHs en agua: la SDME-INM, SDME-HS vy la
SPME-HS; en la segunda se comparé la eficiencia de los procesos de extracciéon
desarrollados en la primera parte con la SPE y la SPME previamente optimizados en el
Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Medicina, UANL y como ultimo paso
se validé el proceso de extraccion seleccionado en base a los criterios enlistados en la

tabla XXIV.

5.2.1. Microextraccion liquido-liquido de gota en modalidad de inmersiéon

(SDME-INM)
Durante el montaje de la técnica, el primer inconveniente que surgié fue la dificultad
para la recuperacion de la microgota, este problema fue solucionado al cambiar la
microjeringa, de una con punta biselada a una de punta plana. Este pequefio cambio,
logré la estabilidad de la microgota dentro de la muestra y facilitd la recuperacion de la
misma. En delante el bisel plano fue usado para la realizacién de los experimentos de

SDME-INM.
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La eleccion de los solventes a utilizar se hizo a partir de la revision bibliografica [55-63],
basicamente se requiere que éstos sean inmiscibles en agua y afines a los analitos de
interés para poder extraerlos.

Para la seleccién del solvente de extraccién, el criterio principal fue la recuperacién de
todos los PAHs de estudio. De los cuatro solventes probados, soélo con el tolueno se
logré la extraccién de los 16 analitos, por esa razén el ciclohexano, el diclorometano y el
hexano fueron descartados (figura 26). Las pruebas de optimizacién para la extraccion
SDME-INM se realizaron utilizando tolueno como solvente de extraccion.

Se demostr6 que a mayor volumen de solvente de extraccion, mayor cantidad de
analitos extraidos; sin embargo, por el mayor tamafio de la gota, la variabilidad debida a
la pérdida de diversas proporciones por efecto de la agitacion también aumenta. Los
resultados obtenidos con 5 |aL no fueron reproducibles, en cambio utilizando 1 AL la
variabilidad en la intensidad de respuesta de los analitos fue baja (figura 27).

En experimentos posteriores, se empled 1 |xL de tolueno para la extraccion SDME-INM.

Con la adicién de NaCl en la muestra no se observo el efecto de salting-out y la

intensidad de las sefales no mostré aumento, por lo cual, las extracciones se realizaron

sin NaCl (figura 28).

Se experimenté con dos tiempos de extraccion 20 y 30 minutos. El tiempo seleccionado
fue de 20 minutos para la extraccion, esto debido a la variabilidad del volumen de
solvente recuperado a 30 minutos, ya que como consecuencia de la agitacion de la
muestra, se pierde volumen de la gota y las recuperaciones del mismo no son
constantes.

Las condiciones finales de extraccion SDME-IMN para extraccion de PAHs en agua se

enlistaron en la tabla XI.

09
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5.2.2. Microextraccion liquido-liquido de gota en modalidad de headspace

(SDME-HS)
En el montaje de la técnica, ocurrid lo contrario a la SDME-INM, se presentdé la dificultad
para la recuperacion de la microgota en el headspace con el uso de la microjeringa de
punta plana; este problema fue solucionado al cambiar la microjeringa de una con punta
plana a una de punta biselada. El cambio permiti6 mayor facilidad para la recuperacién
de la microgota en el headspace. Por tal razén la microjeringa de aguja biselada fue

usada para la realizacion de los experimentos de SDME-HS.

Inicialmente, una de las variables a optimizar en este proceso de extraccion era el
volumen de extraccién, sin embargo, los problemas en la estabilidad de la microgota en
el headspace y su retraccién, nos llevaron a fijar el volumen de extraccion en 2.5pL,
siendo éste el maximo volumen que pudo mantenerse suspendido y retraerse sin perder

gran cantidad de solvente.

En la eleccion del solvente se evaluaron cuatro solventes, elegidos de acuerdo a la
revision bibliografica [65-69] realizada previo al montaje de la técnica, sin embargo,
ninguno de ellos logro la extraccion de todos los analitos de interés. Por lo que decidio,
aplicar como criterio de seleccion, ya no la extraccién de todos los PAHs, sino el mayor
numero de analitos extraidos. De los cuatro solventes probados, el tolueno y la mezcla
de xilenos extrajeron 5 y 4 analitos respectivamente; en el caso del n-octanol y el
alcohol bencilico, se logré la extraccion de 8 analitos, sin embargo, se decidio
seleccionar al n-octanol debido a que las intensidades de los picos obtenidos con este
solvente eran mayores a las obtenidas con el alcohol bencilico (figura 30). Las pruebas
de optimizacion para la extraccion SDME-HS en agua se realizaron con n-octanol como

solvente de extraccion.

0?
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Se hicieron ensayos para elegir la temperatura de extraccion a 23°C (temperatura
ambiente), 50°C y 70°C. A 23°C la intensidad de la sefales en los cromatogramas fue
sumamente baja, a 70°C la estabilidad de la gota fue un gran inconveniente, pues el
solvente se evaporaba por lo que el tiempo de extraccién se redujo de 5 a 3 minutos,
pero los resultados no fueron alentadores. La temperatura que mostré mejor respuesta

de los PAHs fue 50°C con un tiempo de extraccién de 5 minutos (figura 31).

Otro factor evaluado fue la concentracién de cloruro de sodio adicionado. No fue
observada diferencia importante en las respuestas entre las muestras que contenian las
diferentes concentraciones de cloruro de sodio, pero si entre ellas y la muestra sin
adicién; la intensidad de respuesta de los analitos de mayor peso molecular mejord al
afiadir cloruro de sodio a la muestra de agua.

Las condiciones finales de extraccion SDME-HS para extraccion de PAHs en agua se

enlistaron en la tabla XIII.

5.2.3. Microextraccion en fase sélida en modalidad de headspace (SPME-HS)

La eleccion de la fibra se realizé con base en los resultados obtenidos de las pruebas
preliminares, se observd que empleando la fibra de PDMS en muestras con y sin cloruro

de sodio, era posible la deteccion de 8 de los analitos de interés. En el caso la fibra

mixta de PDMS/DVB, en las muestras sin cloruro de sodio también se detectaron 8 de

los 16 analitos, mientras que en las muestras adicionadas con un 10% de cloruro de

sodio, el nimero de sefiales aumentd a 14 (figura 33). La fibra seleccionada para la

optimizacion de la extraccion SPME-HS fue la de 65 PDMS/DVB.

Los parametros evaluados fueron: temperatura de extraccién, el tiempo de equilibrio y el
tiempo de extraccion. Estos parametros fueron evaluados utilizando una fibra mixta de

65pm de PDMS/DVB y 10 mL de agua bidestilada con 10% de NaCl.
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Se probaron dos temperaturas de extraccion 50 y 70°C. Las muestras extraidas a 50°C
dieron sefiales mas intensas que las procesadas a 70°C para la mayoria de los analitos,
por lo anterior se estableci6 50°C como temperatura de extraccion (figura 34). Esto
puede ser explicado por la evaporacion del solvente a una mayor temperatura, por lo

tanto el volumen recuperado es menor y por ende la respuesta de los analitos.

Posteriormente se realizaron las pruebas del tiempo de equilibrio, se estudiaron dos
tiempos 30 y 60 minutos. Se observd que a mayor tiempo de equilibrio disminuia la
intensidad de las senales, por lo que se decidié fijar un tiempo de equilibrio de 30

minutos para los experimentos subsiguientes.

Finalmente, no hubo diferencia en la intensidad de la sefiales de los PAHs al duplicar el
tiempo de extraccién de 15 a 30 minutos, por esa razén se decidi6 fijar 15 minutos como

tiempo de extraccion de la muestra.

Las condiciones finales de extraccion SPME-HS para extraccion de PAHs en agua se

enlistaron en la tabla XV.

5.2.4. Desempeiio de métodos de extraccion para agua

Los criterios para la evaluacion fueron: el numero de analitos detectados, su porcentaje
de recuperacion, precision, tiempo de andlisis y costo (Tabla XXIV).

Debido a que el criterio principal era el nimero de analitos detectados, las técnicas de

headspace fueron eliminadas del proceso de evaluacion.

Las recuperaciones fueron calculadas a partir de la cuantificacion con el estandar

interno, oscilaron para la SPE entre 53-95% con un RSD de 4.5-16.2%, para la SPME-



INM de 49-92% con un RSD de 3.47-14.9% y para la SDME <15% con RSD de 10.7-
42.5% (tablas XXV y XXVI). Debido a las bajas recuperaciones obtenidas con la SDME-

INM se decidio descartar esta técnica.

Por otra parte, las recuperaciones con SPME-INM fueron ligeramente menores que para
SPE, sin embargo, la precision de la primera fue ligeramente superior a la segunda, por
esta razén aplicamos los demas criterios, en los que destacé el costo sobre el tiempo
del analisis. Ademas la SPME-INM utiliza una menor cantidad de muestra para el
analisis y practicamente no utiliza solventes pues la cantidad de acetonitrilo utilizada en
la desorcidn de la muestra es minima (tabla XXIV).

Por lo anterior se eligio SPME-INM como la mejor técnica para la extraccién de PAHs

en agua de rio.

5.2.5. Validacion del método de extraccion SPME-INM en Agua

La validacion de la SPME-INM se realiz6 en muestras de agua provenientes del rio
Pesqueria. Se emplearon ocho intervalos de trabajo; de 0.667 a 3.167pg/L para el
antraceno, benzo[b]fluoranteno y benzo[k]fluoranteno; de 1.333-6.333 pg/L para el
fenantreno;de 1.667-7.917 |Ltg/L para fluoranteno, benzo[alantraceno, benzo[a]pireno,
enseno e indeno(1,2,3-cd)pireno; de 2.667-12.667 pig/L para el benzo[g,h,i]perileno; de

3.333- 15.833 pg/L para fluoreno y pireno; 6.667-31.667 pig/L para el
dibenzo[a,h]antraceno; 16.667-79.167 jag/L para el naftaleno y el acenaftileno; y de

33.333- 158.333 p.g/L para el acenafteno.

Para evaluar la linealidad se calcularon los coeficientes de determinacion en cada una

de las curvas de calibraciéon construidas para los 16 PAHs analizados, en todos ellos se
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alcanzaron valores superiores a 0.990, con RSD para los factores de respuesta en un
rango de 3.15 a 13.3% cumpliendo esto con el criterio de aceptacion de <20% marcado

en el método EPA 8000C [73],

Para la medida de la exactitud se evalud el porcentaje de recuperacion de los analitos
en la matriz. Los valores obtenidos se encontraron entre 60.78 a 89.95% con RSD de
3.47 a 14.91%. Los limites de deteccion del método desarrollado oscilan en un rango de

0.017 a 1.142 pg/L.

En este trabajo los limites de cuantificacién obtenidos fueron de 0.020 a 3.46 pg/L (tabla
XXVII), todos estan por debajo del limite maximo permitido por la Ley Federal de
Derechos en aguas costeras y estuarios que es de 100 pg/L para PAHs totales, no hay
valores para agua dulce. El acenafteno y el naftaleno se consideran de forma individual
dentro de esta misma ley, el limite maximo permisible en agua dulce para ambos
compuestos es de 20 pg/L y en aguas costeras y estuarios de 10 y 20 pg/L
respectivamente. Los limites de deteccion de estos compuestos se encuentran muy por
debajo de estos valores, por lo que consideramos el método desarrollado es aplicable

para la determinacién de PAHs en muestras de agua de rio.

Hou et al. en el 2002 [37], analizaron 6 PAHs utilizando la LPME estatica por HPLC UV
obteniendo limites de deteccion de 0.35 a 0.60 pg/L, nuestro método no emplea la

misma técnica de extraccion no obstante alcanzé valores inferiores de limites de

deteccion para todos los 6 analitos analizados.



Por otra parte El-Beqqalj et al. en el 2006 emplean el uso de la microextraccion en
jeringa empacada con silice Cg, que al igual que la fibra empleada en la SPME puede
ser reusada para multiples extracciones. Utilizando GC-MS obtuvieron limites de
deteccion en el rango de 1 a 5 ng/L y recuperaciones de 90 a 113% con RSD de 8-16%,
en general superiores a las obtenidas en este trabajo, sin embargo el reporte

unicamente considera 5 PAHSs.

Bussetti et al. en el 2006 [40] reportan la determinacién de los 16 PAHs regulados en
agua proveniente de una planta de tratamiento utilizando SPE- HPLC UV/FLU, ellos
probaron dos tipos de cartuchos en fase sdlida: Envi-18 (empleado también en este
trabajo) y Strata E, obteniendo mejores resultados con los cartuchos Envi -18. Reportan
recuperaciones >70% con RSD de 6-13% para muestras de agua miliQ fortificada con
PAHSs, valores similares a los obtenidas en este trabajo en muestras de agua de rio. El
volumen de muestra utilizado fue de 1 L, 5 veces superior a la utilizada para las pruebas
de desempefio de las técnicas de extraccibn en agua. Los limites de deteccion
alcanzados estdn en el orden de los ng/L superiores a los obtenidos por nuestro método

de extraccion.

En el 2007 Fernandez-Gonzalez et al. emplean la SPME CG-MS-MS para |la
determinacion de 27 PAHs. La fibra SPME utilizada fue PDMS/DVB 65]am al igual que
en nuestro trabajo, las recuperaciones para agua superficial reportadas son >65% vy las
obtenidas en esta investigacion para la misma matriz son >50.7%; en cuanto a los
limites de deteccidon en este reporte se encuentran en el rango de 0.07 a 0.76ng/L, muy
abajo a los alcanzados por nuestro método. Esto puede ser debido a que la

determinacion se hace por GC, por lo tanto la desorcién de los analitos es mejor que
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con solventes, ademas las caracteristicas del detector empleado son muy superiores a

nuestro equipo.

Con respecto a los trabajos previamente realizados en el Departamento de Quimica
Analitica de la UANL, Diaz-Moroles et al. [30] alcanzaron recuperaciones de 60-105%
utilizando la LLE HPLC UV/FLU, valores ligeramente superiores a lo obtenido en este
trabajo. En cuanto a los limites de deteccion reportados estan entre 0.6 a 21 ngllL,
inferiores a los logrados en este trabajo que fueron de 0.020 a 1.142 jag/L. Sin embargo,
este método de extraccion utiliza grandes cantidades de solventes organicos y la
tendencia en la quimica verde es hacia la miniaturizacién y eliminacién en la medida de

lo posible la utilizacion de solventes peligrosos.

Por otra parte Lucio-Gutiérrez [54] desarrolld la técnica de extraccion SPME-INM HPLC
UV/FLU empleada en este trabajo y determind los 16 PAHs en agua alcanzando limites
de deteccion de 0.009 a 0.306 pig/L, las recuperaciones reportadas en agua de rio (Cola
de Caballo, Santiago, N.L., México estuvieron >73%, en nuestro trabajo los limites de
deteccion de los PAHs estuvieron en el rango de 0.020 a 1.142 ng/L, esto puede
deberse a la complejidad y grado de contaminacion de la matriz (rio Pesqueria, N.L.,

México), en cuanto a las recuperaciones obtenidas también fueron inferiores en nuestro

trabajo.

-09
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5.3. Extraccién de PAHs en sedimento
Esta etapa del trabajo fue dividida en tres partes, en la primera se hizo el desarrollo y la
evaluacién de tres procesos de extraccion para PAHs en sedimento a partir de
referencias bibliograficas y los recursos disponibles para la realizacién del trabajo; los
procesos de extraccion aplicados fueron: la Sonicacion-SPE (Kootstra et al 1995),
Sonicacién-Columna de Silica (método EPA 3550C y 3630C) y Soxhlet-Columna de
Silica (método EPA 3540C y 3630C ); en la segunda parte se comparé la eficiencia de
los procesos de extraccion desarrollados y por ultimo se validé el proceso de extraccion

seleccionado.

En las pruebas preliminares realizadas para evaluar la interaccion de los analitos con la
matriz, en base a la precision de los resultados fue elegido el tiempo de 24h como
tiempo de reposo del sedimento con PAHs previo a la extracciébn, ya que como puede
observarse en la figura 39, después de 2 y 12 horas posteriores a la adicion de la

mezcla de PAHSs, la diferencia de respuesta entre muestras no es precisa.

5.3.1. Soxhlet-Columna de Silice (SX-SIL)

De acuerdo a los procedimientos descritos en el método EPA 3540C la concentracion
de la muestra una vez extraida se realiza utilizando el dispositivo Kuderna-Danish, sin
embargo, la implementacion de este paso en el laboratorio fue muy complicada; cada
muestra tardd6 en concentrarse dos horas o mas. Una de las alternativas encontradas
fue la evaporacion a presion reducida. Los ensayos realizados utilizando esta
modificacion fueron exitosos, el tiempo de concentracion se redujo a aproxiamadamente

20 min y en el andlisis cromatogréfico se observaron las 16 sefiales de interés, por lo
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que el procedimiento original fue modificado y aplicado a las muestras procesadas para

esta técnica de extraccion.

5.3.2. Sonicaciéon-Columna de Silice (S-SIL)

El montaje de esta técnica de extraccion se hizo de acuerdo a la metodologia descrita
en el método EPA 3550C y el procedimiento de limpieza segin en el método EPA
3630C, sin embargo, se observd que el paso de la muestra por la columna tomaba
alrededor de 1h debido a que la velocidad de flujo en la columna era baja e irregular,
por lo que se decidid conectar la columna de silice a una estacion de vacio SPE para
tener un mayor control sobre esta variable. Este acoplamiento nos permitié controlar el

flujo a una velocidad de 2 mL/min.

5.3.3. Sonicacién-Extraccion en fase sélida C,; (S-SPEcis)

Para el desarrollo de este procedimiento de extraccion se tomé como base lo reportado
por Kootstra en 1995 [44], los autores implementaron un método para la extraccion de
PAHs en suelos acoplando la extraccion mecanica a una extraccién en fase sdlida con
cartuchos Cg utilizando THF para la elucién de los PAHs. Por otra parte, en nuestro
laboratorio la extraccién en fase sdlida con cartuchos Cig habia sido aplicada para el
analisis de PAHs en agua de rio. En la revisibn del procedimiento se observd que la
etapa de extraccion SPE.is de PAHs era compatible y podia aplicarse para muestras de
sedimento, ya que la muestra de sedimento ya extraida se trabaja en forma liquida
(figura 16), por Ilo que se decidi®6 reemplazar las condiciones originales del
procedimiento descrito para suelos y aplicarlo a la extraccibn de PAHs en sedimento de

rio.
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Las pruebas iniciales en el desarrollo de esta metodologia implicaron la comparacion de
la eficiencia de extraccion de dos modos diferentes de agitacion, la agitacion mecanica
y la sonicacion. Debido a que la sonicacion mostré una mayor intensidad de respuesta
para todos los analitos (figura 42) fue la modalidad de agitacion utilizada. Por otra parte,
se evaluo la factibilidad de escalar el procedimiento, esto con la finalidad de generar
menos residuos peligrosos y reducir el tiempo de preparacion de la muestra, las
pruebas realizadas mostraron una respuesta lineal (figura 43) para todos los

compuestos de interés.

5.3.4. Desempeiio de métodos de extraccion para sedimento

Los criterios para la evaluacion fueron: el nimero de analitos detectados, su porcentaje
de recuperacion, reproducibilidad, tiempo de analisis y costo.

Las recuperaciones para el procedimiento de extraccion Soxhlet-Columna de Silice
fueron de 32-97% con RSD de 7.8-46%, para Sonicacién-Columna de Silice de 50-88%

con RSD de 3.2 a 15.1% y para la Sonicacion-SPEds de 50-89% con RSD 3.8-14.9%.

Como puede observarse en la figura 43, con el procedimiento de Soxhlet-Columna de
Silice se obtuvo una mayor respuesta para algunos analitos; sin embargo hubo pérdida
de analitos de bajo peso molecular como el naftaleno, acenafteno y del fluoreno en
forma inconsistente entre las tres réplicas analizadas. Ademas este procedimiento tiene
la desventaja de consumir una gran cantidad de tiempo en la extraccion de la muestra

(>24h), razédn por la cual fue descartada.

Las recuperaciones de los métodos de extraccion Sonicacion-Columna de Silice y
Sonicacién-SPEds, oscilaron en rangos similares, siendo ligeramente mejores para la
segunda (tabla XXVIIl), por esta razdn recurrimos a la aplicacion los demas criterios

para la seleccion del método (tabla XXIV).

o?
w/rr-
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t\ método cié Sori\cac\6n-C&\umna cié SiWea emplea rna ma”ov cantidad de solventes

organicos, requiere tiempos prolongados para el empaquetamiento de las columnas e
involucra una gran cantidad de pasos (manipulacion) para su realizacion, ademas
experimentalmente es dificil realizar extracciones simultaneamente; por otra parte la
Sonicacion-SPEds puede procesar muestras simultaneas gracias a los adaptadores de
alto volumen que automatizan la extraccién en gran medida, genera poca cantidad de
residuos, requiere poca manipulacion de la muestra y en general el procesamiento de la
muestra es mucho mas rapido y sencillo. Por lo anterior, la técnica elegida para el

analisis de PAHs en sedimentos fue la Sonicacion-SPEds-

5.2.5. Validacion del método de extraccion Sonicacion-SPEds en Sedimento

Y.a va'udaabn de\ ptocedmento A rea&ia cocv muestras de sedimento

provenientes del rio Pesqueria (figura 14). Se utilizaron ocho intervalos de trabajo; de
0.025-0.178 mg/kg para el antraceno, benzo[b]fluoranteno y benzo[k]fluoranteno;
de 0.051-0.356 mg/kg para el fenantreno; de 0.064-0.445 mg/kg para fluoranteno,
benzo[alantraceno, benzo[a]pireno, criseno e indeno[1,2,3-cd]pireno; de 0.102 -
0.713 mg/kg para el benzo[g,h,i]perileno; de 0.127-0.891 mg/kg para fluoreno y pireno;
de 0.254-1.278 mg/kg para el dibenzo[a,h]antraceno; de 0.636-4.455mg/kg para el

naftaleno y el acenaftileno; y de 1.272-8.909 mg/kg para el acenafteno.

En la evaluacion de la linealidad se calcularon los coeficientes de determinacién de las
curvas de calibracion de cada uno de los 16 PAHs y para todos se obtuvieron valores
mayores de 0.99. También se calcularon las RSD de los factores de respuesta y todos
fueron menores que 11.82% cumpliendo con el criterio de aceptaciéon de <20% marcado

por la EPA en el método 8000C.

n’/



Como medida de la exactitud se evalué ei porcentaje de recuperaciéon de ios anailtos en
la matriz. Los valores obtenidos se encontraron en el rango de 40.28 a 95% con RSD
inferiores al 15.3%. Estos resultados son comparables a los obtenidos por Cam et al en
el 2000 [451, 'os autores determinaron 7 PAHs en sedimento marino por SPME-GC/MS;
las concentraciones anadidas de PAHs en este trabajo estuvieron en el rango de
10-20 ppm obteniendo RSD inferiores al 13% para 6 PAHs y del 28% para el

benzo[alantraceno que en nuestro método fue de 6.3%.

Los limites de deteccién del método desarrollado oscilan en un rango de 0.001 a 0.043
mg/kg (tabla XXX). Debido a que no existe legislacion en México para niveles de PAHs
en sedimento y siendo la matriz de suelo semejante a la estudiada, los valores
enlistados en la NOM-138-SEMARNAT-2003 se tomaron como referencia para la
evaluacion de los resultados obtenidos. Los limites de cuantificaciéon alcanzados para
todos los analitos estudiados se encuentran muy por debajo de los limites maximos
permitidos para PAHs en suelo marcados en la NOM-138-SEMARNAT-2003, que son
de 2 mg/kg para suelo agricola y residencial para benzo[a]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno, benzo[alantraceno, benzo[b]fluoranteno e indeno[1,2,3-cd]pireno
y de 8 mg/kg para el benzo[k]fluoranteno. Siendo los valores de limite de cuantificacion
inferiores al menos 500 veces a lo establecido en la legislacion para suelo, la

metodologia desarrollada es aplicable para la determinacién de PAHs en muestras de

sedimento de rio.

Koostra et al. [44] publican la extraccion de los 16 PAHs en suelos, comparan los
cartuchos de fase sélida Cy; con la Cig por HPLC UV/FLU. El reporte determina mejores
recuperaciones con fase sélida Cq4, >85% para todos los PAHSs; siendo superiores a los

alcanzados en este trabajo con Cig. Sin embargo a diferencia de nuestro procedimiento,



la adicion de los PAHs en las muestras se hizo al sobrenadante obtenido de la
extraccion por sonicacion, lo que puede explicar la mayor recuperacién, pues no hubo

interaccion directa de los analitos con la matriz.

En el 2004, Criado et al [46] hacen el monitoreo de PAHs en suelo utilizando la
extraccion asistida por microondas y SPEcis para la limpieza de los extractos por HPLC
FLU. Los limites de detecciéon alcanzados en este reporte fueron de 0.0003 a 0.002 jag/g

mejores que los obtenidos con nuestro método que fueron de 1 a 43 i*g/kg.

Filipkowska et al. [48] determinaron 10 PAHs en diferentes matrices del ambiente
marino. En el caso del analisis de sedimento, al igual que en nuestro estudio las
muestras fueron fortificadas y se dejaron reposar por la noche antes de la extraccion;
también fueron extraidas por sonicacion y posteriormente el sobrenadante fue
centrifugado, hasta aqui los procedimientos empleados son similares, los autores
realizaron una segunda extracciéon por LLE y el extracto fue purificado por cromatografia
en capa fina. La deteccidon fue llevada a cabo por HPLC UV a 254 nm y CG-MS. Las
recuperaciones obtenidas para HPLC fueron de 38% para el antraceno y los demas
analitos estuvieron en un rango de 78 a 91%, mientras que por GC-MS las
recuperaciones fueron de 23 a 69% con RSD en rangos de 11 a 28%; en nuestro
trabajo por HPLC UV/FLU se obtuvieron recuperaciones del 40% -95%, esto es inferior

a lo reportado para HPLC, pero superiores a lo reportado por los autores para CG-MS.

Sarrazin et al en el 2006 [49], determinan PAHs en sedimento de rio por Sonicacion-
SPE por HPLC UV/FLU, un procedimiento semejante al empleado en este trabajo (los

solventes de extraccion, el tiempo de extraccion, el sistema de elucion de la SPE entre
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otros parametros son diferentes). Los limites de deteccién alcanzados en este reporte

son de 10 a 15 pg/kg comparables a los nuestros. 1 a 43 pig/kg.

5.4. Muestreo en el rio Pesqueria

El objetivo del estudio fue aplicar las técnicas de extraccion evaluadas y seleccionadas
en este trabajo por HPLC UV/FLU al analisis de muestras de agua y sedimento

colectadas en el cauce del rio Pesqueria,.

El muestreo llevado a cabo en este trabajo en el cauce del rio Pesqueria, fue del tipo
simple debido a que todas las muestras fueron tomados en un punto y en un momento
dado. Los puntos seleccionados fueron elegidos de acuerdo a la influencia que pudieran
tener afluentes superficiales aledafos hacia el cauce principal del rio de estudio, sin

considerar distancias entre ellos o alguna otra variante en particular.

Idealmente para realizar un estudio completo y evaluar la calidad del agua del rio
Pesqueria, debiamos analizar todos los parametros que se enlistan en la NOM-001-
ECOL-1996, sin embargo esto no fue posible, por cuestiones econdmicas y de falta de
equipo, por lo que solo fueron tomados los parametros fisicoquimicos en el punto de
muestreo que estuvieron a nuestro alcance, estos fueron: pH, temperatura vy

conductividad.

En lo concerniente a los parametros fisicoquimicos, el pH es uno de los mas
importantes paradmetros indicadores de la calidad del agua, aunque no esta establecido

un valor determinado, para agua potable se considera éptimo un pH de de 6.5 a 8.5. Un



valor de pH alto se relaciona con la mineraiizacion extrema, ’bvn wntam\T\aofci\, \a
mayoria de los lagos y rios tendrian un nivel de pH préoximo a 6.5 de acuerdo con el
Consejo de Ministros Nordicos, 1988. En nuestro estudio no se observé una tendencia
definida, ni por estacion, ni por mes de muestreo, los valores de pH tuvieron valores

muy variados (tablas XXXI, XXXII y XXXIII).

Por otra parte, la conductividad en medios liquidos se relaciona con la presencia de
sales en soluciéon, cuya disociacidon genera iones capaces de transportar la energia
eléctrica. La NOM-001-ECOL-1996, establece la conductividad como parametro
indicativo de la calidad del agua e indica como referencia la NMX-AA-093-SCFI-2000
para su adecuada determinacién, sin embargo en ninguna de las dos normativas se
enlistan limites permisibles. En nuestro estudio, los valores obtenidos fueron muy
variados, no hubo una tendencia ni por estacion, ni por mes de muestreo (tablas XXXI,

XXXy XXXII).

La temperatura es un parametro que afecta un numero importante de procesos que
definen la calidad del agua. El aumento de la temperatura incrementa la velocidad de
las reacciones quimicas y bioquimicas del sistema, igualmente decrece la solubilidad de
los gases y aumenta la solubilidad mineral; ademas variaciones en este parametro
afectan a las tasas de crecimiento y respiracion de organismos acuaticos. La NMX-AA-
007-SCFI-2000 enlista los lineamientos para su correcta medicion y la NOM-001-ECOL-
1996 los valores de referencia que marcan un limite de 40°C para agua de rio empleada
para uso urbano y en sitios de proteccion acuatica. En nuestro estudio los valores

obtenidos estuvieron en el rango de 23.5 a 29.3°C.
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Todos los contaminantes del agua, con excepcién de los gases disueltos, contribuyen a
la "carga de solidos", éstos pueden ser de naturaleza organica y/o inorganica vy
provienen de las diferentes actividades domésticas, comerciales e industriales. La NMX-
AA-034-SCF1-2001 describe el procedimiento a seguir en \a determinacion de sélidos
totales en aguas naturales. La NOM-001-ECOL-1996 marca como limites maximos
permisibles para sdlidos suspendidos totales de 150 a 200 mg/L en el caso de agua
proveniente de rio empleada para riego agricola, de 75 a 125 mg/L para agua de rio de
uso urbano y de 40 a 60 mg/L para agua de rio encontrada en sitios de proteccion
acuatica. Los valores encontrados en el muestreo de agua realizado en los meses de
marzo, abril y mayo del 2008 tuvieron valores muy por debajo de los normados, el valor

maximo encontrado fue de 4.19 mg/L.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los sedimentos afectan la disponibilidad de
contaminantes, en este trabajo sélo se determindé el porcentaje de humedad de los

mismos, los valores encontrados estuvieron entre de 19.91-66.15%

5.4.1. Resultados de las muestras de agua y sedimento en el rio Pesqueria

Las muestras de agua y sedimento analizadas fueron colectadas durante un periodo de
3 meses en el cauce del rio Pesqueria en Nuevo Ledn, México.

La informacion sobre la ubicacién de los sitios de muestreo se presenta en la figura 20 y

en la tabla XXII.

En todas las muestras analizadas de agua y sedimento se encontré al menos un PAHs,
sin embargo no fue posible correlacionar la cantidad de PAHs encontrados en agua y en

sedimento.

0?2
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En la ZMM constantemente aparecen notas en el periddico con respecto a la calidad del
agua del rio Pesqueria, muestran fotografias de los multiples asentamientos irregulares
y la gran cantidad de basura presente en el cause de este afluente en su paso por la
zona urbana. En este trabajo se evidencia la presencia de PAHs en el rio Pesqueria a lo
largo de todo su cause, fundamentando la idea generalizada de presencia de sustancias

peligrosas en este afluente.

Por otra parte, es necesario mencionar que los estudios de PAHs en sedimentos
reportados por el INE en el 2004 [6] fueron realizados en sitios mayormente asociados

actividades petroleras, no con zonas industriales y de alta densidad demografica como

lo es la ZMM.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1. Conclusiones
De los cinco procesos de extraccion evaluados para PAHs en agua, la SPME-
INM fue elegida con base en su desempefio. Este procedimiento fue validado vy

empleado para la identificacién y cuantificacion de PAHs en muestras de agua

de rio.

Se desarrollaron tres métodos de extraccion para PAHs en sedimento, el
procedimiento seleccionado con base en su mayor eficiencia en la extraccion fue
la S-SPEcis, la que fue empleada para la identificacién y cuantificacion de PAHs

en muestras de sedimento de rio.



Los métodos empleados tanto para agua, como para sedimento pueden detectar
la presencia de PAHs con limites inferiores a los marcados como maximos

permisibles para aguas de descarga y suelos en la legislacién mexicana.

Se evidencidé la presencia de PAHs en todas las muestras de agua y sedimento
colectadas en el rio Pesqueria en Nuevo Ledn, México durante los muéstreos

realizados en este proyecto.

En la mayor parte de las muestras de agua y sedimento analizadas se detectd la
presencia de benzo[a]pireno, PAH enlistado por la IARC en el grupo 2A como

posible carcinbgeno humano.

6.2. Perspectivas
Probar e implementar nuevas metodologias de extraccion para sedimentos, para

alcanzar limites de deteccién mas bajos.

Plantear otros puntos de muestreo, con la finalidad de hacer equidistantes los

puntos y correlacionar de una mejor forma la informacion obtenida.

Monitoreos del rio Pesqueria y otros rios de la regién en busca de PAHs y otros

contaminantes organicos persistentes.
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Apéndice i. Cromatogramas de muestras de agua y sedimento, provenientes de la estacién 8 de muestreo establecida en el cauce

del rio Pesqueria. Las figuras a y b corresponden al mes de marzo; c y d al mes de abril; e y f al mes de mayo.
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Apéndice H. Cromatogramas de muestras de agua y sedimento, provenientes de la estacion 7 de muestreo establecida en el cauce

del rio Pesqueria. Las figuras a y b corresponden al mes de marzo; c y d al mes de abril; e y f al mes de mayo.
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Apéndice F. Cromatogramas de muestras de agua y sedimento, provenientes de la estacion 6 de muestreo establecida en el cauce
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Apéndice E. Cromatogramas de muestras de agua y sedimento, provenientes de la estacion 5 de muestreo establecida en el cauce

del rio Pesqueria. Las figuras a y b corresponden al mes de marzo; c y d al mes de abril; e y f al mes de mayo.
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Apéndice D. Cromatogramas de muestras de agua y sedimento, provenientes de la estacion 4 de muestreo establecida en el cauce

del rio Pesqueria. Las figuras a y b corresponden al mes de marzo; c y d al mes de abril; e y f al mes de mayo.
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Apéndice C. Cromatogramas de muestras de agua y sedimento, provenientes de la estacion 3 de muestreo establecida en el cauce

del rio Pesqueria. Las figuras a y b corresponden al mes de marzo; c y d al mes de abril; e y f al mes de mayo.
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Las figuras a y b corresponden al mes de marzo; c y d al mes de abril;

1a.

del rio Pesquer
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Apéndice B. Cromatogramas de muestras de agua y sedimento, provenientes de la estacion 2 de muestreo establecida en el cauce
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Apéndice A. Cromatogramas de muestras de agua y sedimento, provenientes de la estacién 1 de muestreo establecida en el ca'<

0004

del rio Pesqueria. Las figuras a y b corresponden al mes de marzo; c y d al mes de abril; e y f al mes de mayo.
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