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RESUMEN
Nora Emma Diaz Maroles Fecha de Graduacion Noviembre 2000
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS EN AGUA POTABLE MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECTOR
SELECTIVO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Numerc de paginas: 155 Candidata para el grado de Maestria en
Ciencias Quimucas con especialidad en
Quimica Analitica

Area de Estudio’ Quimica Analitica

Proposito y Método del Estudior Los Hwdrocarburos Aromaticos Policichcos (PAHs) se
encuentran en la Lista de Contaminantes Pnontanos de la Comunidad Europea y de los
Estados Unidos de Amenca detdo a sus propiedades carcinogenicas y mutagemcas A
nivel mundial hay estudios que revelan su presencia en aire, agua, suelos y ahmernitos,
se onginan por la quema de combustibles fosiles y matenal organico comg carbon,
madera y desperdicios, se encuentran en las emisiones de automoviles y en el humo
del tabaco En México estan regulados los niveles de algunos de los PAHs en agua
pero no existe una metodologia oficial de analsis, por tal moiivo, el proposito de este
trabajo es desamoliar un metodo analitico que sea confiable, reproducible y que alcance
niveles de deteccion y cuantficacidn infenores a los que marque la nommatividad en
Mexico Coma {écnica analitica se selecciond la Cromatografia de Gases Capilar con
detector de Espectrometna de Masas.

Contribuciones y Conclusiones Se lograron determinar fas condiciones optimas para el anahsis
por Cromatografia de Gases Capilar con detector de Espectrometria de Masas Se logro
mejorar el tempo de analsis para Hidrocarburos Aromatcos Policichcos  por
Cromatografia de Gases reportado hasla el momenloc. Se realizéd la vahdacion
instrumental al evaluar el desempeino imcial del método analitico propuesto, obleméndose
para cada uno de los 16 analitos objeto de estudio sus curvas de calibracion y con elio
sus rangos de trabajo. sus limites de deteccion y de cuantficacion su precision y
iineahdad, quedando todos deniro de los critenos de aceptacion establecidos Con este
metodo es posible cuanuficar concentracrones infenores a las que marca la Comision
Nacional del Agua para el acenafteno y el fluoranteno Se selecciono un procedimiento de
extraccion en fase sOlida que genera menos residucs de laboratono que la extraccion
tradicional, se selecciono un procedimiento de concentracion de muesira que emplea un
equipo Kudema-Danish se diseiio un procedimiento general para el tralamienio de
muestra y analisis de los Hidrocarburos Aromaucos Policiclicos estableciendo las
condiciones de operacion del Cromatografo de Gases y el Espegifometro de Masas Es
necesano hacer mas pruebas para vahdar el tratamtento de myestra Se propone esto
como tema ge ig#s paigolro estudiante

MC erto J Garza Ulloa Dr Ju%n Mar}el A faro Barbosa
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El Aguay los Contaminantes Prioritarios

El agua es, sin duda, uno de los recursos naturales mas valiosos de
nuestro planeta, a través de los anos se ha reconocido que es esencial para la
existencia del hombre, no obstante, la industnalizacion y el uso de pesticidas y
agroquimicos han acelerado su deterioro.

La creciente conciencia ecologica de la humanidad ha incrementado su
interés por el medio ambiente y especialmente por la cahidad del agua.

Durante los ultimos anos se ha detectado la presencia de mas
contaminantes organicos en el agua y algunos investigadores se han dedicado
a resolver este problema Asi, en 1982 la Comunidad Europea establecié la
"lista negra" de los Contaminantes Priontarios, asi mismo la Agencia de
Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos de Ameénca (US EPA) tambien
tiene su Lista de Contaminantes Prioritanos que coincide con la lista de la
Comunidad Europea, en su origen la lista era de 129 actualmente son 132
Contaminantes Priortarios (Soniassy et al | 1994)

En México no se manegja una hsta de Contaminantes Prioritarios como tal,
pero existen Normas Mexicanas que estabiecen Critenos Ecologicos de Calidad
del Aguz; en esos Critenos se han incluido a los midrocarburos aromaticos
policiclicos y tambien de manera individual se considera a algunos de ellos,
como por ejemplo al acenaftenc y al fluoranteno

Es importante senalar que se publico en Mexico (D ario Oficial de la
Federaciéon lunes 18 de agosto de 1997) por parte de la Secretaria de Medio
Ambiente Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP) un aviso por el que se
dan a conocer al publico en general, el Instructivo General para obtener la
Licencia Ambiental Unica € Formato de solicitud de Licencia Ambiental Unica
para Establecimientos Industriales de Jurisd ccion Federal y el Formato de
Cedula de Operacion para los Establec mientos Industriales de Junsdiccion
Federal en ese aviso se incluye una hista de sustancias sujetas a reporte entre

!



las que destacan los Hidrocarburos Aromaticos Polic ¢ cos (PAHS) en la Tabla
18 de la hsta de sustancias sujetas a reporte publicada en el D ano Oficial

También en Méxice la Comision Nacional del Agua (CNA) publicd en
febrero de 1998 la Ley Federal de Derechos en Materna de Agua donde
establece una Tabla de Lineamientos de Calidad del Agua En dicha tabla la
CNA clasifica al agua en cuatro tpos segun su uso como se describe
enseguida.

Uso 1. Fuente de abastecimiento para usc publico urbano

Uso 2 Riego agricola

Uso 3 Proteccién a la vida acuatica: Agua dulce, incluye humedales
Uso 4 Proteccion a la vida acuatica Aguas costeras y estuarios

La CNA clasifica a los parametros indicativos de la calidad del agua en
inorganicos, vrganicos, fisicos y microbioldgicos. Dentro de los parametros
organicos se incluyen tres Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos que son.
Acenafteno, Flucranteno y Naftaieno. Los limites permitidos por la CNA para
estos tres PAHs se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Limites Permitidos de Acenafteno, Fiucrantenc y
Naftaleno de acuerdo a la CNA

Parametros mg/L.  Uso 1 Uso 2 Uso 3 Usc 4

Acenafteno 002 - 002 0.01
Fluoranteno 0.04 - - 0 0004
Naftaleno - 002 002

En este trabajo es de interés el agua potable en la tabla 1 se observa que
la CNA establece como limites 0 02 y 0 04 mg/L para acenafteno y fluoranteno
respectivamente, por lo que se tendra que desarroliar un metodo de analisis
quimico que permita cuantficar esos niveles de concentracion y
preferentemente valores inferiores a ellos

El analisis de contaminantes organicos en agua a niveles de trazas
requiere el empleo de instrumentacion analitica avanzada y el reto consiste
precisamente en desarrollar métodos analiticos gue reunan las cualidades de
ser confiables, reproducibles, y sobre todo sensibles es decr que permitan
alcanzar los niveles de deteccion y cuantificacion 16 mas bajo posible tratando
de que éstos sean inferiores a 10s que marque la normatividad

[



1.2 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos y Cancer

En México el cancer ocupa el segundo lugar como causa de mortalidad en
la poblacién; segun datos de la Direccidon General de Estadistica y de la
Direccion General de Estadisticas Demograficas y Sociales del Instituto
Nacional de Estadishca Geografia e Informatica (INEGI, 1996), en 1996 se
registraron 49916 defunciones por tumaores malignos

Los PAHs se encuentran en la hista de Contaminantes Prioritarios detido
a sus propiedades carcinogénicas y mutagenicas en general (Harvey
R.G.,1978), aunque su propiedad carcinogénica varia de un compuesto a otro.
Por ejemplo, el benzo(a)pireno se considera un potente carcindgeno, el criseno
se considera menos carcindgeno y el naftaleno es no carcindgeno

Se consideran carcindgenos Benzo(a)pireno  Benzo(a)antraceno,
Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno, Criseno Dibenzo(a h)antraceno y el
Indenopireno

Se consideran no carcindgenos. Acenafteno, Antraceno Fluoranteno,
Fluoreno, Naftaleno y Pireno

1.3 Fuentes de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los hidrocarburgs aromaticos policichcos se onginan como produclos al
guemar combustibles fdsiles y matenal organico, Las principales fuentes
incluyen emisiones de la quema de carbén y madera emisiones de
automoviles, plantas generadoras de energia y quema de desperdicios Los
PAHs se encuentran en muchos almentos comunes y son componentes
significativos del humo del tabaco

La inhalacion del humo del cigarro se ha encontrado como la causa
prinCipal de cancer de pulmon en las poblaciones humanas

Ademas el ser hurmano esta expuesto dianiamente a PAHs en el arre que
respira el agua que bebe y los allmentos que consume Los PAHs se

-
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encuentran amphlamente difundidos en el medio ambiente (Harvey R G, 1978)
En México se pueden encontrar en el asfalto

1.3.1 PAHs en Aire

En general, los PAHs permanecen en fase gaseosa a temperaturas
superiores a 150 °C pero condensan rapidamente debajo de esa temperatura
en particulas de ceniza voladora (Schure & Natusch, 1982) En un estudio
canadiense de particulas en el aire urbano se encontro que el 85 % de los
PAHs estaban asociados con particulas menores a 5 micrometros de diametro
(Albaglt et al.,1974). Las particulas inferiores a 5 micrometros se clasifican
como “particulas respirables” porque pueden penetrar por las vias respiratonas
superiores y flegar hasta los alvéolos

1.3.2 PAHs en Suelos

Los PAHs se encuentran también en suelos en todas las regiones del
planeta Las concentraciones en las areas urbanas e industriales son de 10 a
100 veces mayores que en las areas no urbanas En las regiones alejadas de
las zonas urbanas se consideran fuentes de PAHs los fuegos forestales y
erupciones volcanicas.

133 PAHs en Agua

Los PAHs en agua se pueden atrburr a8 las particulas de matena
transportadas a través del awre, a suelos ccontaminados, asi come a la
contaminacion directa de rios y lagos por efluentes municipales e industriales
De hecho, los PAHs estan ampliamente distnbuidos a través de (as aguas de la
tierra y entran a la cadena alimenticia por plancton moluscos y pescados
Puesto que algunos de los PAHs son solo lhigeramente degradados, ésto
representa un riesga potencial a la satud del ser humano a traves del agua
potable

El nivel promedio de benzo a)pireno en agua potable se estima alrededor
de 0 01 mucraogramo por htro, lo cual es sim lar en awre respirable relativamente
mpio (Baum 1978)



E! tratamiento de agua con cloro u ozono reduce los niveles de PAHSs
(Radding et al 1976) Las concentraciones de PAHs en sedimentos marinos
refleyan la situacion industrial en el area circundante Por otro lado en las
Reglas de Accion para remediar sitios contaminados con sustancias peligrosas
en USA dice que cualquier muestra de agua subterranea para la cual se
detecten TPH (Total Petroleum Hydrocarbons) debera analizarse para PAHs

1.34 PAHs en Alimentos

La contaminacion de alimentos con PAHs es también extensa Los PAHs
se encuentran en las hojas de las plantas como lechuga, espinaca, té y tabaco,
en carnes ahumadas y en pescado Las relativamente allas concentraciones en
hojas vegetales aparentemente reflejan la contaminacion de la atmésfera Sin

embargo, solo una pequena porcidn {10%) se elimina por lavado (Grimmer,
1968)

LLos niveles de PAHs en varios alimentos se resumen en la tabla 2

Tabla 2. Nweles de PAHs en Alimentos en ng PAH/kg de
material seco (Baum,1978)

Tipo de alimento Benzo(a)antraceno Criseno Benzo{a)pireno
Cereales 0 4-6-8 08-145 025084
Lechuga 46-154 57-265 2353
Espinaca 16 1 280 74
Tomate 03 05 02
Aceilte de cocinar 05-135 05-129 0 9-1
Carne / pescado asado 0 2-31 0 5-25 02-11
Carne / pescado ahumado 0 02-188 03-123
Café tostado 05-14 06-19 01-4
Té 4663 39-21

Los PAHs estan presentes no s6lo en carnes y pescados ahumados y
asados sino tambien en carne y marscos frescos En estos casos la
contaminacion podria deberse a la contaminacion del agua y del aire asi como



de los alimentos de los animales Al cocinarlos se incrementa el contenido total
de PAHs debido a 1a pirdhsis y contaminacion por €l humo

1.3.5 PAHs y Petréleo

Otra fuente potencial importante de exposicion de PAHs es a través de
aceites minerales y productos refinados del petréleo usados en cosméticos y
productos medicinales (JARC, 1983) Productos dernivados del petrdleo con
trazas de PAHs se utilizan en las preparaciones de cremas, bronceadores y
aceites para bebés.

1.3.6 PAHs y Estilo de Vida

Mientras que la atencion publica se ha enfocado a las fuentes de
contaminacién industrial, hay suficiente evidencia de que los habitos personaies
y el estilo de vida contribuyen mucho mas al riesgo individual

El gran incremento en la mortalidad por cancer en los Estados Unidos
durante los ultimos 30 anos se relaciona con el cancer de pulmén. Ei fumar
cigarrillos es el factor que mas contnbuye a incrementar el nesgo de cancer en
el tracto respiratorio (Loeb et al.,1984).

E) hume del tabaco es una mezcla complea en la cual l1a fase gaseosa
contiene al mencs 150 compuestos, y mas de 200 compuestos han sido
identificados en la fase de particulas (Hoffmann et al ,1978), entre estos ultimos
se encuentran los PAHs, incluyendo algunos iniciadores de tumores

Aunque se conoce menos acerca del humo de la marihuana, 10s estudios
Indican que fos condensados del humo de la marihuana exhiben actividad
mutagénica similar a los condensados del tabaco (Bush et al ,11979) Latabta 3
incluye los nombres de algunos PAHSs encontrados en la fase de particulas del
humo del tabaco, su actividad carcinogénica y su contenido por cigarrilo



Tabla 3 PAHs en la fase de particulas en el humo del
tabaco (Hoffmann 1978)

PAHs Actividad carcinogenica ng/cigarnlilo
Benzo(a)pireno +++ 10-50
S5-Metilcriseno +++ 06
Dibenzo(a, h)antraceno ++ 40
Benzo(b)fiuoranteno ++ 30
Benzo())fiuoranteno ++ 60
Dibenzo(a, h)pireno ++ ND
Dibenzo(a,i)pireno ++ ND
Indeno(1,2,3-cd}pireno + 4
Benzo(c)fenantreno + ND
Benzo(a)antraceno + 40-70
Crniseno + 40-60
Benzo(e)pireno + 5-40
2- y 3-Metilcnseno * 7
1- y 6-Metiicriseno - 10
2-Metilfluoranteno + 34
3-Metilflucranteno ND 40
Dibenzo(a,c)antraceno + ND

ND= datos no disponibles.

Por todo lo anterior, es evidente que el hombre esta expuesto a una
diversidad de PAHSs, algunos de los cuales con propiedades carcinogénicas y
que la exposicion de un individuo dependera de vanos factores que incluyen su
localizacidon geografica, su ocupacion, su dieta y su estilo de vida { Harvey
R G 1991)



CAPITULO 2

ANTECEDENTES, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Antecedentes

La US EPA vy la Comunidad Europea seleccionaron 16 PAHs para su
andlisis en agua potable, en agua superficial y en agua residual. Tambien se
han hecho estudios en peces, sedimentos de rios, suelos diesel cenizas de
incineradores y aire. (Botello 1991; Trova, 1992, Lee, 1981; Voranasi, 1989
Liog, 1990).

La US EPA establece metodologias de analisis para PAHs en agua
potable, en agua residual y en desechos solidos, estas metodologias incluyen la
validacién del métedo

En la Comunidad Europea no existe metedologia oficial de analisis para
PAHSs, sélo se requiere tener el método validado.

En México no existe metodologia oficial para ei analisis de PAHs
En la tabla 4 se presenta la lista de los 16 hidrocarburos aromaticos

Policiclicos (PAHSs), que incluye el nhombre del compuesto su peso molecular y
Su estructura.
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2.2 Justificacion

En México estan regulados los niveles de concentracion de algunos de los
PAHs en agua, pero no existe una metodologia oficial de anélisis por tal motivo
es Importante desarrollar un método analitico que sea confiable que sea
reproducible y que permita alcanzar mveles de deteccion y cuantificacion
infericres a los que marque la normatividad

2.3 Objetivo General

Desarrollar un método analitico para cuantificar el contenido de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en agua potable utihzando como técnica
analitica la Cromatografia de Gases con deteccidn de Espectrometria de
Masas, (GC/MS)

2.4. Objetivos Especificos

1. Rewvisar diferentes metodologias para analizar hidrocarburos aromaticos
policichcos, incluyendo diferentes procedimientos para la extraccion y
concentracion de los analitos a cuantificar.

2. Seleccionar el procedimiento para la extraccién y concentracién de los
analitos en la muestra, asi como el tratamiento de la misma.

3. Determinar las condiciones optimas para el analsis por Cromatografia de
Gases Capilar/ Espectrometria de Masas, CGC/MS

4 QOptimizar el tratamento de muestra para la concentracidon de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos.

5 Valdar el método desarrollado

6 Proponer un método para el tratamiento de la muestra y analisis de
hidrocarburos aromaticos policichcos en agua potable



CAPITULO 3

FUNDAMENTOS

3.1 Recopilacion y Revisiéon de Informacién

Se revisaron los siguientes meétodos:

Método 525 Rewvision 21 de la Environmental Protection Agency de
Estados Unidos de Ameérica (US EPA) que trata de la determinacion de
compuestos organicos en agua potable mediante extraccion solhdo — liquido y
cromatografia de gases capilar/espectrometria de masas. (US EPA 1988, HP,
1990).

-Método 550 de la US EPA que trata del andlisis de hidrocarburos
aromaticos policiclicos en agua potable mediante extraccion liquido — liquido y
cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccidn UV y Fluorescencia
(US EPA, 1990)

Método 610 de la US EPA que trata del analisis de hidrocarburos
aromaticos polinucleares en aguas residuales (US EPA 1982)

Metodo 625 de la US EPA que trata del analisis de compuestos organicos
semivolatiles mediante GC/MS en aguas residuales. (US EPA, 1984).

Método 8270 Revisidn 3 de la US EPA que trata del analisis de
compuestos organicos semivolatiies en desechos séhdos (US EPA 1996)

Meétodo 8310 que trata del analisis de hidrocarburos aromaticos
polinucleares en residuos solidos. (US EPA, 1990)

Metodos propuestos en el ibro Water Analysis, Organic Micropoliutants
editado por Hewlett Packard dedica un capitulo a ios PAHs (Soniassy Riezve,
1994)

Se revisé a Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1- 1994 “Salud
Ambiental agua para uso y consumo humano hmites permisib es de calidad y
tratamientos a que debe someterse al agua para potabilizacion  DOF 1996)



Se estudiaron las publicaciones de fa Amencan Chemical Socrety sobre
las revisiones de Analisis Ambiental que aparecieron en Application Reviews,
Anaiytical Chemustry (Clement, 1995 1987 y 1999), que cubren el desarrallo en
quimica analitica ambiental aplicada de enero 19393 a octubre de 1998 y que se
encuentran en el Chemical Abstracts Service (CAS) para Cromatografia de
Gases, Espectrometria de Masas, Quimica Analitica Inorganica y Monitoreo de
Contaminacion. Es importante destacar que s6lo en el periodo de enero 1993 a
octubre de 1994, Clement y sus colaboradores revisaron mas de 20,000
resumenes para seleccionar los articulos que mencionarian en la publicacion
del afno de 1995 de (a revisidn de aplicaciones en Analytical Chemistry.

De la revision de Clement de 1997 se seleccionaron 4 articulos:

Un articuio trata de la Microextraccion en Fase Sélida (SPME) de PAHs
de muestras acuosas y emplea fibras porosas cubiertas con silice
quimicamente enlazada de 4 tipos y analists por GC/FID y GC/MS. (Lw Yu,
1997).

Otro articulo presenta la separacion y determinacion de PAHs por SPME y
Electroforesis Capilar con Ciclodextrina Modificada y deteccidon UV (Nguyen,
1997)

El tercer articuloc describe un metodo para determinar compuestos
aromaticos en agua y combina la SPME y Espectroscopia de Absorcion UV.
(Wittkamp, 1997).

El cuarto articulo se enfoca a la influencia de la composicidn volumétrnica
del acetonitnlo en la fase movil sobre las caracteristicas de adsorcion de
cromatografia liguida en fase reversa usando como fase estacionaria gel de
silice modificado con octadecilsiiano (ODS) (Miyabe 1997}

Se revisaron también los catalogos 1997, 1898, 1989 y 2000 de Supelco y
las metodologias propuestas por los fabricantes de equipos cromatograficos,
como Hewlett Packard, Supelco, Vanan y Alltech

Una putlicacidn de Hewlett Packard se refiere al analisis de PAHs en
suelos y lodos usando Extracciéon Térmica y GC-MS (Snelling, 1993)

Otra publicacion de Hewlett Packard descnbe el andlisis de PAHs
mediante GC/FID mediante inyeccidn spiitless con un pregrama de presion de
pulsos controlado electronicamente (Dawvid 1993)

De Supelco se revisaron

Boletin 865 B que se enfoca al analisis de Compuestas Organicos en Agua
Potable por GC/HPLC con Procedimientos US EPA

Bolet'n 773 G que trata del anglisis de PAHs mediante GC y HPLC
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Nota de aplcacion 59 que descrnibe la extraccion de compuestos
organicos de agua usando discos de extraccion en fase solida

Nota de aplicacion 65 que se refiere al empleo de tubos SPE para el
monitoreo de compuestos organicos en agua potable por e! metodo 525 US
EPA

Nota de aplicacion 108 que trata del analisis de PAHs por GC.

Ejemplos de aplicacion de los catalogos Supelco, donde se reportan
analisis de PAHs mediante SPME/HPLC/UV, SPE/GCIFID SPME/GC/MS,
GC/MS, SPE/GC, HPLC/UV y extraccion con fludos supercriticos
(SFE)}GC/MS, de los cuales es importante observar las condiciones de
operacion, columna utilizada y hempos de retencion obteridos

De Varan se reviso
Un articulo que descnbe la extraccidon de PAHs contenidos en agua
potable mediante el empleo de discos SPE.

De Alltech se revisaron:

Ejemplos de aplicacién para el analisis de PAHs donde reportan el uso de
GCI/FID, HPLC/UV.

3.2 Seleccion de la Técnica Analitica

3.21 Porqué CGC/MS

Los PAHs se pueden anzlizar por tres técnicas que son
cromatografia de gases, cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y
electroforesis capilar

Para la técnuica de cromatografia de gases existen los siguientes
detectores

e MS Espectrometria de Masas

e« FID lomizacion de Flama

« TCD Conductividad Térmica

e« ECD Captura de Electrones o Termoiénico

e NPD Detector de Nitrégeno y Fasforo

e AED Detector de Emision Atomica o Fotomeétrico de Flama
« FTIR Infrarrojo con Transformada de Fourier

e« ELCD Detector de Conductividad Electro itica

Para la técnica de cromatografia de liguidos existen los siguientes
detectores

13



Fluorescencia

Espectrofotometria de absorcidn ultravioleta
FTIR

MS

» & & @

Para la técnica de electroforesis capilar hay 2 modalidades
« CZE Electroforesis capilar de zonas
e HPCE Electroforesis de alta resolucién

Se selecciond Cromatografia de (Gases porgque es la técnica mas
utihizada en el analisis de contaminantes organicos en agua , ademas con el
detector de Espectrometria de Masas constituye una herramienta esencial en el
monitoreo ambiental { Soniassy Riezve, 1994). Uno de los principales usos de
los sistemas GC/MS es en laboraterios de pruebas ambientales privados
publicos y del CLP (Contract Laboratory Program) de la US EPA (McMaster,
1998)

Con la combinacién del sistema Cromatografia de Gases/Espectrometria
de Masas se pueden separar mezclas en sus componentes individuales,
dentificar dichos componentes y cuantificarios

De todos los detectores anteriormente mencionados, los gque son
aplicables a los PAHs son el FID o Detector de lonizacidn de Flama y el MS o
Espectrometro de Masas. Los dos son detectores universales.

El FID requiere de una flama de hidrégeno/aire para operar y responde a
los compuestos organicos en general, basta que tenga enlaces C-H, se dice
que es un detector sensible g ta masa porque responde al numero de atomos
de carbono que entra en el detector por unidad de tiempo, tiene la ventaja de
que los cambios en el flujo de fase mdvil ienen poco efecto en la respuesta del
detector.

El FID posee una elevada sensibilidad (10 pg/s)), un gran intervalo hneal
de respuesta (107) y un bajo ruido Por o general es resistente y facil de utilizar,
pero comparado con el Especirometro de Masas el detettor de lonizacion de
Flama no es capaz de proporcionar la misma infermacién estructural que
proporciona el espectro de masas con fines de identificacion

El espectrémetro de masas es el mejor detector que se puede acaplar
con el cromatégrafo de gases ya que presenta las ventajas de ser sensible y
especifico en la identificaciéon de sustancias desconocidas o en la confirmacidn
de presencia de compuestos Su alta sensibiidad resulta de la accion del
analizador como un filtro de masas para reducrr la interferencia de fondo y de
los multiplicadores de electrones sens bles que se usan para la deteccion La
excelente especificidad en la identificacion es el resu tado de los patrones de
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fragmentacion caracteristicos que proporcionan informacion acerca de la masa
y la estructura molecular, es decrr, los espectros de masas proporcionan la
estructura del compuesto, su peso molecular y su patrén de fragmentacion
(Willard 1991)

El Espectrémetro de Masas es el mejor detector disponible para el
anahsis de PAHs, el acoplamiento CGC/MS es el que ofrece la mejor
sensibihdad, s1 se trabaja en modo SIM (Selected lon Monitoring) se detecta
hasta un picogramo, en cambio si se trabaja en “full scan® se detecta sélo un
nanogrameo, hiene un rango lineal de 10° (Willard, 1991).

Para los otros detectores empleados en Cromatografia de Gases, la
identificacién se basa solamente en el hempo de retencion obtenido con un
estandar que se compara con el tempo de retenciéon del desconocido, cornidos
ambos bajo las mismas condiciones cromatograficas. Si los tiempos de
retencion coinciden, se supone que se trata de la misma sustancia pero podria
darse el caso de que dos compuestos presenten tiempos de retencidn similares
sin ser la misma sustancia y que 0 que aparenta ser un pico, se trate de 2
sustancias que eluyeron juntas (McMaster, 1998).

La identificacion se basa en fa comparacidon del espectro de masas de
cada componente de la mezcia con colecciones de espectros de compuestos
estandares que se encuentran en bases de datos

Primero, para lograr la separacion de los componentes de la mezcia, se
inyecta la muestra en el cromatografo de gases, se obtiene un cromatograma,
luego, para lograr la identificacion, se selecciona un pico del cromatograma (el
del componente de la mezcla que se desea dentificar), se obtiene su espectro
de masas y luego éste se compara con los espectros que se encuentran en la
base de datos, todo ésto se manea a través de una computadora, cuyo
software permite ofrecer 0s 3 compuestos de la base de datos mas parecidos a
los de la sustancia desconocida y el % de semejanza en los patrones de
fragmentacion.

La base de datos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia de
Estados Unidos (NIST) de 1996 de compuestos de importancia ambiental
contiene 75,000 espectros (de 62 000 compuestos), la 62 Edicidn de Wiley
Library contiene 275,000 espectros, la Stan Pesticide Library contiene 340
compuestos y la Pfleger Drug Library contiene espectros para 4370
compuestos (McMaster, 1998)

En este trabajo se emplea la Wiley Library porque es la que incluye un
mayor numero de espectros en su base de datos
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3.2.2 Fundamento de la Técnica Analitica

La cromatografia es una técnica de separacion, dentificacion y
cuantificacién que tiene aplicaciones en todas las areas de las ciencias Es de
gran aplicacién en todo tipo de laboratonos, especialmente en organicos,
analiticos clinicos, ambientales y forenses

Esta técnica tiene su origen en el afio de 1906 cuando un bioquimico
ruso de nombre Mikhal Tswett separd pigmentos vegetales tales como
clorofilas y xantofilas, haciendo pasar disoluciones de esios compuestos a
través de una columna de vidrio rellena con carbonate de calcio finamente
dividido. Las especies separadas aparecian como bandas coloreadas en la
columna, por lo cual le llamé “cromatografia® del griego chroma que significa
“cotor” y graphein que significa “escnbir”.

Las aplicaciones de la cromatografia se han incrementado notablemente
los Utimos anos El tremendo impacto de esta técnica en la ciencia se confirmé
al otorgarse el Premio Nobel de 1952 a AJP. Martin y RL M Synge por sus
trabajos en este campo. Ademas, en el periodo de 1937 a 1972, doce Premios
Nobel concedidos se otorgaron a trabajos en los que la cromatografia tenia un
papel importante (Skoog-Leary, 1994)

El acoplamiento de la espectrometria de masas a la cromatografia de
gases se realiza a partir de 1960 (Fowlis, 1995).

La cromatografia permite a los centificos separar compuestos
estrechamente refacionados en mezcias complejas, (0 que en muchas
ocasiones resulta imposible por otros metodos.

En todos los procesos cromatograficos se requiere de una fase movil y
una fase estacionaria inmiscibles entre si Los componentes de la muestra se
transportan a través de la fase estacionaria mediante una fase mévil que fluye;
los componentes de la muestra se distribuyen entre las dos fases, pero
presentan diferente afinidad por las mismas, de modo que 10s que son mas
afines a la fase estacionania se mueven mas lentamente Las separaciones se
basan en las diferentes velocidades de migracidn que presentan los
componentes de la muestra



323 Ciasificacion de las Técnicas Cromatograficas

Se pueden hacer clasificaciones de las técnicas cromatograficas bajo
diferentes critenos Uno de ellos se basa en [a forma en que las fases movil y
estacionaria se ponen en contacto, y entonces se clasifica como cromatografia
en columna y cromatoegrafia plana

Es en columna cuandeo la fase estacionana se mantiene dentro de un
tubo estrecho a través del cual se hace pasar la fase méwvil por presion o por
gravedad Es plana cuando la fase estacionaria se mantiene sobre una placa
hsa © en un papel, en este caso la fase movil se desplaza a través de la fase
estacionaria por capilaridau o por gravedad

De acuerdo a esta clasificacion en este estudio se usa la cromatografia
en columna

Otra clasificacion se basa en el estado fisico de |la fase mowvil, que puede
ser un liguido, un gas © un fluido supercritico Dando lugar a la Cromatografia
de Liquidos, Cromatografia de Gases y Cromatografia de Fluidos Supercriticos

3.24 Cromatografia de Gases

Segun la clasificacidn anterior, en este trabajo se usa la cromatografia de
gases ya que la fase movil a utihzar es el gas inerte helio.

3.2.5 Cromatografia de Gases Capilar

La columna que se utiiza es capilar , mide 025 mm de diametro interno,
0 25 micrometros de pelicula ( de fase estacionana liquida ) y 30 metros de
largo por lo que la técnica utiizada es Cromatografia de Gases Capilar (CGC)

La muestra se inyecta y volatihza en la cabeza de la columna El helio usado
como gas acarreador obliga a los componentes de |la muestra a recorrer |a
columna, lo hacen a dferentes velocidades segun su afndad por la fase
estaciocnaria los que tienen mas afinildad por la columna son os ultimos en salir
El corazon del cromatografo es la columna porque en ella ocurre la separacion
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Es requisito que los compuestos que se van a separar se volalidicen a g
temperatura de operacion y que sus masas moleculares queden comprendidos
dentro del rango de trabajo del espectrometro de masas

3.2.6 Cromatograma

Es una grafica que representa la senal del detector (ordenada) contra
tempo. En el Apéndice A se incluyen los cromatogramas obtenidos durante |a
validacion instrumental para el analisis de PAHs en agua potable

En la figura 1 se incluye una representacidn esquematica de un
cromatografo ae gases

Medidor de
pompas de jabén ™~ Regisirador
Jeninga -
Derector Electrometro
-]
Regulador de 5 puente
presién a visor ||}~ inyector
dos miveles Rotametro de flujo
[+o]
Controlador
del flujo
Sistema para
~ Botella el ratamuento
Columaa de daros
de gas
portador

Horno termosiat zado
para la columna

Figura 1 Esquema de un cromatografo de gases



3.2.7 Componentes de un Espectrometro de Masas

Un espectrometro de masas realiza tres funciones basicas 1) producir
I0Nes gaseonsos a partir de una muestra, 2) separar esos 1ones de acuerdo con
su relacion masa/carga y 3) determinar la abundancia relativa de cada on o
fragmento.

En esta investigacidon el detector a utihizar es el Espectrometro de
Masas En la figura 2 se muestra un esquema de las partes basicas de un
espectrometro de masas Las partes esenciales son 1) sistema de introduccién
de muestras, 2) fuente de iones, 3) sistema de aceleracion de iones vy
analizador de masas 4) sistema colector de 1ones o detector 5) sistema de
manejo de datos y 6) sistema de vacio

Muestra
T l """"""" 05 Tiofter < T TTTTTTTTIT |
] . .
Sistema de Fuente de Analizador Colector !
1 —p L —
' Entrada Iones de Masas de Iones :
: )
o RRRGREREEE t i
Sistema de Procesador
Vvacio de Ja senal
Y
Disposttivo
de lectura

Figura 2 Partes basicas de un espectrémetro de masas
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3.2.8 Detector Selectivo de Masas

El espectrometro de masas que se utilizé como detector del cromatografo
de gases tiene como filtro ¢ anahzador de masas un cuadrupclo

El espectrometro de masas de cuadrupolo puede considerasse como un
detector de ronizacion especial para cromatografia de gases Los compuestos
organicos entran a la camara de 1onizacion (fuente de 1ones) y se 1onizan por
impacto electronico (El) existen otras formas de jonizacién, que son lonizacion
Quimica (Cl), Bombardeo con atomos rapidos (FAB) y lonizacidon por Campo
(F1), pero el impacto electrénico es el mas comun y ademas es la forma de
operacidon del Cromatografo de Gases GCD Modelo G1800 A de la marca
Hewiett Packard disponibie para esta investigacion En la figura 3 se muestra un
esquema de un espectrometro de masas de cuadrupolo.

lones con
trayectona
inestable

Colector de
wanes

lones con
trayector a
estab e

Potenc ales
dey rf

Har iomizante
de eectrones

Figura3 Esquema de un especirometro de masas de cuadrupolo

Eniormizacion por impacto electron co 1as mo eculas se bombardean con
electrones de 70 eV em tidos de un fi amento de rhenio o tungsteno Se forma



un 1on molecular (M*) con suficiente cantidad de energia acumulada para
disociarse en iones fragmento tipicos radicales y especies neutras

El cuadrupolo tradicional consiste de 4 barras paralelas y conductoras
Los pares de barras tienen un sobrepotencial positivo y negativo, que se
colocan en forma diagonalmente opuesta en termmos de voltaje de comente
directa dc, un par de barras es positivo y el otro par es negativo La amplitud del
campo eléctnco determina qué fragmentos alcanzan el detector del
espectrometro o colector de 1ones

La operacion apropiada del filtro de masas depende de la relacion
precisa entre la radiofrecuencia {RF) y el voltaje (DC) y de sus magnitudes.

Los filtros o analizadores de masas se clasifican en
o Radiofrecuencia (incluye filtro de cuadrupolo y de trampa 16nica)
a TOF o Tiempo de vuelo
o FTMS o Transformada de Founer
o Sector Magnéhco

Los 1ones que atravesaron el cuadrupolo, llegan al colector o detector del
espectrémetro y generan una sefial eléctnica que se traduce en un
espectro de masas. Existen varios tipos de colectores de iones o
detectores del espectrémetro que son:

o Multiplicador de electrones

a Dinodo de alta energia

o Multiplicador electréonico de canales

o Dinolito

El colector de 1ones o detector del espectrometro de masas (que es el
detector del cromatografo de gases) empleado en esta tesis es el
multiplicador de electrones, que es el mas utiizado,

3.29 Espectro de Masas

Se obtiene un espectro de masas, que consiste en una serie de lineas
que representan la relacion masa a carga (m/z) de!l 1on molecular y de los 1ones
fragmento producidos (en la abscisa) que se grafican contra su abundancia (en
la ordenada)



3.210 Modos de Operacién del Espectrometro de Masas

El espectrometro de masas puede operar de 2 modos full scan y SIM

El modo “full scan se usa para identificar compuestos de sus patrones de
identificacion, o sea, es utit para analisis cualitativo.

El modo “sim” (selected 10n monitonng) o monitoreo selective de 1ones se
usa para cuantificar compuestos con alto grado de selechwvidad y sensitividad.
Se detectan picogramos. Una caracteristica interesante del modo SiM es que
los estandares internos pueden ser compuestos con propiedades quimicas,
fisicas y cromatograficas similares a los compuestos a cuantificar Por ejemplo,
en el caso de los PAHs los mejores estandares intemos son PAHs deuterados

En la figura 4 se muestra un esquema de! sistema CGC/MS

Espectametro de Masas
Control y
Fuerte de| Ardizador de
ores | Cudupop | Do m
X
Bormta Procesarmenio
de Vaoo de Datos
Sada

Figura 4 Esquema del sistema CGCIMS



CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1 Procedimiento de Extraccién de los PAHs

Se selecciond la técnica de extraccion en fase sdlida (SPE). Se hicieron
pruebas .1 su modalidad de discos Cig y también en tubos SPE

Se eligid la extraccién en fase sélida (SPE) porque es una altemativa mas
comoda, barata y rapida que la extraccion liquido-liquido, que es la técnica
tradicional para extraer analitos organices de muestras para analisis; la ventaja
que presenta es que reduce significatvamente el volumen de solventes
organicos clorados empleados para [a preparacidon de muestras.

La SPE consiste en pasar 10s analitos, estandares internos y surrogados
contenidos en un htro de agua a través de un disco o un tubo con relleno de
silice, en los cuales quedan retenidos los PAHs Después se eluyen los
compuestos de interés con un solvente organico adecuado, en este caso se usd
cloruro de metileno

Los mecanismos de interaccidén de la matnz, los analitos y el relleno del
tubo son similares a los usados en cromatografia liquida, es decir, actuan por:
adsorcion, particion, intercambio o exclusidon

Los discos empleados tienen una matnz de fibra de vidno porosa, que
contiene since de superficie modificada (Cys ligado a silice), se usan para
extraer contaminantes organicos presentes en grandes volumenes de agua (1
fitro 0 mas) La matriz de fibra de vidrio penmite una aita velocidad de flujo y
mimima obstruccidn por particulas

Se selecciond Cig porgue hay estudios en HPLC que muestran que la
retencion y ia selectividad para |la separacion de los PAHs en fases alquilo se
incrementa al aumentar la longitud de la cadena de la fase estacionana
(Sander, 1987, Jinno 1983)

Se ha demostrado que las fases Cig quimicamente enlazadas proveen
excelente selectividad para la separacion de PAHs (Wise 1981)

I2
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Ademas se publ co una investigacion donde se compara la selectividad
para la extraccion de alquiibencenos y PAHs en 4 tipos de fibras SPME de capa
porosa, donde las fases enlazadas a silice son octil feml octodecil (Cqg)
monomernico y octadecil (Cyg) poiiménco y de los cuatro el que mostré mayor
selectividad fue el Cyg polimerico (Yu Liu, 1997)

En este procedimiento de extraccion el mecanismo de interaccion es
particion, se considera similar a un sistema HPLC en fase reversa donde la
fase movil es polar (H;0) y la fase estacionana es no polar en este caso la fase
estacionaria es la fase ligada Cqs

La figura 5 muestra un esquema del sistema de extraccidn SPE entubo y
la figura 6 el sistema de extraccién SPE en disco
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Figura 6 Sistema de Extraccidn SPE en disco

4.2 Procedimiento para la Concentracion de PAHs

Los compuestos organ cos se eluyen del disco con un pequerio voiumen
de solvente (cloruro de meti eno) y se concentran con un equipo micre Kuderna
— Danish mediante evaporac 6n del solvente en una campana de extraccion

El Kuderna-Danish fue desarrallado para concentrar materiales disueltos
en solventes volatiles y tiene amp a aplicacion en analisis ambientales Los
solventes tipicos son cloruro de met leno y hexano El equipo consiste en un
matraz un condensador y un reciptente receptor que se coloca sobre un bano
de agua ca ente el sovente se e mina por evaporacion y los analtos se
concentran en la parte nieror del receptar que tiene una escala graduada para
medir los vo umenes que puede contener En la fgura 7 se muestra et micro
Kuderna Dan sh



|

Figura 7 Micro Kudema-Danish.

4.3 Capacitacion en la Técnica Analitica a Utilizar

Se procedio al aprendizaje tedrico con 2 programas (a y b) ¥ practico (c)
a) GCD System Tutonal (2 discos compactos)
b) MS Fundamental Tutorial (2 discos compactos)
¢) Entrenamiento en INDEQUIM

4.4 Determinacion de las Condiciones Optimas para el Analisis
por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas {GC-MS)

1 Se prepararon soluciones pnmanas de cada uno de los 16 PAHs a
pariir de estandares certificados La tabla 5 muestra la lista de los 16
PAHs, con la cantdad disponible de cada uno de ellos
procedencia porcentaje de pureza reportado en el certificado 1a
cantidad que se pesod de cada uno de ellos en balanza ana ilica 1a
coiumna de pesC eyl se refiere ai peso CoTegae s8N U pliEla
e volumen al que se aforo el solvente empleado para cada analhto y
a concentracon obtenida para cada una de las 16 souciones

prmar as
~7
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- 2 Se preparé una solucidon secundaria consistente en una mezcla de
16 PAHs La tabla 6 muestra las alicuotas de cada analito
empleadas para preparar i{a mezcia conteniendo los 16 analtos Se
expresa la concentracion de cada uno de ellos en la sotucidon
secundana

Tabla 6. Preparacion de Solucidn Secundarnia (Mezcla PAHs)
Concentracion
Analito Nombre Cor;ze;t;f on ul de Stock gg i‘:g:'r?:
mg/L
1 Acenafteno 10232 64 75 153 49
2  Antraceno 10030 68 75 150 46
3 Fluoranteno 9857 88 75 147 87
4  Naftaleno 9927 72 75 148 92
5 Fenantreno 9971 28 75 148 57
6 Pireno 1029 68 75 150 45
7 Fluoreno 10565 28 75 158 48
8 Acenaftileno 4969 80 150 1438 09
9 Benzo(a)antraceno 2692 80 300 161 57
10 Benzo(a)preno 5197 50 150 15593
11 Crniseno 1574 10 50 157 41
12 Dibenzo{a,h)antraceno 141570 550 15573
13 Benzo(b)fluoranteno 5029 20 150 150 88
14 Benzo(k)flucranteno 2811 60 250 140 58
15 Benzo{(g h.i)penlenc 1980 00 400 158 40
16  Indeno(1,2,3-cd)pireno 1544 40 500 154 44

Se mezclan todas las alicuotas indicadas y se afora a 5 mL con Cloruro de
Metileno marca Fisher grado Optima
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3 Se preparé la disolucion del estandar intermo También una mezcla
del estandar intemo y surrogados que se descrnbe en latabla 7 La
tabla 8 muestra los volumenes empleados de la mezcla de estandar
interno y surrogados y de cloruro de metilenc para la preparacion de
los biancos

Tabla 7 Preparacion de la Mezcla de Estandar intemo y Surrogados

Compuesto Conc Inicial ppm Volumenpl  Conc Final ppm
Naftaleno d-8 20 000 100 2,000
Nitrobenceno d-5 40,000 100 4 000

2 4.6 Tribromofenol 40 000 100 4,000
CH.Cl2 700

Cuando se afaden 25 ulL de esta mezcla a la mezcla de PAHs y se afora a 1
mL con cloruro de metieno (para preparar las soluciones a 5 niveles de
concentracion para las curvas de calibracion) se obtienen concentraciones de
50 ppm para el estandar interno (naftaleno 8-8) y 100 ppm para los surrogados
(mitrobenceno d-5 y 2,4,6 Tribromofeno!

Tabla 8 Preparacion del blanco.

Reactivo(s) Volumen ul
Mezcla Naft d-8, Nitro d-5, 2,4.6 TBF 25
CHLCl, 975

Se obtienen concentraciones de 50 ppm para el estandar interno (naftateno d-
8) y 100 ppm para los surrogados {(nitrobenceno d-5 y 2,4,6 irnibromofenol)

4. Se efectuaron calculos para la preparacién de los cinco niveles de
concentracion para la curva de calibracion requenda para la
cuantificacidn En la tabla 9 se muestran los volumenes empleados
de cada uno de los reactivos utiizados para preparar las 15
soluciones para obtener por tnplicado las curvas de calibracion a los
cinco niveles de concentracion para cada analto La tabla 10
muestra los 5 niveles de concentracion para cada analito



Tabla 9 Preparacion de las soluciones de calibracién

Funcion Compuesto Nivel 1 Nwel2 Nivel3 Nveld Nwel5
Estandar  Naftaleno d-8 25ul 25 uL 25 ul 25ul 251l
Interno

Surrogado Nitrobenceno d-5

Surrogado 2,46

Tribromofenol
Estandares Mezcla PAHs 35 ul 70pL 105ul  140ul 175uL
Solvente CH;Ci; Afcrar a 1mL 1 mL 1 mL 1mL 1 mL

Los 25 ulL que aparecen en la fila del estdndar interno de la tabla 9,
corresponden a la mezcla que contiene naftaleno d-8, nitrobenceno d-5y 2,46
tribromofenol, cuya preparacion se describe en la tabla 7, es por eso que en la
tabla 9 las filas del nitrobenceno 4-5 y 2,4 6 tnbromofenol aparecen en blanco

Tabla 10. Niveles de concentracidn para la calibracion de PAHs en mg/L.

Anaito Nombre Nivel 1 Nivel2 Nivel 3 Nivei4 Nivel 5
1 Acenafteno 5372 10744 16.111 121 489 26.861
2  Antraceno 5266 10532 15798 21064 26 331
3  Fluoranteno 5175 10351 15526 20702 25877
4  Naftaleno 5212 10424 15636 20848 26060
5 Fenantreno 5235 10470 15705 20940 26175
6 Preno 5266 10531 15797 21062 26328
7 Fluoreno 5547 11094 16640 22187 27734
8  Acenaftileno 5218 10437 15655 20873 26 091
9  Benzo(a)antracenc 5655 11310 16965 22620 28274
10 Benzo(a)pireno 5457 10915 16 372 21830 27 287
11 Cnseno 5509 11019 16528 22037 27 547
12 Dibenzo(a h)antraceno 5450 10901 16351 21802 27252
13 Benzo(b)fluorantenc 5281 10561 15842 21123 26403
14 Benzo{k)fluoranteno 4920 9841 14761 19681 24602
15 Benzo(g.h,i)perleno 5544 11088 16632 22176 27720

16  Indeno(1 2,3-cd)pireno 5405 10811 16216 21622 27 027

-
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5 Se prepard la solucion del nivel 1 de concentracidon, incluye 186
PAHs estandar interno y surrogados Se comé el cromatograma
con un programa de temperatura y un tiempo de comda de 31
minutos Se comd también un blanco (Iincluye estandar nterno,
surrogados y solvente)

6 Al revisar los datos del cromatograma se concluye que faltd tempo
para que salieran todos los compuestos de la columna

7 Se preparé una solucion del nivel 5 de concentracién (incluye los 16
PAHSs, estandar interno y surrogados) y se cornd el cromatograma
con el mismo programa de temperatura anterior, pero dando un
tiempo de cormda de 50 minutos Se cormnié también un blanco

8. Al revisar los datos del cromatograma se concluye que el programa
de temperatura y el tlempo son los adecuados. Se lograron
identificar todos los analitos, se establecié el orden de elucion en el
que aparecen en el cromatograma

g Se preparo la solucion del nivel 3 de concentracidn (incluye los 16
PAHs, el estdndar interno y surrogados) y se como Su
cromatograma con el mismo programa de temperatura anterior y
mismo tiempo de comda Se comd también un blanco

10 Al revisar los resultados del cromatograma se lograron identificar [os
16 analitos, el estandar interno y los surrogados, se determinaron
sus tiempos de retencion y el orden de elucion

11 Se elaboro un reporte de cuantificacion para los 19 compuestos

12 Habiendo optimizado el procedimento de analisis para el
cromatografo de gases empieado se guardaron las condiciones de
los parametros utiizados en un método Incluyendo una base de
datos para la cuantificacion.

Cada 24 horas se hace un autoajuste de!l GC-MS con una inyeccién interna de
PFTBA (perfluorotributilamina) estandar, y cada vez que se va a Inyectar una
muestra se hace un ajuste fino o venficacdn de calibraciéon de inyeccién con un
estandar de OFTPP (decafluorotrifeniifosfina)

Ensegu da se incluyen
+ Reporte de optimizacion del detector con inyeccion de PFTBA (Figura 8)
¢ Reporte de verificacion de calibrac 6n con DFTPP (Figura 9)

-
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HP GCD Tune Detector Optimization])

Instrument: GCD Plus
Wed Aug 02 06:59:35 2000 C:\HPCHEMP\1\GCD\ATUNE .U
Mass 68.95 Mass 21B.90| Mass 414.00 .
Ab  2212666( Ab  1344410| Ab 96333 | EMVolts 2682 AmuGain 762
Pw50 0.58 | PwS0 0.58| Pw50 0.57]| Xray 218.0 AmuOffs 70
| Emission ON Widz219 -0.029
MS Temp 173 TTI OFF
Vacuum 33 DC Pol NEG
Samples 16 Repeller 16,54
Averages 1 IonFocus 37.0
StepSize 0.10 EntlLens 11.55
MassGain 519 EntOffs 16.31
MassQffs 0 Fliament 1
PETBA OPEN
,aiTyr —l— J n_ — J.Ul. T
66 71 21e 221 412 417
Scan: 10.00 - 450.00 Samples: 16 Thresh: 100 Step: 0.10
147 peaks Base: 69.00 Abundance: 2056192
100 -
B0 -
60 -
40 A
20
O-I—T‘.L T ™ - T 1.?171 ™ LN SR S A S L (L S S S A I ma |
>0 100 150 200 250 300 350 400 450
Mass Abund Rel Abund Iso Mass Iso Abund Iso Ratio
£9.00 2056192 100.00 70.00 24632 1.20
218.95 1351680 65.74 22 .00 £3264 4,68
414,00 9 0leé 4,38 415.00 7759 8,6

Store this page 1in the lab notebook to have a history of the instrument.

Fgura8A Reporte de optimizac on del detector con PFTBA




System Ver:fl ation - Tune Detect r

Instrument Name : GCD Plus
DC Polarity : Negative
Filament 1

Time since last pumpdown : 5.7 days
Calibration vial last refilled : Unknown

If the level of PFTBA 1n the calibration vial 1s too low,

system verification may fail.

Column Phase : HP-5
Inlet Temberature SetPoint : 250
Inlet Temperature Actual + 250
BasePeak should be 69 and 1t 1s

Position of mass 69
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Ratio of 219 toc 69 should be > 15% and 1s
Ratio of 414 to 69 should he » 0.2% and 13

Mass 69 Precursor (<= 3%)
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Precursor (<= 12%)

Testing for a leak in the system
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Electron

Tune portion of System Verification passed.

18 to 69 (<20%)
28 to 83 (<10%)
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System Verification for GCD Plus Wed Aug (02
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File : F: SV JUL 8 2.5V.D
perator : NoraE Dia?
Acquired t 2 Aug 1 0 12: 9 pm using AcgMeth d DFTP0O722
Instrument : GCD Plu
Sample Name: TUNE DFTPP 1 ppm, 2 AG STQO-200
Misc Inf s INY 1 uL.
Vial Number: 1

Rbundance TIC: 0802TSV.D

d

1.4e+07
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6000000 -

4000000
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0 T r -
Time--> 6.00 7. 0 8. 0 9.00 10.0 11.00 12.00

wWhundance Scan 429 8,860 min : OBOZ2TSV.D
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70 0
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6 127 255

1 0- 186 224
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—
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Fgura9A Reporte de ver f cacion de la ca ibrac én con DFTPP



DFTPP

Data File : F:\SV JUL 08 2TSV.D

A g Time : 2 Aug 1 12:09 pm Op=~ator: Nora E Dhaz
Sample : TUNE DFTPP 100 ppm, 02-AGOST0O-2000. In ¢ : GCD Plus
Misc : INY 1 ulL. Mu_ziplr: 1.00
Method i T:\METODOSA\SEMIVL~1\Q 801PRC.H

Title

Scan Number 429

| Target Rel. to | Lower | Upper | Rel. | Raw Result |
| Mass Mass ] Limit% | Limit$ Abns | Abn Pz 5 Fail

| 51 | 198 I 30 | 60 | 35.2 | 269 5S¢ PASS |
| 68 | 69 0 | 2 0.0 | 0 PASS |
| 69 | 198 I 0 1 100 | 46.6 | 35564¢ PASS

| 70 69 o 1 2.1 0.5 | 1632 PASS |
| 127 | 198 | 40 | 60 | 44.4 | 336688 PASS

1 197 | 198 | 0o 1 1 0.0 | C PASS

| 198 | 198 100 ) 100 | 100.0 | T6332E PASS |
| 199 | 198 | 5 1 g | 1.0 5317%¢ PASS

[ 275 [ 198 10 | 30 | 21.1 | 16121¢ PASS

| 365 198 | 1 10 | 2.y | 16364 PASS

| 441 [ 443 | o 1 100 73.0 | 569 4 PASS

| 442 | 198 | 40 | 100 | 49.9 | 380544 PASS

I 443 | 442 i 17 | 23 20.5 | 77560 PASS
0802TSV.D (QU801PAC.M Thu Aug 03 15:18:41 2000

Figura9 B Reporte de ver ficacion de 1a ca brac on con DFTPP
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La taba 11 muestra as cond cones de operacon optmas para e
ana ss de PAHs medante CGC MS ncuye e tpo de coumna emp eada €
programa de temperatura e tempo de corrda gas acarreador ut zado y su
veocdaddefuo e v umende nyecconye rango de masas

Taba 11 C ndcones de Operac on de Cromatografo de Gases Espectrometro

Cromatografo de gases
Automuestreador
Detector

Coumna

Programa temp

T empo de corr da
Gas

Vo umen de nyecc on
Rango de masas

So vent de ay

Modo

de Masas

HP G1800A
HP 6890
Espectrometro de Masas

Supeco PTE S po 5 dfen 95 dmet s oxano
30mx025mmDI X025 umf m

40 C-4 mn rampa 10 C/mn hasta 300 C
35 mn

He1m mn

1uL sp tess

3 450mz

60mn

Scan

La f gura 10 muestra una fotograf a de Cromatografo de Gases emp eado en a
tes sy afgura 11 presenta una fotograf a de automuestreador ut zado

3

F gura 10 Cromatografo de Gases HP G1800 A
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F gura 11 Automuestreador HP 6830

4.5 Identificacion

Los compuestos que euyen de a coumna se dentfcan por
comparac on de sus espectros de masas y tiempos de retencon con os
espectros y tiempos de retencon de referenca de una base de datos Los
espectros de masas y tempos de retenc on de referenca para ana tos se
obtenen med ante e wuso de estandares de ca bracon bao las msmas
cond ciones emp eadas para as muestras

4.6 Cuantificacion

La concentrac on de cada componente dentfcado se mde med ante a
te n adeesta dar nterno

Esta tecn ca cons ste en re acionar arespuesia en e espectro de masas
de on de cuant ficac on produc do por @ compuesto ana to con a respuesta en

e espectro de masas del on de cuant f cac on produc do por un compuesto que
s5e usa como estandar nterno

Estandar nterno requer do para este metodo ana tco
¢ Naftaeno d-8
E tanda es surr gados

¢ Ntrobenceno d-5y 2 4 6 Tr bromofeno
(N



4.7 Evaluacion del Desemperio del Método Analitico
(Validacién)

Se considera como evaluacion del desempeno de un método analitico el

conjunto de parametros que deben ser determinados para definir su alcance y
la calidad de los resultados que pueden ser obtenidos a condiciones operativas
de laboratorio.

Consiste en determmar los siguientes parametros

¢ Rango de trabajo
Linealidad

Precision

Limite de deteccidon
Limite de cuantificacion
Exactitud

Procedimiento para la Validacidon

Se prepard lo siguiente

a

W]
Q

Q
a

d

Soluciones primarias de cada uno de los 16 PAHs a partir de estandares
certificados ( Tabla 5).

Una solucidn Secundaria (Mezcla PAHs) ( Tabla 6).

Una mezcla de estandar interno{Naftaleno d-8) y Surrogados (24,6
Tribromofenol y mtrobenceno d-5) (Tabla 7)

Tres blancos de calibracion (Tabla 8)

Por triplicado soluciones de calbracion a & niveles de concentracion
(Tabla 9)

DFTPP 100 ppm para verificar calibraciéon GC/MS

Pruebas preliminares permitieron determinar

a

DD DO

El orden de elucidn de los 19 componentes de la mezcia

Los tiempos de retencion

La dentificacién en la base de datos

Se cred un métode para la adquisicion de datos

Se cred un metodo para la cuantificacion (En el Apéndice B se incluyen
los reportes de cuantificacion para cada PAH y en el Apéndice C se
muestran los espectros de masas para cada anahto separado)

Se programo el GC/MS para la cornda de los 18 viales preparados para

la obtencion de las curvas de calibracion



4.8 Muestras Sintéticas

Las muestras sinteticas se prepararon con agua dest ada grado ASTM
Tipo 1l a la que se anadieron cantidades exactamente medidas de soluciones de
concentraciones conocidas de los 16 analhtos a cuantificar (estandares PAHs) vy
cantidades conocidas de estandares surrogados (N trobenceno d-5y 246
Trbromofenol) se sometieron a procedimientos de extraccion SPE vy
concentracion en Kuderna-Danish luego se anadid una cant dad conocida del
estandar interno (Naftaleno d-8) y se inyectd en el Cromatdgrafo de Gases con
detector de Espectrometria de Masas

49 Muestras Reales

Se tomé una muestra al azar de agua potable de San Nicolas y se le
anadi® una cantidad conocida de surrogados (Nitrobenceno d-5 y 246
Trnibromofenol), se someti®d a los procedimientos de extraccidn y de
concentracion, luego se le anadid el estandar interno (Naftaleno d-8) y se
analizé por CGC/MS.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Resultados Obtenidos

Se obtuvieron los cromatogramas que muestran la separacion de los 16
PAHSs, los surrogados y el estandar interno. Para la validacion instrumental del
método cromatografico se manejaron cinco niveles de concentractOn por
tripicado y tres blancos. En el Apéndice A sélo se han incluido los
cromatogramas de las 15 soluciones que contenian la mezcla de los 16 PAHs
necesarios para la validacion

Se obtuvieron los reportes de cuantificacidn necesaros para la validacion
instrumental de las 15 soluciones que contenian los cinco niveles de
concentracion por triplicado En el Apéndice B se muestran dichos reportes de
cuantificacion de los PAHs

Se obtuvieron los espectros de masas de cada analito y se compararon
con los espectros de la base de datos para la identificacién En el Apéndice C
se muestran dichos espectros de masas

Se identificaron y cuantificaron los 16 PAHs

Se obtuvieron los datos para las 3 curvas de calibracion para cada uno de
los 16 analtoes. En el Apendice se presentan las curvas de calibracion
promedio para cada ung de los 16 analitos

Para cada analito se trazo la curva promedio de calibracion y se calculo
sSu

Rango de trabajo
Linealidad

Precision (¥ CV)

L mute de Deteccion
Limite de Cuantificacidon
Coeficiente de Correlac on

[ Oy S W SR
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En a taba 12 se muestran 0s datos oblendos en as tres cordas
cromatograf cas para uno de s 16 ana tos PAHs e benzo k fucranteno
donde se observan 0§ ¢ NCo nve es de concentracon endonde osnvees 1y
5 determ nan e rango de traba o se aprec antamben 0s mtes de deteccony
cuantfcacon a precson expresada como coefcente de varacon y a
ned dad expresada ¢ mo a desv ac on estandar re at va de conunto de 0s
factores de ca brac on

Taba 12 Datos obten dos en as tres corr das cromatograf cas para
e benzo k fuoranteno

C n entra on Re a de A eas Va r Cef ente .\ 4
mg L OE P medo J€V8 38 1 capg
MUESTRA Crdal C da2?2 Crda3l
492 00571 00618 0 546 005 8 5161 00118
9 841 01112 01229 01156 011686 4139 00118
12 652 0 1351 01413 017414 0 1502 11 395 00119
14 761 01883 0 1685 01829 01799 4 645 00122
19 681 02386 02229 02165 0 2260 4 108 00115
Cef DeVaa n 5890
L nea dad 19112
Repeti 1on  Pendiente C;derrgaedna Limte de Dete 1 n 0 260
1 00126 0 0097 Lmtede Ciantf a on 0782
2 0 0107 00107
3 00113 0 0084
Promed o Q0115
Desv Estandar 0 0009

Los ‘mtes de deteccon y cuantfcacon se expresan en mglL para a
muestra concentrada pero en a muestra orgna corresponden a ngl
cons derando que un tro de agua muestra se concentra a un mL

En a fgura 12 se muestra a curva de a bracon para e
benzo k f uoranteno donde se nc uye e coef c ente de corre ac on Obten do
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Figura 12. Curva de Calibracién del Benzo(k)fluoranteno.

En este capitulo sélo se han mostrado los datos obtenidos para uno de
los 16 PAHs, el benzo(k)fluoranteno, para ampliar la informacion, en el
Apéndice D se incluyen las curvas de calibracion y datos correspondientes para
cada uno de los 16 PAHs objetos de estudio en esta tesis

En la Tabla 13 se resumen los resultados de |a Validacion Instrumental
para el analsts cromatografico de los 16 PAHs. En ella se incluyen para cada
uno de los 16 analitos, los valores de. rango de trabajo, linealidad, precision,
limite de deteccion, limite de cuantificacidon y coeficiente de correlacion.
Después se discuten los resultados presentados en dicha tabla Se puede
anhcipar que la vahdacion fue satisfactoria Las conclusiones se mencionan en
el capitulo correspondiente.

En la Tabla 14 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en el
tratamiento de las muestras sometidas a extraccion y concentracion, donde se
sefialan los porcentajes de recuperacidén de los suriogados utilizados Después
de la tabla se discuten los resultados presentados en ella y las conclusiones se
presentan precisamente en el capitulo de conclusiones y recomendaciones
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5.2 Discusién de Resultados presentados en la tabla 13

Los rangos de trabajo se establecen de manera individual para los 16
analitos y los valores obtenidos se muestran en la tabla 13, por eiemplo para el
naftaleno el rango de trabajo es de 5212 a 26 060 mg/L, en general se puede
decir que los rangos de trabajo para los 16 analitos oscilan entre 5y 25 mg/L

Se asume linealidad cuando la desviacion estandar relativa del conjunto
de los FC en el rango de trabajo es menor de 20 %, segun los ¢nterios de
aceptacion establecidos por la US EPA  Para nuestra validacion, en todos los
casos se cumple la condicidn de lnealidad. El minimo valor obtenido fue
de1 21 para el benzo(k)fluorantenc y el maximo vaior obtentdo fue de 8 54 para
el benzo(g.h,)penlenc

La Precisidn expresada como % CV debe ser menor que 15 % De
acuerdo a este criterio de aceptacidon en nuestra vahdacion en todos los analitos
se cumple dicha condicidn, ya que se obtuvteron valores de 1 10 % CV para el
naftaleno y el acenafteno, que fueron los mas bajos, y el mas alto fue para el
Indeno(1,2,3-cd)pirenc con 11.18 % CV

El Limite de Cuantificacion debe ser menor que el nivel 1 de 1a curva de
calibracion. En todos los casos (16 PAHS) se cumple
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En la tabla 14 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en &l
tratamiento de muestras sometidas a extraccion y concentracién, donde se
senalan los porcentajes de recuperacion de los surrogados utiizados Luego se
presenta una discusion de los resultados

Tabla 14. Resumen de resultados del tratamiento de muestras.
(% de recuperacion de surrogados)

Tipo Muestra Fecha de F?jc:a Regc{:Jp %Recup PAHs pg/L.  pH
SPE Extraccion o Niro .5 2 46TBF

Disco Blanco 02/09/00 05/09/00  1.09 7214 ND. (H2C|)
Disco StdN-5 02/09/00 05/08/00 009 6550  083-2.96 (H20I)
Disco Std N5 21/09/00 22/09/00 0 31 2889 2632231 5
Disco StdN-5 21/09/00 22/08/00 160 6633 0811801 5
Tubo StdN-5 21/09/00 22/09/00 1806 10653 1184-3530 5
Disco Std N-5 28/09/00 24/10/00 0 61 1615 241885 7
Disco Real 18/10/00 2410/00  2.55 667 N.D. 7

5.3 Discusion de resultados presentados en la tabla 14

Al carecer de metodologia oficial en Mexico se toman como referencia
los criterios de aceptacidon establecidos por la EPA  Para los surrogados son
valores de 30 a 120 % de recuperacion los que deben obtenerse para que se
considere validado el método en cuanto al tratamiento de la muestra, segun ese
organismo se deben obtener 7 veces recuperaciones comprendidas entre esos
niveles, en el proyecto de tesis orignal se planeaba hacer extracciones
solamente con discos pero se consiguid un tubo SPE C 1 para comparar la
eficiencia de la extraccidn

Como se aprecia en la tabla 14 la recuperacon para el 2456
Tribromofenol fue aceptable cuando se tratd un blanco en disco SPE, asi mismo
fueron aceptables las recuperaciones obtenidas con estandares nivel 5 en dos
ocasiones con disco SPE y una ocasion en tubo SPE  Las recuperaciones de
Nitrobenceno d-5 en ningun caso fueron aceptables
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La columna que dice PAHSs se refiere a los niveles minimo y maximo de
concentracidn en microgramos/litro que se encuentran en el reporte de
cuantificacidn de los 16 PAHs, esos valores sélo incluyen a 2 de los 16 PAHSs
que son precisamente Ios analitos para los cuales se obtuvieron la mayor y la
menor eficiencia de extraccién, para el informe completo debera remitirse el
lector al Apéndice E, que muestra los resultados del tratamiento de muestras,
incluye el cromatograma y el reporte de cuantificacion para cada una de las
muestras sometidas al tratamiento completo

Se trabajé con un blanco, 5 estandares nive! § de concentracién como
se muestra en la tabla 10 de cada uno de los PAHs, y una muestra real

En la tabla 14 también se incluye el valor de pH de cada muestra antes
de efectuar la extraccion. Se pretende correlacionar la eficiencia de la
extraccitn con el pH, pero el numero de datos es insuficiente para llegar a
conclusiones. '

47



CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con varias cormdas de prueba (preliminares) se lograron determinar las
condiciones 6ptimas para el analisis por CGC/MS.

Se logro mejorar el tempo de analisis para PAHs reportado hasta el
momento por Cromatografia de Gases, ya que una publicacion reciente
(06/09/00) de la compania Allech separa a los 16 compuestos en 54 minutos y
a temperatura programada, perc usa un detector de 1o0mzacton de flama . En
este estudio también se trabajé a temperatura programada, pero con un
detector de espectrometria de masas y se logrd la separacion en 35 minutos, el
anahto numero 16 tiene un tiempo de retencion inferior a 33 minutos.

La evaluacion del desempeio nicial del método anatitico propuesto
(Valldacion Instrumental) permitid validarlo satsfactonamente, ya que se
determinaron para cada PAH su rango de trabajo, sus limites de deteccion y
cuantificacion, su precision y linealidad dentro de los criterios de aceptacion
establecidos por la EPA.

Los rangos de trabajo que se manejaron para las curvas de calbracion
de los 16 analitos se establecen en mg/L (ppm) pero con el procedimiento de
tratamiento de muestra, donde un litro se concentra a un mililitro, es posible
cuantificar muestras con niveles de concentracion en general de § a 25 pg/L
(0.005 a 0.025 mg/L), para valores exactos de compuestos PAHs particulares
consultar |a tabla 13 de resultados de la validacion instrumental

Esto permite cuantificar concentraciones inferiores a las que marca la
CNA para el acenafteno (0 02 mg/L) y fluoranteno (0 04 mg/L)

Por todo |0 antenior, proponemos e método analitico desarrollado en este
trabajo para la etapa de medicion instrumental de PAHs en agua potable

Se alcanzd el objetivo general al optimizar la etapa de medicion
nstrumental para cuantificar PAHs en agua potable mediante CGC/MS
(Validacion Instrumental), perc la etapa de preparacion de muestra que incluye
extraccion y concentracidn de los PAHs no fue posible el optimizario en forma
completa (Validacion Metodologica del tratamiento de muestra)

Se eligié un procedimiento de extraccion moderno (SPE en disco o tubo)
que ofrece como ventaja que no consume mucho solvente {comao la extraccion
48



liquido-liquido) y por lo mismo genera menos residuos de laboratoric y ésto
reduce la contaminacion

Se selecciond un procedmiento de concentracion de muestra
recomendado por la EPA en algunos de sus métodos para compuestos
organicos. Este fue el uso de un equipo micro Kuderna-Danish

En cuanto al tratamiento de la muestra y haciendo referencia a la
discusidn de resultados de la tabla 14, se recomienda hacer mas pruebas de
extraccion en tubo SPE y en disco SPE para poder tener un numero
significativo de datos, compararios y poder llegar a una conclusidon de siI es
mejor extraer en tubo SPE o en disco SPE, ademas de lograr ia validacién dei
tratamiento de muestra. Se propone esta validactdn como un nuevo tema de
tesis para maestria o licenciatura

Para poder generar una metodologia analitica completa es indispensable
incluir tanto el tratamiento de muestra como las condiciones de medicion.
Debido a que los resultados obtenidos no incluyen la validacion del tratamiento
de muestra, no es posible aun generar una metodologia completa, por lo que
solo se incluyen las candiciones de operacién del CGC/MS y un procedimiento
general para el tratamiento de muestra y analisis de PAHs en agua potable

En forma resumida se presentan en seguida las condiciones de
operacion del CGC/MS presentadas anteriormente en la tabla 11 y en la figura
13 se muestra el procedimiento general que se propone en esta tesis para el
analisis de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en Agua Potable

Tabla 11 Condiciones de Operacion del CGC/MS

Cromatografo de gases  HP G1800A

Automuestreador HP 6890

Detector Espectrémetro de Masas

Supelco PTE-5, poll 5% difernil/95 %

Columna dimetilsioloxano 30 mx025mm D | X 025 pym film
Programa temp 40°C-4 min, rampa 10°C/min hasta 300 C

Tiempo de cornda 35 min

Gas He 1 mi/min

Volumen de inyeccion 1 pL spltiess

Rango de masas 30450 m/z

Solvent delay 6 0 min

Modo Scan
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En seguida se muestra un esquema de diagrama de bloques que representa el
Procedimiento General para el tratamiento de muestra y analisis de PAHs

Procedimiento General

{
Muestra Concentrar en > Egl:r;(?a:‘l?i:nn‘:;
1 liro de Agua KDa05nm naftaleno d-8 100 ppm

‘ h 4

5 b de Metanol + 1 Filtrar sobre

i de Mezcla Na;SQ, anfudro v

surrogados

ga 1 oL al CGCMS |

2,4,6 TBF y Nd-5 ,

] 100 pom Eluir 3 veces con
5 mL de CH,Cl,
_— Yy
Montar aparato de
extraccion
! Retirar agua,
v insertar tubo
+5 L de CH,CL, colector ]
h 4
+5 mL de CH;O0H + | Pasar
5 i Hzo . Muestra

Figura 13. Procedimiento General
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APENDICE A

CROMATOGRAMAS

MEZCLA DE ESTANDARES DE 16 PAHSs
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Sample Name: ESTD NIV 2B PAHS, PREP: 02-AG0O-2000.

Misc Info 3 INY 1 uL.

Vial Number: 6
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Misc Info @
Vial Number:

D:\SV-JULNO8O02HN2C.D

Nora E Dhaz

3 Aug 2000 ©00:01 using AcgMethod PAHS0201
GCD Plus

ESTD NIV 2C PAHS, PREP: 02-AGO-2000.
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File :
Operator :
Acquired :
Instrument :
Sample Name:
Misc Info
vial Humber:

D:\SV-JULNOBOZHN3A.D
Nora E Dhaz

3 Aug 20600 1:58 using AcgMethod PAHS0201

GCD FPlus
ESTD NIV 3A PAHS, FREP: 02-AGQO-2000.
INY 1 uL.
9

Abuarcance
6060000

1500000

1000000

Trne-> 800

T 080ZHN3AD

a5

2487 Yomolenol

Ace afle

rfybacicy
F uor:
Artradhen o
Fhuorumena
P oeng

|
| k

e {Bapr & anbiacen

Barg T fpmaara wne

farz apoe

—— e A m—

1000 1200 100 1600 1800 000 WD 240

2600 22620

Po— Dipdnpd (1 R aahod D
ferz Gn oD W

3000 3200 3«00



File : D:\SV~JUL\GB80ZHN3B.D

Operator : Nora B Dhaz

Acquired : 3 Aug 2000 2:55 using AcgMethod PAHS0201
Instrument : GCD Plus

Sample Name: ESTD NIV 3B PAHS, PREP: 02~AGO-2000.

Misc Info : INY 1 uL.

vial NHumber: 190
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File : D:\SV-JUL\0802HN3C.D

Operator Noa E Dhaz

Acquired 3 Aug 2000 3:52 using AcgqgMethod PAHS0201
Instrument GCD Plus

Sample Name: ESTD NIV 3C PAHS, PREP: 02-AGO-2000.

Misc Info INY 1 ulL.

vial Number: 11
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Instrument
Sample Name:
Misc Info :
Vvial Number:

e sa #p He
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NoraE Dhaz
3 Aug 2000
GCD Plus

ESTD NIV 4A PAHS,
INY 1 uL.
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using AcqgMethod PAHS0201

PREP: 02-AG0O-2000.
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