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3.3.3 Limites de deteccién y cuantificacién.

En las Tablas 24 y 25 se presentan los limites de deteccion y cuantificacién para
cada analito para sistema y método, respectivamente. En todos los casos los LC

estuvieron por debajo del nivel 1 de la curva de calibracion.

Tabla 24. Limites de deteccion y cuantificacion

para el sistema

Analito LD LC

pe/L ne/L
Naftaleno 0.346 1.049
Acenaftileno 0.142 0.430
Acenafteno 0.296 0.896
Fluoreno 0.020 0.061
Fenantreno 0.009 0.028
Antraceno | 0.005 0.016
Fluoranteno 0.035 0.107
Pireno 0.032 0.096
Benzo(a)antraceno 0.011 0.033
Criseno 0.011 0.033
Benzo(b)fluoranteno 0.002 0.007
Benzo(k)fluoranteno 0.006 0.017
Benzo(a)pireno 0.016 0.048
Dibenzo(a,h)antraceno 0.065 0.197
Benzo(ghi)perileno 0.025 0.077
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.017 0.051

LD = Limite de deteccién, LC = Limite de cuantificacién



Tabla 25. Limites de deteccién y cuantificacién

para el método

Analito LD LC

png/L ng/L
Naftaleno 0.309 0.936
Acenaftileno 0.051 0.154
Acenafteno 0.306 0.929
Fluoreno 0.036 0.109
Fenantreno 0.009 0.028
Antraceno 0.006 0.017
Fluoranteno 0.005 0.017
Pireno 0.027 0.081
Benzo(a)antraceno 0.019 0.057
Criseno 0.017 0.053
Benzo(b)fluoranteno 0.006 0.018
Benzo(k)fluoranteno 0.006 0.018
Benzo(a)pireno 0.016 0.050
Dibenzo(a,h)antraceno 0.065 0.197
Benzo(ghi)perileno 0.029 0.088
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.009 0.026

LD = Limite de deteccién, LC = Limite de cuantificacién
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3.3.4 Robustez.

En la Tabla 26 se presenta un resumen de los resultados obtenidos de Ia evaluacién
de Ia robustez de la extraccion. Se pudo apreciar que las cuatro variables tuvieron algun

efecto en por lo menos dos analitos.

Tabla 26. Resultados de la evaluacién de la robustez de la microextraccion

Analito Tiempo |Temperatura| Tiempo Volumen

Extraccion | Extraccion | Desorcion | Desorcidon
Naftaleno Si Si No Si
Acenaftileno Si Si Si Si
Acenafteno No No No Si
Fluoreno No No No Si
Fenantreno No No No Si
Antraceno No No No Si
Fluoranteno No No No Si
Pireno No No No No
Benzo(a)antraceno No No No No
Criseno No No No No
Benzo(b)fluoranteno No No No No
Benzo(k)fluoranteno Si No No No
Benzo(a)pireno Si Si No No
Dibenzo(a,h)antraceno No No No No
Benzo(ghi)perileno No Si No No
Indeno(1,2,3-cd)pireno St Si Si No

Los resultados presentados son la interpretacidn de la informacién numérica analizada. La palabra

“Si” indica efecto de la variable, la palabra “No™ indica ausencia del efecto.
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En cuanto la robustez de la parte instrumental, para los cuatro casos planteados en la
Tabla 12 se percibieron cambios en los cromatogramas, un ejemplo de dichos cambios
se presenta en la Figura 10. Los resultados de estos cambios produjeron en todos los

casos afectacion de las dreas de algunos analitos tal es el caso del acenafteno (9.45 min),

el fluoranteno (13.36) y los dos ltimos picos del cromatograma.
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Figura 10. a) Cromatograma obtenido con las condiciones normales (fase mévil
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inicial baja en acetonitrilo (agua - acetonitrilo 42:58).
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3.4 Anailisis de muestras reales

Se realizo el analisis de cuatro muestras: agua purificada marca GYM, agua del rio
“Cola de Caballo™ (Santiago, N.L) y agua de la red de suministro municipal de
Monterrey y San Nicolds. Los cromatogramas de las muestras sin adicionar no

presentaron sefiales evidentes de los analitos, Figura 11.

Los resultados de las muestras adicionadas se presentan en la Tabla 27 y en la Tabla

28. Ejemplos de los cromatogramas obtenidos de la extraccion de muestras adicionadas

se presentan en la Figura 12,

Los andlisis fisicoquimicos de todas las muestras fueron realizados en el Laboratorio
de Servicio Analitico del Departamento de Quimico Analitica (LASEQA) de la Facultad

de Medicina de la UANL. Los resultados se presentan en la Tabla 29.
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Tabla 27, Resultados y % error obtenidos para el agua GYM y el agua de rio

Analito Conc. Ad. Muestra % Error Colade % Error
GYM* Caballo*
ug/L ng/L ug/L

Naftaleno

Acenaftileno 2.00 1.95 2.40 1.70 14.98
Acenafteno 4.00 3.78 543 3.34 16.47
Fluoreno 0.40 0.39 1.90 0.34 14.98
Fenantreno 0.16 0.16 1.22 0.14 1336
Antraceno 0.08 0.08 3.58 0.07 15.16
Fluoranteno 0.20 0.20 2.05 0.18 12.31
Pireno 0.40 0.39 3.62 0.32 19.39
Benzo(a)antraceno 0.20 0.19 6.49 0.17 16.88
Criseno 0.20 0.19 3.69 0.17 17.36
Benzo(b)fluoranteno 0.08 0.08 2.82 0.07 14.51
Benzo(k)fluoranteno 0.08 0.08 3.50 0.07 15.67
Benzo(a)pireno 0.20 0.19 5.00 0.17 16.53
Dibenzo(a,h)antraceno 0.80 0.79 1.24 0.60 24.94
Benzo(ghi)perileno 0.32 0.30 6.36 0.23 26.97
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.20 0.19 6.14 0.16 19.77

* Concentracién promedio obtenida de la curva de calibracién (n = 3)
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Tabla 28. Resultados y % error obtenidos para el agua de la red de suministro municipal

de Monterrey y San Nicolas

Analito Conc. Ad. | Monterrey | % Error Ni::és % Error
ng/L ug/L pg/L

Naftaleno

Acenaftileno 2.00 1.66 16.76 0.80 60.02
Acenafteno 4.00 3.25 18.67 1.48 63.11
Fluoreno 0.40 0.33 16.75 0.16 60.80
Fenantreno 0.16 0.13 15.87 0.06 60.17
Antraceno 0.08 0.07 16.23 0.03 59.44
Fluoranteno 0.20 0.18 10.89 0.09 52.74
Pireno 0.40 0.32 18.77 0.14 64.49
Benzo(a)antraceno 0.20 0.17 15.69 0.08 61.74
Criseno 0.20 0.17 16.29 ©0.08 61.45
Benzo(b)fluoranteno 0.08 0.07 12.43 0.04 54.97
Benzo(k)fluoranteno 0.08 0.07 13.73 0.03 60.18
Benzo(a)pireno 0.20 0.16 20.35 0.06 70.65
Dibenzo(a,h)antraceno 0.80 0.63 20.89 0.25 68.31
Benzo(ghi)perileno 0.32 0.25 21.64 0.09 70.89
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.20 0.16 18.42 0.07 67.15

*n=3
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Tabla 29. Resultados del analisis fisicoquimico de las muestras*

Suministro Suministro
Rio “Cola de o )
Parametro Agua GYM Municipal de | Municipal de
Caballo”
Monterrey San Nicolas
pH 6.40 7.96 7.63 7.64
Conductividad 117 450 553 771
Dureza Total 35 277 290 350
Alcalinidad 61 244 183 244
Solidos Totales 70 275 445 560
Sulfatos 11 44 128 144
Cloro Residual N.D. N.D. 126 85
Nitrégeno Amoniacal N.D. N.D. N.D. N.D.
Nitratos 2 N.D. N.D. 1

* Resultados proporcionados por el LASEQA. La conductividad se reporta en milisiemens. Con excepcion

del pH, el resto de los resultados se reportan en mg/L. N.D. = No detectado
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Anélisis cromatografico.

Si bien para realizar este trabajo se partidé del método cromatografico desarrollado
por Diaz Moroles, fue necesario realizar algunos ajustes. Las condiciones adoptadas no

contaban con temperatura de muestra definida, por lo que fue controlada a 25 °C.

La temperatura de la columna es un pardmeiro de suma importancia que debe de ser
cuidadosamente controlado, ya que pequefias variaciones de la temperatura producen
cambios en los tiempos de retencion de los analitos. El mantener a 27 °C la temperatura
de la columna presento dificultades técnicas. Aunque se evalug la posibilidad de emplear
otras temperaturas de columna, no fue posible el cambio de esta temperatura debido a la
pérdida de resolucién entre el benzo(g,h,i)perileno y el indeno(1,2,3-cd)pireno y a las
dificultades que representd el ajuste del programa de fluorescencia para “reubicar” la

sefial de algunos analitos, por lo que este parametro quedo en su valor original.
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Por otro lado, el volumen de inyeccién fue incrementado con el fin de aumentar la
respuesta obtenida, cuidando que los picos no presentaran un ensanchamiento
importante ya que podria afectar la resolucién y el programa de fluorescencia, lo que

resultaria en la afectacién de las sreas.

Al emplear un programa de longitudes de onda de excitacion y emisién para el
detector de fluorescencia, tenemos la ventaja de proporcionar las longitudes de onda
apropiadas para cada analito. Sin embargo, los cambios de longitudes de onda se
realizan de forma programada en tiempos especificos de la corrida cromatografica; si
por alguna circunstancia el tiempo de elucion del analito se modifica puede surgir la
pérdida de la deteccion o bien el “corte” del pico con la consecuente disminucion de
dreas. Esto es particularmente problematico para las sefiales del fluoranteno,
benzo(g,h,i)perileno y el indeno(1,2,3-cd)pireno. Se observd que segim el tipo de fibra
empleada se presentaban variaciones en los tiempos de retencion de algunos analitos con
respecto a los tiempos de retencidn de un estdndar inyectado directamente.
Considerando lo anterior los tiempos del programa de fluorescencia debieron ser

ajustados cada vez que fue necesario.

Es importante contar con controles del sistema cromatografico. Uno de estos
controles fue realizar la corrida de un estindar cada dia de trabajo, para asegurar que la
respuesta de los detectores y los tiempos de retencién fueran los esperados. Por otra
parte, ya que los analitos tienden é quedar adsorbidos en los materiales con los que
tienen contacto, es importante realizar una buena limpieza del sistema cromatografico y

verificarlo mediante el empleo de blancos.
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Debe tomarse cuidado especial para el inyector, el cual debe de purgarse con

frecuencia y de forma extendida para garantizar que no existan arrastres entre corridas.

4.2 Microextraccién en fase sélida,

4.2.1 Procedimiento de la SPME.

La microextraccion presentd algunos desafios a vencer. Uno de ellos fue lograr
establecer una configuracién de materiales que nos permitiera realizar las extracciones
de forma controlada, reproducible y segura para la fibra. La configuracién final
empleada fue derivada de los materiales disponibles y de atender las necesidades
intrinsecas de la microextraccién. En dicha configuracion, detalles como la posicion de
los viales en la placa de agitacion y la altura a la que se posicionan los sujetadores de la
fibra adquieren relevancia para la reproducibilidad de los resultados. La microextraccion
fue realizada en cuatro pasos, dada la fragilidad de la fibra cada uno de ellos representa
una posibilidad de ruptura de la misma. Debe tenerse en consideracion la resistencia de
los septums de los viales, ya que aunque la fibra est4 protegida por una aguja metélica, si
al intentar perforar el septum ésta empieza a doblarse, es posible la fractura interna de la
fibra o €l desprendimiento de la fase polimérica. Por otro lado, el exponer la fibra en un
inserto con pocos microlitros de solvente para realizar la desorcion representa un reto, ya

que la fibra debe quedar completamente inmersa y no ser doblada para evitar daiios.
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4.2.2 Seleccion de fibra.

Para asegurar la visualizacion de todos los analitos en el proceso de seleccion de
fibra (y la etapa de optimizacidn), se trabajé a concentraciones relativamente elevadas de
los analitos, con respecto a los niveles permisibles. Ya que estd reportado que las fibras
tienen capacidad de adsorcién limitada por su cubierta polimérica (Chen, 2003), se tuvo
en consideracion que la concentracidén no fuese demasiado alta para evitar que la
saturacién de las fibras por los analitos con mayor capacidad de trasferencia impidiera la
extraccion de los analitos que requieren maés tiempo para ello. También se consideré que
la concentracién no fuera demasiado elevada para poder predecir el comportamiento a

mas bajas concentraciones,

Si bien se reporta el uso de las fibras de PA y PDMS para el andlisis de PAHs en
agua (Doong, 2000; Pino, 2004), se ha observado que presentan cierto grado de
discriminacién por los analitos segiin su peso molecular. Se pensé que las fibras de
CW/DVB y PDMS/DVB al estar constituidas por fases poliméricas mixtas podrian

extraer mayor cantidad de los analitos tanto de alto como de bajo peso molecular.

En los primeros experimentos de seleccidén de fibra se obtuvieron % RSD elevados,
lo que indicd que existian factores que no estaban controlados apropiadamente y que por
tanto el sistema de extraccion debia ser optimizado. El analisis minucioso del sistema
para la identificacién de las posibles fallas, indicé que el error principal era debido a que

el volumen de desorcién era insuficiente para cubrir totalmente la fibra, por lo que éste
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fue incrementado. Con esta modificacion se obtuvieron mejores % RSD lo que confirmé
que el problema principal lo constituia el volumen de desorcion. Aunque se tuvo la
pérdida temprana de la fibra de CW/DVB, esto no representd mayor inconveniente ya
que con la informacién disponible se pudo apreciar que ningun analito present6 la mejor

respuesta con esta fibra.

Otro factor contemplado como fuente de variacidn, fue la limpieza de las barras
magnéticas. Para evaluarlo se realizaron tres extracciones empleando barras magnéticas
nuevas, de esta forma se obtuvieron % RSD menores a los obtenidos reutilizando las
barras. Por tanto se incluyé una etapa de limpieza cuidadosa de los agitadores
magnéticos que incluyd lavados repetidos con acetona en un bafio de ultrasonido y

secado en la estufa.

Se observd que con la fibra de PA se obtuvo buen rendimiento para los analitos de
bajo peso molecular y la de PDMS para los de mavor peso molecular, tal como habia
sido reportado (Doong, 2000; Pino, 2004). La fibra de PDMS/DVB presentd un
comportamiento muy similar a la de PDMS para los analitos de mayor peso molecular y
tuvo mayor rendimiento que la fibra de PA para los de menor peso molecular. La fibra
de CW/DVB se comportdé muy similar a la de PA; presenté bajo rendimiento para los
analitos de mayor peso molecular, en los casos del dibenzo(ah)antraceno y del
benzo(g,h,i)perileno se observd un rendimiento incluso menor. En cuanto a los analitos
de menor peso molecular, se obtuvo mejor rendimiento con diferencia importante sélo

para el naftaleno, el acenafteno y el fluoreno.
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Como se observa en la Tabla 13, los % RSD mds elevados obtenidos al final de los
ajustes del sistema de extraccién fueron como sigue; para la fibra de PA van de 0.66 a
4.02 %, CW/DVB de 0.53 a2 27.75 %, PDMS/DVB de 1.20a 11.98 % y PDMS de 2.55 a
11.83 %. Fue elegida la fibra PDMS/DVB, por el buen rendimiento para los 16 PAHs en
estudio y los % RSD aceptables, Figura 6. Esto dltimo es relevante ya que en la
literatura se propone el uso de dos fibras para el andlisis de los 16 analitos (Doong,
2000). En el trabajo desarrollado por King (2004) se realiza la determinacion de los 16
analitos con el uso de la fibra de PDMS, sin embargo en nuestro caso esta fibra no fue la
que presentd el mejor rendimiento. Asi mismo las condiciones de trabajo son distintas a
las nuestras, no le da importancia a la temperatura de la muestra y la agitacién fue
realizada con ultrasonido. Por otra parte, existen reportes don_.de se propone el uso de la
fibra de PDMS para la determinacién de PAHSs, pero que sélo contemplan los analitos de

alto peso molecular (Chen, 2004; Gracia-Falcén, 2004).

4.2.3 Optimizacién de la SPME.

El DSMD fue una herramienta muy WGtil para determinar las condiciones de
extraccion y desorcion, pero en su uso deben tenerse ciertas consideraciones. Debido a
que los experimentos no se realizan todos en un solo dia y a que el pardametro utilizado
es la respuesta del detector, tanto el DSMD como el disefio factorial requieren que exista
precision. Fue por ello que el DSMD se realizo a concentraciones relativamente elevadas

para reducir las posibles variaciones que se tienen al trabajar con concentraciones
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dilvidas. Asi mismo, con el estudio efectuado para la seleccién de fibra observamos que

existio precision.

Por otro lado, tanto para la extracciéon como para la desorcion, existieron tendencias
de las variables en estudio lo que indica que el sistema estaba bajo control, Tablas 14 y
16. La carencia de control en la evolucion del DSMD hubiera sido evidente por la falta
de tendencia de las variables, es decir ¢l realizar més experimentos no presentaria un
patrén definido. La evolucion del DSMD de la desorcién nos permitié concluir que el
tiempo optimo de desorcién deberia estar entre 5 y 8 minutos, ya que en los
experimentos llevados a cabo con tiempos fuera de este rango produjeron la disminucién
de las 4reas para la mayoria de los compuestos. En cuanto a la composicién de solvente
la alternancia de valores altos y bajos nos indicé que el efecto de la composicion
MeOH:ACN fue de poca importancia. El hecho de que el solvente fuera solamente
acetonitrilo y no una mezcla con metanol fue ventajoso, ya que se evitan variaciones no

controladas en la composicion, que pudieran alterar los resultados.

Se consideraron las limitaciones operacionales de los equipos y los materiales
disponibles para establecer los valores maximos que pudieron tomar las variables en el
disefio. Sin embargo, las tendencias de las variables nos llevaron a plantear
experimentos que eran técnicamente imposibles. Por ejemplo, para la extraccidn las
tendencias del tiempo, la temperatura y la agitacion siempre fueron hacia valores altos,
planteando experimentos de varias horas, de méds de 100 °C y donde la capacidad
maxima de Ia placa de agitacion era superada. Otro caso fue el volumen de desorcidn,

cuya tendencia fue hacia volimenes menores de 90 pL. Ante esta situacién para definir
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las condiciones de los nuevos experimentos, se¢ emplearon los valores limites

establecidos y se probaron de esta manera.

La economia del tiempo es muy importante cuando se tiene o se requiere analizar
una cantidad considerable de muestras, por lo que la reduccién en el tiempo de
extraccién de 90 a 60 minutos fue ventajosa. Debe de aclararse que se permitié que el
tiempo de extraccién se prolongara hasta 90 minutos durante la evolucién del DSMD
con el fin de explorar si los incrementos de las respuestas eran significativos, lo cual no
sucedi, Ademads, debido al principio por el que opera la SPME, se verificé que no
existiera una disminucién de la respuesta de los analitos de menor peso molecular, esto
indicaria que a 60 minutos se estaba proximo a sobrepasar el tiempo de extraccién

apropiado para estos analitos, cosa que tampoco acontecio.

4.3 Validacion.

4.3.1 Linealidad.

Los intervalos de trabajo fueron diversos; para los analitos con menor concentracion

en el estdndar certificado se originaron intervalos de 0.04 a 0.6 pg/L y para el mas

concentrado de 2 a 30 pg/L, Tablas 17 y 18. Con excepcion del naftaleno se obtuvieron
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coeficientes de correlacion que van de 0.992 a 0.999 y de 0.993 a 0.999 para sistema y
método respectivamente. Para e] naftaleno los resultados no fueron satisfactorios, los
valores del coeficiente de correlacion fueron de 0.964 para el sistema y de 0.920 para el
método. Tanto los valores de los coeficientes de correlacién como los intervalos de
trabajo son similares a los reportados en otros trabajos de microextraccion, incluyendo el

valor obtenido para el naftaleno (Popp, 2000; Doong, 2000).

Como se puede interpretar a partir de las Tablas 19 y 20, la prueba t realizada sugiere
que todos los analitos presentan linealidad. Sin embargo, si consideramos los
coeficientes de correlacién y la forma de las curvas de calibracién es evidente que el
naftaleno no presenta linealidad en el intervalo de 1 — 15 pg/L. El resto de los analitos

presentan buena linealidad.

En el caso del naftaleno, como se obtuvieron coeficientes de correlacion
insatisfactorios, se analizd la posibilidad de emplear otros modelos que describieran la
relacién entre respuesta y concentracion, sin embargo no se encontré un modelo
satisfactorio. Las predicciones de concentracion que se realicen bajo estas condiciones
presentan porcentajes de error elevados, por lo que se decidi6 no considerarlo en la
determinacion de muestras reales. Cabe mencionar, que el comportamiento del naftaleno
era esperado ya que en la bibliografia se reportan coeficientes de correlacion bajos para
este analito y por lo regular sus resultados son considerados de forma independiente
(Popp, 2000). La explicacién que se da a este fendmeno se fundamenta en que el

naftaleno es el mas volatil de los analitos analizados por lo que al trabajarlo a
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temperaturas elevadas y a concentraciones bajas se favorece su pérdida generando

grandes variaciones.

4.3.2 Precision.

Para el sistema, la precisién intradia presenté valores que van de 0.40 a 6.77 % RSD
y para la interdia de 3.31 a 16.57 %, sin considerar el naftaleno. En ¢l caso del método,
para la precisién intradia se obtuvieron valores que van de 0.79 a 2.67 % RSD y para la
interdia de 2.54 a 6.48 %. Para el naftaleno, los resultados fueron como sigue: para el
sistema se obtuvo 9.73 y 19.97 % y para el método 3.79 y 12.30 % para la precisiéon
intradia e interdia, respectivamente. Nuestros resultados de precision son similares a los
reportados en otros trabajos de microextraccién, aunque éstos son principalmente para la
fibra de PDMS (King, 2004; Popp, 2000). Se ha reportado que son de esperase % RSD
mayores para los PAHs de mayor tamafio, sin embargo los resultados obtenidos por
nosotros no presentan este patron (Doong, 2000). Por otra parte, los resultados de
precision obtenidos en este trabajo fueron menores a los reportados para el método de
extraccion liquido — liquido, EPA 550, que se encuentran en un rango de 2.8 2 33.2 %

RSD.

Considerando los resultados de las Tablas 21 y 22, se aprecia que para el sistema se
obtuvieron los % RSD mayores tanto para la precision intradia como para la interdia. Se

desconoce la razon de este resultado experimental.
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4.3.3 Exactitud.

La exactitud se expres6 como % Error, se obtuvieron para el sistema valores en un
intervalo de 0.92 a 19.79 % y para el método del 0.41 a 6.80 %, Tablas 21 y 22. Para el

naftaleno los resultados fueron 40.08 % para el sistema y 3.20 % para el método.

Considerando los porcentajes de recuperacion que se reportan en el método EPA
550, se calcularon los % de error, se encontr que es aceptable hasta un 30 %. Nuestros
resultados estuvieron dentro de norma, a excepcién del naftaleno por las razones

descritas previamente en linealidad.

Ya que existio un efecto de la matriz en la cuantificacion (Tabla 23), la calibracion
debe de ser realizada en matriz de forma preferente. Sin embargo debe de tomarse la
precaucidn de evaluar la presencia de interferentes. Si bien nuestra calibracion se realizé
en una matriz sencilla (agua purificada), en ocasiones se pudo apreciar en los estandares
de calibracion elaborados con matriz, la presencia de una sefial originada por una
sustancia desconocida con tiempo de retenciéon muy cercano al del fluoranteno (13.36
minutos). El problema de esta sefial radic en que, dependiendo de su intensidad y de la
concentracion del fluoranteno afectaba la sefial de este 1ltimo; por esta razon fueron

necesarias hacer repeticiones de la curva de calibracion en diferentes matrices.
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4.3.4 Limites de deteccidn y cuantificacién.

Los LD y los LC obtenidos son muy similares para sistema y método, Tablas 24 y
25. Los LD se encuentran e¢n un intervalo de 0.002 a 0.346 ug/L, considerando los
resultados tanto del sistema como del método. Los LD reportados por Popp y otros
investigadores que emplean SPME con HPLC van de 0.001 a 0.006 pg/L (Popp, 2000),
es decir son hasta de cien veces menores a los nuestros. Esto puede ser debido a la forma
de calcular los LD; Popp los definié como tres veces la desviacion esténdar del ruido de
la linea base y nosotros lo realizamos en funcion de la curva de calibracion.
Consideramos que fue mejor realizar el calculo del LD en funcién de la curva de
calibracién, ya que de esta forma se toma en cuenta el efecto de matriz y la precisién, lo
que origina resultados del LD mas reales que si s0lo se considera el ruido instrumental.
Por otra parte, comparando nuestros LD con los reportados por el método EPA 550 que
van de 0.002 a 3.3 pg/L, nuestros LD son similares para los analitos de alto peso

molecular y mejores para los de bajo peso molecular.

Los LC se encuentran en un intervalo de 0.007 a 1.049 pg/L, considerando los
resultados tanto del sistema como del método, son en la mayoria de los casos diez veces
menores que los que reporta el método EPA 550 que estdn en un intervalo de 0.007 a
10.0 pg/L. Ya que la EPA considera en especifico al benzo(a)pireno como indicador de
PAHSs, se debe de mencionar que nuestro método presentd un LC de 0.050 pg/L para

este analito el cual es menor al reportado en el método EPA 550, que se puede calcular
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en 0.096 pg/L. Asi mismo, los LC obtenidos tanto para el sisterna como para €l método,
estuvieron por debajo del valor limite establecido por la UE para el conjunto de
hidrocarburos aromaticos polinucleares que es de 2 pg/L. Los LC también estuvieron
por debajo del valor permisible de la OMS, que considera al benzo(a)pireno como

representante de los PAHSs asignandole en un valor de 700 pg/L.

4.3.5 Robustez.

El disefio factorial empleado para cvaluar la robustez de 1a microextraccion reveld la
afectacion de analitos especificos segin la variable de la que se trate, Tabla 26. El
volumen de desorcion tuvo un efecto importante en los analitos de menor peso
molecular tales como el acenafteno, el fluoreno, el fenantreno, el antraceno y el
fluorantene que solo fueron afectados por esta variable. No fueron influenciados por
ninguna de las variables estudiadas el pireno, el benzo(a)antraceno, el criseno, el
benzo(b)fluoranteno y el dibenzo(a,h)antraceno. El acenaftileno fue afectado por todas
las variables. Existieron otros analitos que fueron influenciados tanto por las variables de
extraccidén como por las de desorcidn, tal es €l caso del naftaleno y el indeno (1,2,3-cd)
pireno. Asi mismo, se observé los que fueron afectados solo por las variables de
extraccién tales como el benzo(a)pireno y el benzo(gh,i)perileno. Aunque existen

analitos que no fueron influenciados por ninguna variable y otros que solo les afecta
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alguna en particular, hay que considerar que en una muestra no podemos predecir que

analito esta presente.

Por otro lado, fue necesario evaluar la robustez del sistema cromatografico ya que
durante el desarrollo de los experimentos se percibieron cambios en los tiempos de
retencidn de los analitos. En la Figura 10 se observan ejemplos de los cambios sufridos,
que radican principalmente en el corrimiento de los tiempos de retencion con el
consecuente desfase del programa de fluorescencia y la pérdida de deteccion, tal es el
caso del acenafteno y el fluoranteno que aparecen a un tiempo de retencién de 9.45 y

13.36 minutos respectivamente y el de los dos ultimos picos de la corrida.

Los resultados obtenidos sugirieron que las condiciones instrumentales y de

extraccion deben ser cuidadosamente controladas.

4.4 Analisis de muestras reales.

Como se aprecia en las Tablas 27 y 28, todos los analitos fueron recuperados en la
muestra de agua purificada marca GYM, en la muestra de agua de rio procedente de
“Cola de Caballo” y en la muestra de agua procedente del drea de Monterrey y San
Nicolas, presentando porcentajes de error en un intervalo de 1.22 a 6.49 %, de 12.31 a
26.97 %, de 10.89 a 21.64 % y de 52.74 a 70.89 respectivamente. Dado que la

evaluacion de la validacién indico que los resultados para el naftaleno no son confiables
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en el intervalo de concentraciones probado, no fueron reportados. Los analitos que
presentaron el mayor porcentaje de error en las tres primeras muestras fueron el
benzo(a)antraceno y el benzo(g,h,i)perileno. La muestra procedente de San Nicolds
presenté un efecto de matriz que origind % de error muy elevados. Los porcentajes de
error encontrados en la literatura son diversos presentandose en intervalos de 22 12 %
de error (Chen, 2004). Cabe aclarar que realizar una comparacién con datos de la
literatura es dificil dado que cada investigador maneja condiciones de anélisis y nimero
de analitos diferentes. Por ejemplo, Garcia-Falcén (2004), Pino (2004) y Liu (2001);
determinan PAHs con el uso de SPME pero s6lo consideran algunos de los 16 analitos
prioritarios de la EPA. Otros investigadores determinan los 16 analitos, pero difieren en
el nimero de fibras necesarias y las condiciones de extraccién y desorcion. Asi, Doong
(2000) propone ¢l uso de dos fibras para la microextraccion de 15 mL de muestra
empleando agitacién magnética por 90 minutes. Popp (2000) utilizo la fibra de PDMS
para extraer por una hora 5 mL de muestra empleando agitacion magnética, pero
realizando la propulsién de la muestra con los aditamentos denominados “glass-coated
impellers” a los que les atribuye ventajas. Por su parte, King (2004) realizé la extraccién
de 30 mL de muestra por 45 minutos con la fibra de PDMS pero empleando agitacion

ultrasonica.

Trabajos preliminares en dos muestras de agua de la red de suministro municipal
indicaron la presencia de interferencias, ya que tan solo pudieron recuperarse cinco de
los 16 analitos adicionados y presentaron porcentajes de error elevados. Se consultaron
métodos oficiales de la EPA relacionados con la determinacién de PAHs, para la

identificacion de posibles interferentes. Los métodos 525 y 550 mencionan al cloro
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residual como un interferente y recomiendan el tratamiento de muestra con tiosulfato de
sodio para su eliminacién. El cloro residual fue reducido por accion del tiosulfato que
actia como agente reductor. Aplicando este tratamiento todos los analitos fueron
recuperados, lo cual hace evidente que el tratamiento con tiosulfato mejora la
recuperacion de los analitos, sin embargo la muestra procedente de San Nicolas presentd
% de error elevados por lo que su uso tiene que ser optimizado en futuros trabajos para

disminuir los porcentajes.

Por otra parte, con los porcentajes de error obtenidos y los resultados de los andlisis
fisicoquimicos, no podemos descartar la presencia de mas interferentes de la matriz ya
que no se aprecia una relacion clara ente algin parametro fisicoquimico de las muestras
y los porcentajes de error. Incluso métodos oficiales presentan situaciones similares; por
ejemplo el método EPA 550 indica que existen interferencias de matriz para el
benzo(a)antraceno, el benzo(a)pireno y el benzo(g,h,i)perileno, cuya naturaleza no esta

completamente evaluada.

4.5 Costos.

Podemos decir que el método de microextraccion, operado con eficiencia, es un
método competitivo en términos econdmicos. La afirmacién anterior se sustentd en dos
puntos importantes: 1) seglin nuestra experiencia y la informacién que proporciona €l

fabricante (Supleco), las fibras de microextraccion pueden ser utilizadas para mas de 100
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analisis y 2) se debe considerar que los requerimientos de solvente fueron
aproximadamente de 25 mL de acetonitrilo por dia de trabajo para todo €l proceso de
microextraccién, incluyendo limpieza. Particularmente el ahorro de solvente es
considerable, comparado con otros métodos de extraccién como la liquido — liquido en

la cual se requieren de aproximadamente 150 mL de solvente para realizar solo una

extraccién.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones.

Se desarrollé un método de SPME para la determinaciéon de 15 PAHs, en
muestras de agua potable y de rio. El método desarrollado no fue apropiado para

la determinacidn del naftaleno.

Se recomienda el uso de la Fibra de PDMS/DVB para la extraccion de los PAHs
en estudio, segun los datos observados durante el desarrollo de las etapas del

trabajo sobre todo la de validacién.

Los disefios experimentales fueron una herramienta efectiva en los procesos de
optimizacién al permitirnos en pocos experimentos obtener las condiciones
éptimas de la SPME, comparado con lo que pudo haber requerido analizar cada

variable de forma individual.



110

4, Los procedimientos de extraccion y andlisis cromatografico deben ser
cuidadosamente controlados para obtener resultados confiables. Se tiene que
tener muy presente esto, basidndonos en la informacién proporcionada por el

analisis de robustez.

5. Las sustancias empleadas para potabilizar el agua pueden representar una
interferencia importante en el proceso de microextraccion. Tal como se pudo
apreciar, el cloro residual resulté ser un interferente de importancia que podria

ser eliminado con un pretratamiento adecuado de la muestra.

3.2 Perspectivas.

1. Probar diversas configuraciones de material para superar las limitaciones en la
reduccién del volumen de desorcién con la finalidad de incrementar la

sensibilidad.

2. Evaluar intervalos de trabajo en los cuales el naftaleno ofrezca resultados

aceptables.
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Determinar la causa por la cual los resultados de precision y exactitud fueron

mejores para el método que para el sisterna.

Probar mas pre-tratamientos de muestra para eliminar interferencias y reducir los

porcentajes de error en muesiras reales.
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