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RESUMEN

Nora Emma Diaz Moroles Fecha de Graduacién: Febrero de 2008

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: DESARROLLO, VALIDACION Y APLICACION DE METODOS
CROMATOGRAFICOS PARA LA DETERMINACION DE
HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN
FUENTES DE ABASTECIMIENTO DE AGUA POTABLE DE LA
CIUDAD DE MONTERREY

Numero de paginas: 116 Candidata para el grado de Doctora en Ciencias
con Especialidad en Quimica Biomédica

Area de Estudio: Quimica Biomédica

Propésito y Método de Estudio: Debido a que el agua de lluvia, de arroyos y rios
desemboca en las presas que sirven de abastecimiento de agua potable de las ciudades, es
importante verificar la calidad del agua de dichas fuentes. Un grupo de contaminantes
organicos lo constituyen los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs por sus siglas en
inglés), los cuales se encuentran en la lista de contaminantes priontarios debido a sus
propiedades carcinogénicas y mutagénicas. Los cuerpos de agua pueden contaminarse por
particulas de materia transportada por el aire, por precipitacion atmosférica, por
escurrimiento urbano, por efluentes industriales y municipales, por derrames, por lixiviacion y
por la cubierta de alquitrdn de hulla o asféltica usada en ocasiones para proteger las tuberias
de la corrosidn. En México, no existe una metodologia oficial para su determinacion en
muestras de agua, ni se tienen establecidos los limites maximos permitidos de PAHs en
agua potable. En este trabajo se desamolld y validd metodologia analitica para la
determinacién de PAHs en las fuentes de abastecimiento de agua potable. Se evalué el
desempefio de dos técnicas cromatograficas y de tres técnicas de extraccion. Se selecciond
la técnica de extraccién liquido-liquido y la cromatografia de liquidos de alta resolucién con
detectores de fluorescencia y ultravioleta de arreglo de diodos para el monitoreo de 16 PAHs
en muestras de las fuentes de abastecimiento de agua potabie de la ciudad de Monterrey
durante un periodo de 12 meses.

Conclusiones y Contribuciones: La metodologia desamollada es aplicable a la
determinacion de PAHs en fuentes de abastecimiento de agua potable y en agua potable;
permite determinar PAHs en niveles de concentracion inferiores a los estipulados en
regulaciones interacionales (UE, OMS, EPA). Los niveles de PAHs en las fuentes de
abastecimiento estudiadas estdn dentro de las normas internacionales, pues no se
detectaron sefiales de ningln PAH ciasificado como carcindgeno.
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Directora
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 El Aguay los Contaminantes Organicos Prioritarios

El agua es, sin duda, uno de los recurscs naturales mas valiosos de nuestro
planeta. Todos sabemos que el agua es esencial para la vida. Sin embargo,
durante los ultimos anos se ha detectado un incremento de contaminantes
organicos en ella, muchos de los cuales son tdéxicos o carcinogénicos; por tal
motivo, la contaminacion del agua ha adquirido considerable interés mundial (1).

Debido a que el agua de lluvia, de arroyos y rios desemboca en las presas que
sirven como fuentes de abastecimiento de agua potable de las ciudades, es
importante verificar la calidad del agua de dichas fuentes.

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos, PAHs por sus siglas en inglés (1),
constituyen un grupo importante de contaminantes organicos en agua.

En 1982, la Comunidad Europea establecid la lista de Contaminantes
Prioritarios, asi también la Agencia de Proteccidon Ambiental de los Estados
Unidos de América (US EPA) elaboré su Lista de Contaminantes Prioritarios (2)
que coincide con la de la Comunidad Europea; en su origen la lista era de 129
contaminantes, actualmente son 132 (1). Los PAHs se encuentran dentro de
esta lista.



1.2 Qué son los Hidrocarburos Aroméaticos Policiclicos

Los PAHs representan un grupo de moléculas constituidas Unicamente por
atomos de carbono e hidrégeno y estructuraimente por dos o mas anillos
aromaticos fusionados. De acuerdo a los estudios de carcinogenicidad
publicados por Harvey (3), pequeias diferencias en su estructura pueden
ocasionar grandes diferencias en su comportamiento biolégico, algunos de ellos
tienen efectos carcinogénico y mutagénico, mientras que otros no presentan
esas propiedades. Por eso, es importante contar con métodos analiticos que
permitan identificar y cuantificar este tipo de compuestos.

1.3 Hidrocarburos Arométicos Policiclicos y Cancer

En México, el cancer ocupa el segundo lugar como causa de mortalidad en la
poblacién segin datos que reporta el INEGI (4). El gran incremento en la
mortalidad por cancer durante los Ultimos afios se relaciona con el cancer de
pulmén. El fumar cigarrillos es el factor que mas contribuye a incrementar el
riesgo de cancer en el tracto respiratorio. El humo de! tabaco es una mezcla
compleja en la cual la fase gaseosa contiene al menos 150 compuestos, y mas
de 200 de los mismos han sido identificados en la fase de particulas, entre
estos ultimos se encuentran los PAHs. En 1978, Hoffmann y colaboradores
reportaron el contenido de varios PAHs en el humo del tabaco en
nanogramos/cigarrillo (3). Desde entonces se han realizado multiples estudios
de PAHs en el humo del tabaco, destacan los trabajos de Gundel, Gmeiner, y
Zha (5-7).

Las propiedades carcinogénicas de los PAHs varian de un compuesto a otro.
Por ejemplo el Benzo(a)pireno se considera un potente carcindgeno, mientras
que el criseno se considera menos carcinégeno, y el naftaleno es no
carcinégeno.



1.3.1 Reseiia histérica de estudios que relacionan al cancer con PAHs

El cirujano briténico Sir Percival Pott (3), en el afio de 1775, fue el primero que
asoci6 el cancer al empleo de limpiador de chimeneas y su exposicién al hollin.
Tuvieron que pasar 140 afios para que se iniciaran los estudios formales de
investigacion que relacionaran el hollin con el cancer.

En 1915, los japoneses Yamagiwa e Ichikawa indujeron la formacion de
tumores en conejos al aplicarles aiquitran de hulla en las orejas. En 1918
Tsutsui indujo la formacion de tumores en ratones con la misma sustancia. En
1921 los suizos Bloch y Dreifuss postularon que el carcinégeno probable era un
hidrocarburo. En 1925, en Londres, Kennaway establecidé que la actividad
carcinogénica residia en un compuesto constituido solamente por atomos de
carbono e hidrégeno.

En 1925, en Londres, Mayneord, colaborador de Kennaway encontré que el
carcindégeno exhibia fitorescencia. En 1930, en Londres, gracias al trabajo de
Kennaway y Hieger, se logrd obtener el primer hidrocarburo puro de estructura
molecular establecida y con propiedades carcinogénicas, fue el
dibenzo(a,h)antraceno. En 1933, Cook, Hewett y Hieger, aislaron e identificaron
al Benzo(a)pireno de 2 toneladas de alquitran de hulia (3).

El descubrimiento de que moléculas de hidrocarburos de estructuras
especificas inducian cancer en animales experimentales, estimulé a los
quimicos a sintetizar diversas moléculas de hidrocarburos arométicos para
hacer comrelaciones estructura-actividad y buscar el mecanismo causante del
cancer.

El mas valioso ensayo de actividad carcinogénica es [a demostracion directa de
la induccién de tumores en animales experimentales; sin embargo, la actividad



depende de variables experimentales tales como especie, sexo, edad, sitio y
modo de administracién, la pureza de los compuestos de prueba y el empleo de
promotores. Los trabajos mas completos de bioensayos se pueden encontrar en
las revisiones de Arcos y Argus y Weisburger y Williams (3).

Los promotores de tumores se definen como agentes que por si mismos no son
carcinogénicos, pero incrementan significativamente la incidencia de tumores en
animales previamente tratados con carcindgenos. Segun el mecanismo para la
promociéon de tumores propuesto por Berenblum (3), el paso de iniciacion,
podria ser un cambio no morfoldgico, pero que induce tumores latentes y es
irreversible. En el paso de promocién las células iniciadas sufren conversién a
células cancerosas y es un proceso reversible. El intervalo de tiempo entre la
iniciacién y la promocion podria influir el periodo de latencia, pero no las
consecuencias globales.

Se considera que todos los carcinégenos son iniciadores, y algunos de ellos se
quedan en esa categoria, por ejemplo el benzo(a)antraceno sélo es iniciador, y
para que forme tumores se requiere de un promofor. En cambio, otros se
catalogan como carcinégenos completos, por ejemplo el carcindgeno mas
potente, el Benzo(a)pireno, actiia como su propio promotor, por eso se dice que
€s un carcinégeno complefo.

Los bioensayos con animales requieren de uno a dos afios de experimentacion,
asi como veterinarios y patélogos especializados y eso eleva mucho los costos,
por eso se desarrollaron pruebas preliminares de carcindégenos potenciales.
Puesto que ninguna prueba es 100 % efectiva, se emplea cominmente una
bateria de pruebas.

Los procedimientos mas ampliamente usados involucran mutagénesis
bacteriana. El popular ensayo de Ames mide la mutacién de Salmonella
typhimurium y tiene una exactitud del 80 %. Otro ensayo es la mutagénesis de



HGPRT (hipoxantina-guanina fosfotransferasa) en células humanas y provee
evidencia directa de los efectos en el genoma humano. Todos los ensayos
suponen que el carcindgeno actia con daiio al DNA. Otros bioensayos in vitro
se encuentran en la revision de Weisburger & Williams (3). Hoffman y
colaboradores estudiaron la union de los PAHs al DNA y sus consecuencias.
Smith y colaboradores publicaron los riesgos potenciales a la salud asociados a
la exposicién de PAHs (8).

1.4 Fuentes de PAHs

Los PAHs se pueden generar por procesos naturales tales como fuegos
forestales y erupciones volcanicas o por fuentes antropogénicas tales como la
combustién de petréleo y sus derivados, por la pirlisis de la madera, de
desperdicios, de tabaco y de comestibles, de materia organica en general,
ademas de derrames accidentales de petréleo y trafico. Fuentes adicionales
incluyen plantas de conservacién de maderas que utilizan creosota,
operaciones de asfaltado de caminos y de impermeabilizaciébn de techos.
(3,8,9). En areas urbanas e industriales, la concentracion de PAHs es de 10 a
100 veces mayor que en zonas rurales (3).

Los PAHs se pueden generar debido a algunos métodos de coccion de
alimentos como por ejemplo: asado al carbon o lefia, rostizado, ahumado y
horneado (3). También se pueden enconfrar en vegetales, pescados y
mariscos, reflejando asi la contaminacién atmosférica y acuatica (3,10).
Recientemente se han encontrado en aceites y grasas comestibles (9).

Los niveles de PAHs en aire urbano dependen de la estacién del afo, las
condiciones meteorolégicas y la densidad y tipo de fuentes de emisién locales.
Se ha observado que durante el invierno se incrementan las concentraciones en
aire debido al incremento en el consumo de combustibles fésiles. Debajo de
150°C los PAHs se condensan en las particulas de ceniza y el 85% de los PAHs



se asocia a particulas menores de 5 micrémetros, lo que las hace “respirables’
y potencialmente daiiinas a la salud (3).

Las formas de contaminacién de los cuerpos de agua pueden ser por particulas
de materia transportada a través del aire, por precipitacidon atmosférica,
escurrimiento urbano, efluentes industriales y municipales, por derrames, por
lixiviacién y por la cubierta de alquitran de hulla o asfaltica usada en ocasiones
en las tuberias para protegerlas de la corrosion (3, 11,12).

La US EPA ha considerado a 16 PAHs para ser monitoreados regularmente
(13). La tabla 1 presenta a los 16 hidrocarburos, incluye el nombre de cada uno,
su peso molecular y su estructura. Es importante sefialar que los compuestos

del 1 al 8 se consideran no carcindgenos, en cambio, los compuestos del 9 al
16 presentan actividad carcinogénica.

Tabla 1. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

1. Nahaieno 128 m 9. Benzo(a)antraceno 228 @
2 Acenaftileno . 152 & 10. Criseno 228

3. Acenafteno 154 (9) 11. Benzo(b)fuoranteno (Ig

4. Fluoreno 166 m . 12, Benzo(k)flucranteno 252
5. Fenantreno 178 (:(? 13. Benzo(a)pireno @)
6. Antraceno 178 m 14. Dibenzo(a,hlantraceno 278

7. Fiuoranteno 20 O&) 15. Benzo(g,h)perileno 276 @
. PII'B;'IO - 202 (@ 18. Indeno(1.2,3-cd)pireno 276 &O



AUn y cuando los primeros ocho compuestos no han mostrado evidencia en la
generacion de tumores en humanos, se sigue investigando en animales su
efecto mutagénico y teratogénico y las hojas de datos de seguridad (MSDS) del
naftaleno y antraceno mencionan que son irritantes para la piel, ojos y tracto
respiratorio, que pueden causar alergias en la piel y provocan dafios en higado,
rifién, sistema nervioso central y sanguineo; en la seccién de informacion
toxicoldgica de la hoja del antraceno, la IARC le otorga la categoria 3, que
significa que no es clasificable como carcinégeno porque no hay evidencia en
humanos y evidencia limitada en animales, ademas la NFPA (National Fire
Protection Association) le asigna al naftaleno y al antraceno el nimero 1 en
identificacion de riesgos a la salud, en la escala de 0 a 4, donde 0 significa sin
riesgo y 4 el maximo riesgo (14, 15).

La solubilidad de los PAHs en agua es baja (Tabla 2), pero se pueden encontrar
concentraciones del orden de microgramos/litrc (11, 16, 17); a ese nivel son
téxicos, por eso es importante monitorear su presencia.

La tabla 2 presenta las propiedades fisicoquimicas de los 16 PAHSs, que incluye
su féormula molecular condensada, su numero de registro en el Chemical
Abstract Service (CAS), su solubilidad en mmol/L, el coeficiente de particién
octanol-agua (Kew) , la presion de vapor y la constante de la Ley de Henry (K).
(10).



Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los16 Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos de interés.

Presion
Férmula Solubilidad | Log Ky (atm
Compuesto No. CAS de vapor,
Molecular (mmolL) | Kow m>/mol)
25°C (Pa)
Naftaleno CioHs | 91203 | 24x10" | 3.37 10.9 45x10°
Acenattileno CyoHg | 208-96-8 N.D. 3.98 N.D. N.D.
Acenafteno CioHio | 83820 | 29x102? | 407 |596x10" | 24x 10
Fluoreno CiaHio | 86737 | 12x10? | 418 [8.81x10%( 74x10°
Fenantreno CiHio | 85018 7.2x10° [ 4.45] 1.8x10% [ 27x10°
Antraceno CiaHio | 120127 | 3.7x10* 445 7.5x10* | 1.8x10°
Fluoranteno CieHio | 2064400 | 1.3x10° | 490 [2.54x10" | 1.9x10°
Pireno CigHio | 120000 | 7.2x10* | 4.88 |8.86x10*| 1.3x10°
Benzo(a)antraceno | CigHyz [ 56-553 N.D. 561 86x10° [ 1.2x10°
Criseno CigHi2 | 218019 | 57x107 | 516 | 1.3x10° N.D.
Benzo(b)fluoranteno | CyoHiz | 205-08-2 N.D. 6.04 [ 1.2x107 N.D.
Benzo(k)fluoranteno | CxoHyz | 207-08-9 N.D. 6.06 | 55x10° | 27x10°
Benzo(a)pireno CooHy2 | 50328 | 84x107 |6.06( 1.5x10° | 7.4x10°
Indeno(1,2,3
. CxpHiz | 193-39-5 N.D. 6.58 N.D. N.D.

cd)pireno
Dibenzo(a,h) 10 s o

CxpHi2 | 53703 | 55x10™ | 650 0.8x10° | 20x10
antraceno
Benzo(ghi)perileno | CpoHiz | 191-242 | 6.0x10° | 6.84 | 2x10° | 20x107

N.D. No disponible; Ko Coeficiente de particion octanol-agua; Ky Constante de

la Ley de Henry.




CAPITULO 2

ANTECEDENTES, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Antecedentes

2.1.1 Legislacion Ambiental

El caracter carcinogénico de algunos PAHs ha obligado su inclusién en la
legislacion ambiental. Los limites maximos permitidos de estos contaminantes
organicos en agua potable en el mundo son diferentes, dependiendo del
organismo regulador. Asi, desde 1976 la Comunidad Europea incluyd a los
PAHs en sus regulaciones, y en 1994 establecié 0.2 microgramos/litro para
PAHSs totales (18-22); en cambio, en 1998 la Organizacién Mundial de la Salud
fijdo 0.7 microgramos/litro sélo para el benzo(a)pireno (12); mientras que la
normatividad en Estados Unidos de América para el benzo(a)pireno es de 0.2
microgramos/litro (23). En Canada se ha establecido un limite maximo de 0.010
microgramos/litro para benzo(a)pireno en agua potable (24).

En México, le compete a la Secretaria de Salud establecer los limites
permisibles de calidad en el agua para uso y consumo humano (25), sin
embargo, la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 “Safud Ambiental.
Agua para uso y consumo humano. Limites permisibles de calidad y
tratamientos a que debe someterse el agua para potabilizaciéon®, no incluye a los
PAHs en el listado. Esta norma fue modificada después de su publicacién y en
ella se incluyeron cuatro hidrocarburos aromaticos, pero ninguno de los
policiclicos. En la tabla 3 se resumen los limites méximos permitidos de PAHs
en agua para consumo humano, segln los diferentes organismos reguladores.



Tabla 3. Limites maximos permitidos de PAHs en agua potable.

Concentracién en ug/L
Organismo Regulador | Afio | PAHs total | Benzo(a)pireno
Unién Europea 1994 0.2

OMS 1998 0.7
US EPA 2002 0.2
Canada 2000 0.01

2.1.2 Andlisis de PAHs

Un andlisis tipico de PAHs incluye tres etapas, que son extraccién,
concentracidn y cromatografia. Tomando como referencia los métodos EPA 5§50
y 525 (26,27), para la extraccion se consideran dos opciones: liquido-liquido
(del inglés, LLE) y extraccion en fase sélida (del inglés, SPE), para la
concentracion se pueden manejar también de 2 maneras: corriente de nitrégeno
y el uso de Kudema-Danish (K-D). Para la cromatografia se presentan 2
posibilidades: de gases (CG) y de liquidos de alta resolucién (HPLC).

2.1.21 Etapa de Extraccion

Para la extraccion de los PAHs en muestras de agua, la técnica tradicional es
extraccion liquido-liquido, mientras que en los dltimos afios se han desarrollado
técnicas de extraccion en fase sodlida y microextraccién en fase sélida (SPME
por sus siglas en inglés), (10,11,16,28-42).

Dentro de los numerosos reportes que aparecen en la literatura, a continuacién

se mencionan algunos de ellos que resultaron relevantes para el presente
trabajo.
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El método 550 de la EPA, fue publicado en 1990 para la determinacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en agua potable, emplea extraccion
liquido-liquido y HPLC con deteccién de fluorescencia y ultravioleta (FLU-UV).
E! procedimiento describe el empleo de un litro de muestra de agua y 3
extracciones con volimenes de 60 mL de cloruro de metiieno en cada
extraccion.

El método 525 de la EPA se public6 el afio de 1988 para la determinacién de
compuestos organicos en agua potable, incluye 48 analitos, de los cuales 13
son hidrocarburos aromaticos policiclicos; emplea extraccion sélido-liquido y
cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas (GC/MS).

(2004) En Espafia, Martinez et al. (10) emplearon SPE con cartuchos Cqs para
determinar PAHs mediante GC/MS en agua subterrdnea adicionada con los
hidrocarburos. Trabajaron con 16 PAHs y obtuvieron recuperaciones de 35 a
113%.

(2004) En Taiwan, Hong-Wen Chen (11) desarrollé un método para la
determinacion de PAHs en agua mediante SPME y HPLC con detector de
fluorescencia. Trabajo con 5 hidrocarburos y reportd eficiencias de extraccion
de 88% con 35 minutos de extraccion. Encontré que la adicion de
monocioroacetato de sodio 1.5 M mejord el rendimiento de la extraccion. Aplicd
el método a muestras de agua de un lago que sirve como fuente de
abastecimiento de agua potable para una ciudad en el sur de Taiwan.

(2002) En Polonia, Kabzinski et al. (16) usaron SPE con columnas Cys de 1000
mg para determinar PAHs en muestras de agua potable, de lago y de rio por
HPLC con detector UV. Trabajaron con muestras de un litro. Sus
recuperaciones fueron de 28 a 104% con una media 67%.
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los16 Hidrocarburos Arométicos
Policiclicos de interés.

Presion
Compuesto Formula No. CAS Solublidad | Log de vapor, Ko (el
Molecular (mmolll) | Koy m>/mol)
25°C (Pa)

Naftaleno CioHs | 91203 | 24x10" [337| 109 |45x10°
Acenaftileno Ci2Hs | 208-96-8 N.D. 3.98 N.D. N.D.
Acenafteno CioHio | 83829 | 29x10° | 4.07 [5.96x10" | 2.4x10™
Fluoreno CiaHio | 88737 | 1.2x10% [4.18 [8.81x 102 | 74x10°
Fenantreno CuHio | 5018 | 7.2x10° | 4.45]| 1.8x10% | 27x 10"
Antraceno CiHio | 120127 | 3.7x10* | 4.45| 7.5x10* | 1.8x10°
Fluoranteno CieHyo | 2084400 | 1.3x10° | 4.90 | 2.54x 10" | 1.9x10°
Pireno CieHio | 129000 | 7.2x10° | 4.88 |8.86x10*| 1.3x10°
Benzo(a)antraceno | CigHiz | 56-55-3 N.D. 561 86x10° | 1.2x10°
Criseno CigHi2 | 218019 | 57x107 [ 516 1.3x10° | ND.
Benzo(b)fluoranteno | CzoHjiz | 205-88-2 N.D. 6.04 | 1.2x107 N.D.
Benzo(k)fluoranteno | CygHyz | 207-08-9 N.D. 6.06 | 55x10° | 2.7x 107
Benzo(a)pireno CpoHi2 | 50328 | 84x107 [6.06 | 1.5x10° [ 74x10°
Indeno(1,2,3-

ed)pirenc CxoHiz | 193-39-5 N.D. 6.58 N.D. N.D.
:;T::f:'h) CpHip | 53703 | 55x10™ | 6.50 | 0.8x10° | 20x 10°
Benzo(ghi)perileno | CzHiz | 191242 | 6.0x10° | 6.84 [ 2x10° [ 2.0x107

N.D. No disponible; Kow Coeficiente de particion octanol-agua; Ky Constante de

la Ley de Henry.




CAPITULO 2
ANTECEDENTES, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
21 Antecedentes
2.1.1 Legislacién Ambiental

El caracter carcinogénico de algunos PAHs ha obligado su inclusién en la
legislacion ambiental. Los limites méaximos permitidos de estos contaminantes
organicos en agua potable en el mundo son diferentes, dependiendo del
organismo regulador. Asi, desde 1976 la Comunidad Europea incluyé a los
PAHs en sus regulaciones, y en 1994 establecié 0.2 microgramos/litro para
PAHSs totales (18-22); en cambio, en 1998 la Organizacion Mundial de la Salud
fijo 0.7 microgramos/litro sélo para el benzo(a)pireno (12); mientras que la
normatividad en Estados Unidos de América para el benzo(a)pireno es de 0.2
microgramos/litro (23). En Canada se ha establecido un limite maximo de 0.010
microgramos/litro para benzo(a)pireno en agua potable (24).

En México, le compete a la Secretaria de Salud establecer los limites
permisibles de calidad en el agua para uso y consumo humano (25), sin
embargo, la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 “Salud Ambiental.
Agua para uso y consumo humano. Limites permisibles de calidad y
tratamientos a que debe someterse el agua para potabilizacién®, no incluye a los
PAHs en el listado. Esta norma fue modificada después de su publicacion y en
ella se incluyeron cuatro hidrocarburos aromaticos, pero ninguno de los
policiclicos. En la tabla 3 se resumen los limites maximos permitidos de PAHs
en agua para consumo humano, segan los diferentes organismos reguladores.



Tabla 3. Limites maximos permitidos de PAHs en agua potable.

Concentracion en ug/L
Organismo Regulador | Afio [ PAHs total | Benzo(a)pireno
Unién Europea 1994 0.2

OMS 1998 07
US EPA 2002 0.2
Canada 2000 0.01

2.1.2 Andlisis de PAHs

Un andélisis tipico de PAHs incluye tres etapas, que son extraccién,
concentracion y cromatografia. Tomando como referencia los métodos EPA 550
y 525 (26,27), para la extraccién se consideran dos opciones: liquido-liquido
(del inglés, LLE) y extraccion en fase soélida (del inglés, SPE), para la
concentracion se pueden manejar también de 2 maneras: corriente de nitrégeno
y el uso de Kuderna-Danish (K-D). Para la cromatografia se presentan 2
posibilidades: de gases (CG) y de liquidos de alta resolucién (HPLC).

2.1.21 Etapa de Extraccién

Para la extraccion de los PAHs en muestras de agua, la técnica tradicional es
extraccion liquido-liquido, mientras que en los lltimos afios se han desarrollado
técnicas de extraccion en fase sdlida y microextraccidén en fase sélida (SPME
por sus siglas en inglés), (10,11,16,28-42).

Dentro de los numerosos reportes que aparecen en la literatura, a continuacién

se mencionan algunos de ellos que resultaron relevantes para el presente
trabajo.
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El método 550 de la EPA, fue publicado en 1990 para la determinacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos en agua potable, emplea extraccion
liquido-liquido y HPLC con deteccién de fluorescencia y ultravioleta (FLU-UV).
El procedimiento describe el empleo de un litro de muesira de agua y 3
extracciones con volumenes de 60 mL de cloruro de metileno en cada
extraccion.

El método 525 de la EPA se publicd el aiio de 1988 para la determinacion de
compuestos organicos en agua potable, incluye 46 analitos, de los cuales 13
son hidrocarburos aromaticos policiclicos; emplea extracciéon sdlido-liquido y
cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas (GC/MS).

(2004) En Espaiia, Martinez et al. (10) emplearon SPE con cartuchos Cqs para
determinar PAHs mediante GC/MS en agua subterranea adicionada con los
hidrocarburos. Trabajaron con 16 PAHs y obtuvieron recuperaciones de 35 a
113%.

(2004) En Taiwan, Hong-Wen Chen (11) desarrolld un método para la
determinacién de PAHs en agua mediante SPME y HPLC con detector de
fluorescencia. Trabajo con 5 hidrocarburos y reporté eficiencias de extraccion
de 88% con 35 minutos de extraccion. Encontr6 que la adicion de
monocloroacetato de sodio 1.5 M mejord el rendimiento de la extraccion. Aplicoé
el método a muestras de agua de un lago que sirve como fuente de
abastecimiento de agua potable para una ciudad en el sur de Taiwan.

(2002) En Polonia, Kabzinski ef al. (16) usaron SPE con columnas C1s de 1000
mg para determinar PAHs en muestras de agua potable, de lago y de rio por
HPLC con detector UV. Trabajaron con muestras de un litro. Sus
recuperaciones fueron de 28 a 104% con una media 67%.
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Urbe-Ruana (29), Kabzinzki (16), Nirmaier (31) y Nanqin Li (32); Kayali-Sayadi
(28) reporté el empleo de una bomba de vacio para evaporar el solvente y
Garcia Falcon (41) después de la SPE utilizd un rotavapor y el bafio de agua a
60°C para eliminar hexano. Filipkowska (42) reporté el uso de argén en lugar de
nitrégeno.

2.1.2.3 Etapa de Cromatografia

Mientras que en México no existe metodologia oficial para el analisis de PAHs,
a nivel internacional se han propuesto varios métodos para el andlisis de PAHs
en agua, los mas comunes emplean cromatografia de liquidos con detectores
de fluorescencia y ultravioleta (HPLC/FLU-UV) y cromatografia de gases con
detectores de espectrometria de masas (GC-MS) o de ionizacién de flama (GC-
FID).

Existen multiples publicaciones que describen los métodos para la
determinacién de PAHs en agua (10, 11, 16, 28-39, 41,42). En los métodos 5§50
y 525 de la EPA se describen protocolos analiticos especificos para la
determinacién de PAHs en agua potable y en el método 610 de la EPA se
describe el procedimiento para determinar PAHs en aguas residuales. (26, 27,
43) También los Métodos Estandares de la American Public Health Association,
American Water Works Association and Water Pollution Control Federation
(APHA-AWWA-WPCF) y el Ministerio del Ambiente de Canada tienen
establecidos protocolos para la determinacidn de PAHs en agua (26, 27, 43-45).

La tabla 4 presenta un resumen de los métodos analiticos empleados por varios
investigadores que incluye la técnica de extraccion, la técnica cromatografica
con el detector empleado, el nimero de PAHs que trabajaron y los limites de
deteccién obtenidos y reportados por los investigadores antes mencionados.
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Tabla 4. Métodos analiticos para la determinacién de PAHs en agua .

Autor Extraccion | Técnica/Detector PAHs | LD
Martinez SPE GC/MS-SIM 16 0.1-15 ng/L
Kayali- S. SPE HPLC/FLU 13 2.33-48.7 ng/L
Urbe y R. SPE HPLC/FLU 6 0.1-2.0 ng/L
Crozier SPE GC-ITMS 17 0.8-1.6ng/L
Kabzinski SPE HPLC/UV 16 0.01-5 ng/L
Nirmaier SPE HPLC/Amperométrico | 8 1-10 ng/L
Nangin Li DIE-SPE | GC-MS-SIM 16 N.D.
Rodrigues SPME GC/FID 16 N.D.
Popp SPME HPLC/FLU 15 1-6 ng/L
Doong SPME GC/FID 16 0.08-0.53 ng/mL
HS-SPME | GC/MS
Doong HS-SPME | GC/FID 10 N.D.
DI-SPME
Li Hou LPME HPLC-UV 6 1-3.5 pg/L; 0.35-
0.60 ug/L
King SPME GC/MS 16 1-29 ng/L
Chen SPME HPLC/FLU 5 2-6 ng/L
Bagheri SPME HPLC/FLU N.D. |0.001-0.006 pg/L
Garcia- SPE HPLC/FLU 9 0.05-0.7 ng/L
Falcon SPME
Filipkowska | LLE GC/MS-IT 12 0.05-0.30 pg/mL
SPE HPLC/DAD-UV 0.10-0.70 pug/mL
550 EPA LLE HPLC/FLU-UV 16 0.002-3.3 ug/L
610 EPA LLE HPLC/FLU-UV 16 0.013-2.3 ug/L
GC/MS
525 EPA SPE GC/MS 43 0.01-15 ug/L

N.D. No disponible.
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2.1.3 Otros Métodos de Analisis

Se han publicado otros métodos analiticos para la determinacion de PAHs en
agua y otras matrices, que incluyen diversas formas de realizar la extraccién, la
separacién y la cuantificacién. Enseguida se mencionan algunos de ellos,
precedidos del afio de publicacién:

(1995) En Virginia, (USA), Messer y Taylor (46) desarrollaron un método para la
cuantificacion de 16 PAHs en agua mediante SPE en disco y elucién con fluido
supercritico (CO2).

(2000) En Madrid, (Espafia), Lazaro et al. (47) investigaron la influencia de
sistemas micelares acuosos en la determinacion de 5 PAHs mediante
fluorescencia a temperatura ambiente.

(2001) En Cérdoba, (Espaiia), Amador-Hemandez ef al. (48) desarrollaron un
método para obtener informacién cualitativa y semicuantitativa para PAHs en
agua mediante espectrofilucrimetria inducida por laser.

(1999) En Dakota, (USA), Hagestuen y Campiglia (49) emplearon SPE vy
fosforimetria & temperatura ambiente (RTP = Room Temperature
Phosphonimetry) para determinar 16 PAHs en muestras de agua.

(2001) En Dakota, (USA), Whitcomb y Campiglia (50) utilizaron discos SPE de
13 mm y fluorimetria para determinar 6 PAHs en muestras de agua.

(2003) En Francia, Miege ef al. (51) compararon cinco técnicas de extraccion
para la determinacion de trazas de PAHs en lodos de plantas de tratamiento de
aguas, mediante HPLC/UV-DAD-FLU. Emplearon extraccion con fluidos
supercriticos (SFE), extraccion con liquido presurizado (PLE), extraccion
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asistida con microondas en vasijas abiertas (FMWE), extraccidn Soxhlet y
exiraccion con Uttrasonido. Trabajaron con lodos certificados.,

(1998) En Praga, {Replblica Chaca), Tomaniova ef &/ (52) trabajaron con
éxtraccion con solvents asistida por microondas (MASE = Microwave-assisted
solvent axiraction) para aislar PAHs de plantas. Trabajaron con 16 PAHs y
HPLC-FLU.

(2002) En Chile, Sienra of al. (53) colectaron PAHs de material particulado
wrbano, realizaron exiracciones con cloruro de metileno, concentraron con
comente de nitrndigeno y cuantificaron por GC-MS. Analizaron materiales de
referencia y muestras reales.

(1997} En Ohio, (USA), Monserrate ¥ Olesik (04) trabajaron con fluidos
supercriticos de CO» y mezclas de metanokCQ, para extraer PAHs de polvo
Cagero.

(1998) En China, Jiang y Guan (55) determinaron 23 PAHs en muestras de
aceite, diesel y residuos de aceites lubricantes mediante HPLC capilar {(u-

HPLC) acoplado en linea a un HTGC {cromatigrafo de gases capilar de alta
temperatura) con detector de masas.

{2000) En halkia, Cam &t &/. (56) emplearon SPME y GC-MS en modo SIM para
la determinacién de 7 PAHs an sedimentos,

(1989} En Polenia, Miller J.S. (57) frabajé con métodes aspectroflucrométiicos
para |a determinacién de 3 PAHs en agua,

(1985) En Madrid, (Espafia), Kayali ef a&f (58) determinaron 13 PAHs en
muesiras de aire de Madrid mediantes HPLC/FLU.
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(2003) En Nottingham, (Reino Unido), Stanley et al. (8) desarrollaron un método
para la deteccién de PAHs usando una microbalanza de cristal de cuarzo, que
funciona como un sensor piezoeléctrico sobre un electrodo de oro.

(1998) En Barcelona, (Espaiia), Guiteras et al. (59) realizaron un estudio
comparativo para tres diferentes métodos de calibracion multivariantes, que
son: minimos cuadrados clasicos (CLS classical least squares), regresiéon de
componente principal (PCR = principal component regression), y regresion
parcial de minimos cuadrados (PLSR = partial least squares regression) para la
determinacién de 10 PAHs en muestras de agua adicionadas y mediciones
espectroflucrométricas.

(2002) En Bilbao, (Espafia), Cortazar ef al. (60) realizaron una optimizacion
multisimplex para ia determinacién de PAHs, PCBs y ftalatos de muestras de
agua mediante GC-MS.

(1997) En Quebec, (Canadd), Nguyen et al. (61) emplearon electroforesis
capilar y deteccién UV para la separacion y determinacién de PAHs.

(1997) En Dakota, (USA), Wittkamp eof al (62) emplearon SPME vy
espectroscopia de absorcién UV para la determinacién de 11 PAHs en gasolina
sin plomo, sélo el naftaleno es comun a los analitos de interés en este trabajo.

(1997) En USA, Yu Liu ef al. (63) estudiaron la SPME de PAHs de muestras
acuosas usando fibras con cuatro tipos de fases (Cs, fenil, Ci3 monomérica y
Cis polimérica) para 7 PAHs de los cuales sélo 2 son comunes a los PAHs
empleados en este trabajo. Usaron GC-FID para la separacion y cuantificacion.

En resumen, existe un gran namero de publicaciones con métodos propuestos

para la determinacion de PAHs en agua y otras matrices. En este trabajo se
tomaron como referencia los métodos EPA 550 y 525, de modo que para la
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extraccion se consideraron dos opciones: liquido-liquido y extraccién en fase
sblida, para la concentracion de los analitos se trabaj6 de 2 formas: con
corriente de nitrégeno y con el uso del equipo micro Kuderna-Danish. Para la
cromatografia se trabajaron 2 tipos: de gases y de liquidos.

2.1.4 Estudios de PAHs en la UANL

Interesados por la problemética ambiental, en la Facultad de Ciencias Quimicas
de la UANL se realizaron 2 tesis de maestria enfocadas al desarrollo de
métodos analiticos para la determinacion de PAHs en agua. En el afio 2000,
Diaz Moroles trabajé con Cromatografia de Gases y detector de Espectrometria
de Masas (64) y en el afioc 2001 Ramirez Villarreal trabajé con Cromatografia de
Liquidos con detector ultravioleta de arreglo de diodos (65).

En ambas tesis se logré la validacion de cada sistema cromatografico, pero un
problema que se presenté en ambas fue la baja recuperacion de analitos en Ia
etapa de extraccion y concentracion. Por esta razén el propésito de este trabajo
fue modificar el tratamiento de muestra con el fin de encontrar la mejor opcién
para extraer y concentrar los PAHs. Por otro lado, se usé un cromatégrafo de
gases con detector de masas en modo SIM (monitoreo selectivo de iones), para
disminuir los limites de deteccién con respecto a los obtenidos en la tesis antes
mencionada, en la cual se reportaron valores de 0.26 a 3.46 ug/L; por la misma
razén se usé el detector de fluorescencia para el cromatdgrafo de liquidos con
el fin de reducir los limites de deteccién comparados con los obtenidos con el
detector UV, que fueron de 0.09 a 4.50 pg/L. Se planed reducir al menos por un
factor de 10 las concentraciones del intervalo de trabajo en los métodos.
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2.2 Justificacion

La zona metropolitana de Monterrey, con una poblacién superior a 3 millones de
habitantes, cuenta con siete fuentes principales de abastecimiento de agua
potable, de las cuales tres son superficiales y el resto son subterraneas. Las
fuentes superficiales son la Presa “El Cuchillo®, ubicada en China, N.L. con
capacidad de 1800 millones de m?®, la Presa “Cerro Prieto”, en Linares, N.L. que
tiene una capacidad de 393 millones de m®y la Presa Rodrigo Gémez, conocida
como la Presa de la Boca, con capacidad de 45 millones de m®, en Santiago,
N.L. Las fuentes subterraneas son: el Tunel de San Francisco y “Cola de
Caballo”; Galerias y pozos de la Huasteca; los pozos de Mina y los pozos de la
zona metropolitana de Monterrey (66).

Las presas captan agua de dos cuencas que atraviesan zonas industrializadas.
Es probable la presencia de PAHs en sus aguas por lixiviacion, escurrimiento
urbano y derrames accidentales.

La Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales, a través del Instituto
Nacional de Ecologia (SEMARNAT-INE), en marzo de 2002 solicitd propuestas
de métodos analiticos nuevos © mejorados que pudieran ser reconocidos y/o
validados a nivel internacional para la extraccion, deteccion, cuantificacion y
caracterizacién de éstos y otros contaminantes organicos prioritarios en las
diferentes matrices ambientales, con el fin de difundirios y adoptarios a nivel
nacional (67).

En respuesta a dicha convocatoria, el Departamento de Quimica Analitica de la
Facultad de Medicina UANL, inscribi6 el proyecto fitulado “Hidrocarburos
Aromaticos Polinucleares en Fuentes de Abastecimiento de Agua Potable de fa
Ciudad de Monterrey. Caracterizacion, Evaluacion y Alternativas de Solucién”,
el cual fue aprobado por el Comité Técnico y de Administracién en su sesion de
fecha 03 de junio de 2003 y se le asignd el registro SEMARNAT-2002-C01-
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0643. Esta tesis forma parte de dicho proyecto.

Es importante sefialar que actualmente la legislacibn mexicana no dispone de
metodologia oficial para el andlisis de PAHSs, por l0 que existe {a necesidad de
desarrollar y validar metodologia analitica para caracterizar y evaluar PAHs en
agua potable y en las principales fuentes de abastecimiento de agua potable.

Por todo lo anterior, se propusieron los siguientes objetivos

2.3 Obijetivos

2.3.1 Objetivo general

Desarrollar y validar metodologia analitica para la determinacion de
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en fuentes de abastecimiento de agua
potable de la ciudad de Monterrey.

2.3.2 Objetivos especificos

1. Establecer ias condiciones 6ptimas para la determinacion de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos por cromatografia de gases con
detector de espectrometria de masas (GC/MS).

2. Establecer las condiciones oOptimas para la determinacién de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos por cromatografia de liquidos de
alta resolucién con detectores de fluorescencia y ultravioleta,
(HPLC/FLU-UV).

3. Validar los métodos instrumentales de GC/MS y HPLC/FLU-UV.

4, Optimizar la técnica de preparacidn de muestras por medio de:
extraccion en fase sdlida en su modalidad de discos 0 membranas y
extraccién en fase sélida en su modalidad de columna o tubo; asi
como la técnica de extraccién liquido-liguido.
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. Realizar estudio piloto, aplicando los dos métodos cromatograficos a
muestras reales para elegir el que mejor se adecue a las necesidades
y validar el método analitico completo que incluya las técnicas de
extraccién, de concentracion y cromatogréfica seleccionadas.

6. Diseilar el plan de muestreo.

7. Realizar el muestreo en las fuentes de abastecimiento seleccionadas.

8. Utilizar el método analitico mas adecuado (segun estudio piloto) para

monitorear las muestras obtenidas durante un periodo de al menos 6
meses.
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CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

Equipo, material y reactivos

Equipo

Cromatdgrafo de Gases Agilent 6890 con automuestreador Agilent G
2614A y detector de espectrometro de masas de cuadrupolo Agilent
5973N

Cromatdgrafo de Gases HP G1800A con automuestreador HP 6890 y
detector de espectrometro de masas de cuadrupolo

Cromatégrafo de Liquidos Waters Alliance 2690 con automuestreador
Waters, sistema de bombeo cuaternario, horno para columna,
detectores: Waters UV de armreglo de diodos Waters 996 y de
Fluorescencia Waters 474

Cromatografo de Liquidos Waters Alliance 2695 con automuestreador
Waters, sistema de bombeo cuatemario, horno para columna, detectores:
Waters UV de arreglo de diodos Waters 2996 y de fluorescencia Waters
2475 y con Software Empower version 5.0

Espectrofotometro UV-VIS Beckman DU 7500 con arreglo de diodos
Espectrometro Luminiscence Perkin Eimer LS 50B

Balanza analitica OHAUS Analytical Plus

Balanza semianalitica AND GX-200

Vortex Mini Vortexer VWR Scientific Products

Baio de Ultrasonido Branson 3510

Estufa Shel Lab 1305 U
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3.1.2

Bomba de vacio
GPS (Global Positioning System) Magellan eXplorist 200.

Material

Columna Supelcosil LC-PAH, ODS, 250 x 4.6 mm, 5 um, Supelco
Columna Supelco Vydac 201 TPS, 15 cm x 46 mm d.i. Cqg, 5 um.
Columna Waters PAH Cqs, ODS, 250 x 4.6 mm, 5 pm

Guarda columna Symmetry Cqs, 3.9 x 20 mm, 5 um, Waters

Columna capilar de silice fundida Supelco PTE-5, 30 m x 0.25 mm, 0.25
pum (5 % fenil- 95% dimetilpolisiloxano)

Membranas de nylon 47 mm, 0.45 um, PALL Corporation

Micropipetas Hamilton de 25, 50, 100, 500 ul

Discos de extraccion en fase sdlida SPE ENVI-18 fase ligada Cqs, 47 mm
Portadiscos ENVI

Matraz base de un litro para el portadiscos

Sistema de filtracion de solventes Milipore

Sistema de concentracion de analitos Micro Kuderna-Danish

Celdas de cuarzo para espectrofotémetro UV-VIS y para el
espectrometro de Luminiscencia con trayecto dptico de 1 cm

Tubos de extraccién en fase sdlida Supelclean LC-Cys, 1000 y 500 mg
Tubos de extraccion en fase sblida ENVI-18, 17% C

Matraces de aforacién de 1, 2, 5, 10, 100, 250, 500 y 1000 mL

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

Pipetas volumétricas de 1y 5 mL

Embudos de separacién de 500 y 1000 mL

Soportes universales

Pinzas para soporte

Aros para soporte
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Viales de vidrio de 15 mL con tapdn de rosca y septum de PTFE/silicon
Supelco

Viales de vidrio de 2 mL con tapén de rosca y septum de PTFE/silicon
Supelco

Viales de vidrio de 2 mL con tapén de rosca y septum de PTFE/silicon
Waters

Insertos conicos de vidrio de 150 pL con resortes al fondo, Waters
Gradillas para viales de 2 mL

Termémetro

Papel filtro Wathman No. 41

Frascos de vidrio oscuro con tapa de rosca y empagque de teflon, 4 L
Frascos de vidrio oscuro con tapa de rosca y empaque de tefion, 1L

Reactivos

Mezcla certificada de 16 hidrocarburos arométicos policiclicos 2000
pg/mbL en cloruro de metileno-benceno 50:50, Supelco (USA) [No
Catalogo 48905-U]

Mezcla certificada de 16 PAHs 2000 pug/mL en cloruro de metileno-
benceno 50:50, Ultra Scientific (USA) [No Catalogo US-106N]

Mezcla certificada de 16 PAHs 500 - 1000 ug/mL en cloruro de metileno,
Restek (USA) [No Catalogo 31264)

Mezcla certificada de estandares intemos EPA 525/525.1, contiene
acenafteno d-10, criseno d-12, fenantreno d-10, 500 pg/mL en acetona,
Supelco (USA) [No Catalogo 48242)

Solucién certificada de estandar surrogado perileno d-12, 2000 pg/mL en
cloruro de metileno, Supelco (USA) [No Catalogo 48081]

Solucién estandar de naftaieno d-8 Supelco (USA) [No Catalogo 442716]
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Solucién estédndar de 2 fluorobifenilo Supelco (USA) [No Catalogo
102741]
Mezcla certificada de 16 PAHs (20-1000 pg/mL) en acetonitrilo-metanol
90:10, Supelco (USA) [No Catalogo 49156]
Mezcla certificada de 16 PAHs (20-1000 pg/mL) en acetonitrilo-metanol
90:10 Ultrascientific (USA) [No Catalogo PM-831A]
Cloruro de metileno Omnisolv grado HPLC (USA)
Acetonitrilo grado HPLC, Fisher Scientific (USA)
Metanol grado HPLC, Fisher Scientific (USA)
Agua bidestilada plus, Laboratorios Monterrey, S.A. de C.V.
Sulfato de sodio anhidro grado ACS, J.T.Baker (México)

METODOLOGIA

Cromatografia de gases
Preparacion de soluciones para GC/MS

En GC se trabaj6 con la técnica de estandar interno (IS).

Para preparar las soluciones de trabajo empleadas en la prueba inicial de

desempeiio se parti6 de los estandares certificados de Supelco o Ultra Scientific

de 2000 y de 500 pug/mL. A partir de éstos se realizaron las siguientes

diluciones:

Dilucién primaria de la mezcla de 16 PAHs
De la mezcla de 16 PAHs de 2000 ug/mL en cloruro de metileno-benceno, se

midieron 25 ulL y se afadieron a 975 pL de cloruro de metileno para obtener

una concentracion de 50 ug/mL de cada hidrocarburo.
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Dilucién secundaria de la mezcla de 16 PAHs

De la solucién de dilucién primaria se tomaron 500 pl y se mezclaron con 500

uL de cloruro de metileno para obtener 25 ug/mL de cada hidrocarburo.

Dilucién de estandares internos

De la solucidn de Supelco EPA 525.1 consistente en una mezcla de fenantreno

d-10, acenafteno d-10 y criseno d-12 en concentracion de 500 pg/mL en

acetona para cada uno, se midieron 200 ulL y se afiadieron a 800 uL de cloruro

de metileno para obtener una concentraciéon de cada | S de 1060 ug/mL.

Dilucién del estandar surrogado

De la solucién original de perileno d-12 de 2000 ug/mL en cloruro de metileno

se midieron 50 ulL y se ainadieron a 950 ul de cloruro de metileno para obtener

una concentracién de 100 pg/mL.

3.2.2 Estandares de Calibracién para GC/MS
Tabla 5. Preparacion de estandares de calibracién para GC/MS.

Nivel de concentracion N-1 [N-2 |{N-3 [N-4 |N-5 |Bco
Colocar plL de CH2Clz en un vial 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
Retirar pL de CH2Cl; 50 (60 (70 (80 90 (40
Afnadir uL de Mezcla 16 PAHs 25| 10 20 30 |40 50 0
pg/mL

Afadir uL Mezclade 31S 100 ug/mL (20 |20 (20 |20 |20 |20
Anadir pL de Surrogado perilenod-12|20 (20 |20 |20 (20 |20
de 100 pg/mL

Concentracién de cada PAH ( pg/mL) | 0.25 [0.50 [0.75 [1.0 [1.25
Concentracién de cadal S (ug/mL) 20 |20 |20 (20 |20 |20
Concentracién de Surrogado (ng/mL) |20 (20 |20 (20 (20 |20

| S = estandar intemo

N= nivel de concentracién
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En la tabla 5 se presentan los volimenes tomados de cada solucion de las
diluciones anteriores utilizados para preparar las mezclas a partir de las cuales
se construyeron las curvas de calibracién; todas las disoluciones se prepararon
por triplicado, incluyendo los blancos.

3.2.3 Condiciones de operacion del cromatégrafo de gases
Las condiciones de operacién de partida del cromatdgrafo de gases son las

establecidas previamente en la tesis de maestria de Diaz Moroles (64) y se
resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de operacidn de partida para GC/MS.

Cromatégrafo de gases | HP G1800A

Automuestreador HP 6890

Detector Espectrémetro de masas de cuadrupolo
Columna Supelco PTE-5, poli §% difenil/95% siloxano

30mx0.25 mmd.i. x0.25 um film

Gas acarreador

Helio 99.999% de pureza

Elucion

Temperatura programada

Programa temp.

40°C-4 min, rampa 10°C/min hasta 300°C.

Flujo 1 mL/min

Tiempo de corrida 35 min

Volumen de inyeccién | 1 pl, splitiess

Rango de masas 30-450 m/z

Solvent delay 6.0 min

Modo Barrido (full scan)
Diaz Moroles (64)

A las condiciones de partida se hicieron las siguientes modificaciones:
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o Estandares internos: se hicieron pruebas con naftaleno d-8, 2
fluorobifenilo, acenafteno d-10, fenantreno d-10 y criseno d-12. Se
seleccionaron los ultimos tres.

o Estandares surrogados: se probé mezcla de 2,4,6 tribromofenol (TBF) y
nitrobenceno d-5; y perileno d-12 individual. Se selecciond el (itimo.

o Condiciones de operacién del GC/MS: se cambié de modo full scan a
modo SIM, se cambié el programa de temperaturas, las condiciones del
inyector, del horno, del gas acarreador, del detector de masas y el tiempo
de corrida con el fin de trabajar concentraciones més bajas que en las
condiciones iniciales, reducir el tiempo de corrida y obtener menores
limites de deteccion.

Las condiciones de operacion finales para GC/MS son las siguientes:
INYECTOR

o Temperatura del inyector: 280°C

e Modo: Spiitless pulsado

¢ Presién: 9.69 psi

¢ Presion del pulso: 29 psi

¢ Tiempo del pulso: 0.5 min

¢ Flujo de purga: 100 mL/min

e Tiempo de purga: 0.75 min

e Flujo total: 103.6 mL/min

¢ Ahorrador de gas: encendido

o Ahorrador de flujo: 15 mL/min

¢ Ahorrador de tiempo: 2 min

HORNO
o Programa de temperatura de la columna: 70°C por 1 min, aumentar
25°C/min hasta 340°C, mantener a 340°C por 3.20 min
¢ Tiempo de corrida: 15 min
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GAS: Helio
e Flujo: 1.1 mL/min

DETECTOR DE MASAS
o T detector: 280°C
e [ntervalo de masas: 30-450 m/z
e Modo de adquisicion: SIM
o Solvent delay. 4.5 min

3.3 Cromatografia de liquidos

3.3.1 Preparacién de soluciones para HPLC

En cromatografia de liquidos se empleé la técnica de estandar externo.

Para preparar las soluciones de trabajo empleadas en las pruebas preliminares
y en la prueba inicial de desempeiio se partid de los estandares certificados de
Ultra Scientific y se realizaron las siguientes diluciones:

Dilucién primaria de la mezcla de 16 PAHs
De la mezcla de 16 PAHs que incluye 8 concentraciones diferentes en un

intervalo de 20 a 1000 pug/mL en acetonitrilo-metanol 9:1, se midieron 50 pul y se
afadieron a 950 ul de acetonitrilo para obtener concentraciones de 1 a 50
pug/mL para cada hidrocarburo.

Dilucién secundaria de la mezcla de 16 PAHs

De la solucién de dilucién primaria se tomaron 250 ul y se mezclaron con 750
pul de acetonitrilo para obtener concentraciones de 0.25 a 12.5 ug/mL. Esta
solucién se usd para preparar los estdndares para la calibracién y para fortificar
blancos y muestras.
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Dilucion terciaria de la mezcla de 16 PAHs

De la solucién de dilucion secundaria se tomaron 250 uL y se mezclaron con
750 ul de acetonitrilo para obtener concentraciones de 0.0625 a 3.125 pug/mL.
Esta solucion se usé para preparar estandares para la calibracién y para
fortificar las muestras empleadas en la validacién del método LLE-HPLC/FLU-
UV. En la tabla 7 se presentan las concentraciones de los 16 PAHs en cada
solucién.

Tabla 7. Concentraciones de PAHs en la ampolieta original y diluciones.

PAH Original | 12 dilucion { 2° dilucion | 32 dilucién
pg/mL | pg/mb pg/mL pg/mL
Naftaleno 500 25.0 6.250 1.5625
Acenaftileno 500 250 6.250 1.5625
Acenafteno 1000 50.0 12.500 3.1250
Fluoreno 100 5.0 1.250 0.3125
Fenantreno 40 2.0 0.500 0.1250
Antraceno 20 1.0 0.250 0.0625
Fluoranteno 50 2.5 0.625 0.15625
Pireno 100 5.0 1.250 0.3125
Benzo(a)antraceno 50 2.5 0.625 0.15625
Criseno 50 2.5 0.625 0.15625
Benzo(b)fluoranteno 20 1.0 0.250 0.0625
Benzo(k)fluoranteno 20 1.0 0.250 0.0625
Benzo(a)pireno 50 2.5 0.625 0.15625
Dibenzo(a,h)antraceno | 200 10.0 2.500 0.6250
Benzo(ghi)perileno 80 4.0 1.000 0.2500
Indeno(1,2,3-cd)pireno 50 2.5 0.625 0.15625
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3.3.2 Estandares de Calibracion para HPLC

Los estandares para la calibraciéon se prepararon por triplicado a cinco niveles
de concentracién (N-1 a N-5) a partir de la dilucién secundaria de la mezcla de
PAHs, empleando 10, 20, 30, 40 y 50 uL para cada nivel respectivamente en un
volumen final de 1000 uL con acetonitrilo. La tabla 8 muestra los niveles de

concentracion empleados en la construccidn de las curvas de calibracién para
cada hidrocarburo.

Tabla 8. Niveles de concentracion de los estandares de calibracién para HPLC.

Analito N-1 N-2 N-3 N-4 N-5
ng/mL [ ng/mL | ng/mL | ng/mL | ng/mL
Naftaleno 62.50 |125.00 | 187.50 | 250.00 | 312.50
Acenattileno 62.50 |125.00 | 187.50 [ 250.00, 312.50
Acenafteno 125.00 | 250.00 | 375.00 [ 500.00 | 625.00
Fluoreno 1250 | 25.00 | 37.50 | 50.00 | 62.50
Fenantreno 5.00 10.00 | 15.00 | 20.00 25.00
Antraceno 2.50 5.00 7.50 | 10.00 12.50
Fluoranteno 6.25 12.50 18.75 | 25.00 31.25
Pireno 12.50 | 25.00 | 37.50 | 50.00 | 62.50
Benzo(a)antraceno 6.25 12.50 | 18.75 | 25.00 31.25
Criseno 6.25 1250 | 18.75 | 25.00 | 31.25
Benzo(b)fluoranteno 2.50 5.00 7.50 10.00 12.50
Benzo(k)fluoranteno 2.50 5.00 7.50 10.00 12.50
Benzo(a)pireno 6.25 12.50 | 18.75 | 25.00 31.25
Dibenzo(a,h)antraceno | 25.00 | 50.00 | 75.00 |(100.00( 125.00
Benzo(ghi)perileno 10.00 | 20.00 | 30.00 | 40.00 | 50.00
Indeno(1,2,3-cd)pireno | 6.25 12.50 | 18.75 | 25.00 31.256
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3.3.3 Obtencidén de espectros UV y de fluorescencia

Con el proposito de conocer las longitudes de onda a las que absorbe radiacion
UV cada hidrocarburo de los 16 de interés en este trabajo, se corrieron los
espectros de absorciéon UV en el espectrofotometro Beckman DU 7500 y en el
detector de arreglo de diodos (DAD) del HPLC para cada hidrocarburo.

Para establecer el programa de longitudes de onda de excitacioén y emision en
el detector de fluorescencia, se requeria tener como datos las longitudes de
onda a las que se excitan y emiten fluorescencia cada uno de los 16 PAHs, de
modo que fue necesario obtener los espectros de excitacién y de emision de
Fluorescencia para cada hidrocarburo, para ello se utilizé el Espectrébmetro
Luminiscence Perkin Elmer LS 50B.

Se corrieron los cromatogramas individuales para cada hidrocarburo y de
mezclas de los 16 PAHs bajo las condiciones de operacion de partida
establecidas por Ramirez Villarreal (65) en su tesis de maestria.

3.3.4 Condiciones de operacién del cromatégrafo de liquidos

Las condiciones de operacion de partida del cromatégrafo de liquidos fueron las
establecidas por Ramirez Villarreal (65) y se resumen en la tabla 9.
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Tabla 9. Condiciones de operacion de partida para HPLC.

Cromatégrafo Waters Alliance 2690

Automuestreador Waters

Detector UV Arreglo de diodos 996

Columna Supelco Vydac 201 TPS, 15 cm x 46 mm d.i. Cq5, 5
um.

Fase movil A agua
B acetonitrilo

Elucién Gradiente

Programa de tmin %B duracién

gradiente 0 40 12 min
12 40-100 6 min
18 10040 9 min
27 40

Temperatura Ambiente

Flujo 1.5 mL/min

Tiempo de corrida 27 min

Volumen de inyecciéon | 10 pL

Ramirez Villarreal (65)

A las condiciones de partida se hicieron las siguientes modificaciones:
Columna: Supeico LC PAH
Temperatura: Se probaron 3, T ambiente (variable), 30°C y 27°C.

o Flujos: Se probaron 1.0, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 mL/min
o Volumen de muestra inyectada: 20 y 10 pL.

Atenuacion: 32 y 64.

Ganancia: 1; 10; 100; 1y 10; 10 y 100; 1,10, 100, 1000; 1.

Gradiente: Se manejaron 10 programas.
Programa de fluorescencia: Se probaron 30 programas.
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Después de probar las modificaciones antes mencionadas se establecieron las

condiciones de operacion 6ptimas (finales) por HPLC, en las cuales se incluyé

un programa de gradiente de solventes de la fase mévil y un programa de

longitudes de onda de excitacién y emision (A Ex y A Em) para el detector de

fluorescencia. Con estas condiciones se monitored la sefial de 15 analitos por

fluorescencia y la de acenaftileno por UV a una longitud de onda de 228 nm.

Las condiciones finales de operacion del HPLC se muestran en la tabla 10. La

tabla 11 muestra el programa para el detector de fluorescencia.

Tabla 10. Condiciones finales de operacion para HPLC.

Cromatégrafo de Liquidos | Waters Alliance 2695

Automuestreador Waters

Detectores Fluorescencia W 2475
UV DAD W2996

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

Fase movil A Agua
B Acetonitrilo

Eluci6n Gradiente

Programa de gradiente tmin  %B  duracién
0 60 12 min
12 60-100 11 min
23 10060 1 min
24 60 6 min

Temperatura 27°C

Flujo 1.5 mUmin

Tiempo de corrida 30 min

Volumen de inyeccién 20 pL
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Tabla 11. Programa de fluorescencia para la determinacién de PAHs por
HPLC.

Tiempo | AEx AEm Compuestos detectados
{min) (nm) | (nm)

0.0 224 330 Naftaleno

8.5 254 323 Acenafteno, Fluoreno

10.5 250 366 Fenantreno

12.0 252 400 Antraceno

13.0 235 420 Fluoranteno

13.7 236 390 Pireno

14.5 270 385 Benzo(a)antraceno, Criseno

16.0 280 435 Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno

21.0 299 430 Benzo(ghi)perileno

224 305 480 Indeno(1,2,3-cd)pireno

26.0 224 330

3.4 Validacién del sistema cromatogréfico
A continuacién se mencionan algunos de los parametros de validacion
considerados en este trabajo.

3.4.1 Linealidad

Para evaluar la linealidad se prepararon soluciones estandares de calibracion a
cinco niveles de concentracién por triplicado (tablas 5 y 8), las cuales fueron
analizadas por GC/MS y por HPLC/FLU-UV. Una vez obtenidas las respuestas
de los detectores para cada uno de los estandares de las diferentes
concentraciones, se realizé el analisis de regresién por minimos cuadrados y se
elabor6é la curva de calibracion correspondiente graficando la respuesta en
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funcién de la concentracién. Se calcularon los factores de respuesta (F.R.) para
cada uno de los puntos que componen dicha curva mediante la ecuacién 1.

F.R. = Respuesta del detector/concentracion del estandar  (Ec. 1)

Donde:

En GC/MS la respuesta del detector corresponde a la relacion de areas
analito/estandar interno.

En HPLC la respuesta del detector corresponde al area del pico.

La concentracion de los estandares se expresé en pg/mL para GC/MS y en
ng/mL para HPLC/FLU-UV.

Con los factores de respuesta (llamados también factores de calibracién)
obtenidos para cada uno de los puntos de la grafica de calibracién, se calculé la
desviacion estandar relativa de los mismos segun la ecuacion 2:

% RSD = (SD x 100)/promedio de los F.R. (Ec. 2)

Donde:
% RSD = Desviacion estandar relativa
SD = Desviacion estandar de los factores de respuesta

Para determinar la linealidad se calculd la desviacidén estandar relativa (%) de
los factores de respuesta (RSD% de FR) para cada nivel de concentracion (68,
69), el criterio de aceptacién es que RSD debe ser inferior a 20%. Ademas, se
obtuvo la ecuacion de la recta de calibracion para cada hidrocarburo y el
coeficiente de correlacién (r), el criterio de aceptacion es que el coeficiente de
correlacion (r) sea mayor o igual que 0.995 o que el coeficiente de
determinacion (%) sea mayor o igual que 0.990.
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3.4.2 Precision

Para evaluar la precision se emplearon estandares preparados por triplicado, en
cloruro de metileno para GC/MS y en acetonitrilo para HPLC, a los cinco niveles
de concentracién indicados en las tablas 5 y 8; se calculé el promedio y la
desviacién estandar relativa para cada nivel de concentracion y para las 15
mediciones. La precisién se expresa con la desviacion estandar relativa RSD
(%), y el criterio de aceptacién que hemos establecido para este trabajo es que
sea menor que 15 %.

La desviacion estandar relativa también se conoce como coeficiente de
variacion y se calculdé como lo indica [a ecuacion 3.

% RSD = (SD x 100)/media (Ec. 3)

Donde:
% RSD = Desviacion estandar relativa
SD = Desviacion estandar

3.4.3 Limite de Deteccion

Para evaluar los limites de deteccion se usaron los datos obtenidos de las
curvas de calibracién de los cinco niveles de concentracién por triplicado.
Existen varias formas de calcular los limites de deteccion, los mas utilizados son
los criterios de la Conferencia Internacional de Armonizacién (ICH) y el criterio
de Miiler y Miller (70, 71).

De acuerdo con el ICH se calcula con la ecuacion 4

LD = (3.3%)/m (Ec. 4)



Donde:

LD = Limite de deteccion

o = Desviacién estandar de la respuesta (puede ser de varios blancos, o la
desviacién estandar residual de la linea de regresién o0 Ja desviacion
estandar de los interceptos de “y” de las lineas de regresién)

m = Pendiente de la curva de calibracién

En este trabajo se aplic el criterio de Miller y Miller (71) para el célculo de los
limites de deteccion, quien define LD como la concentracion de analito que
proporciona una seiial igual a la sefial del blanco, ys, méas tres veces la
desviacion estandar del blanco, sg.

Limite de deteccion (LD) =yg + 3 s (Ec. 5)

La desviacion estandar del blanco sg equivale a la desviacion estandar de la
recta de regresion de y sobre X: $yx ¥ se calcula, de acuerdo con Miller-Miller
(71) y la IUPAC (72) con la siguiente formula:

syn= [Z(y-y)’/n-2]"? (Ec. 6)
Donde:
Sy = Desviacion estandar de la recta de regresion de y sobre x
y = Valor de la respuesta, en este caso area de pico
y; = Valor de la respuesta estimada obtenida del analisis de regresion
n = Namero de estandares empleados en la elaboracién de la curva de

calibracion

Nota: en la férmula se emplea n-2 porque en un calculo de regresion lineal el
nimero de grados de libertad es n-2.
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3.4.4 Limite de cuantificacién

Para calcular los limites de cuantificacién se empleé la ecuacién 7.

LC=yg+ 10 s (Ec. 7)

Donde:

LC = Limite de cuantificacidn

ys = seiial del blanco

Sg = desviacion estandar del blanco

El criterio de aceptacién es que el limite de cuantificacién del método debe ser
inferior o igual al nivel 1 de la grafica de calibracion.

3.4.5 Exactitud

El método 525.1 de la EPA requiere recuperaciones de 70 a 130% y
desviaciones estandares relativas menores que 30%. Se consideraron estos
parametros como criterios de aceptacion (27, 46, 73, 74).

Se ftrabajé con muestras de agua adicionadas a diferentes niveles de
concentracién y se calcularon los porcentajes de recuperacion y sus
desviaciones estandares relativas.

3.4.6 Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es la medida de su capacidad de
permanecer sin afectacién por pequefias, pero deliberadas variaciones en los
parametros del método y proporciona un indicador de su confiabilidad durante el
uso rutinario (73). De acuerdo con la Conferencia Internacional de Armonizacidén
de 1996, si las medidas son susceptibles a variaciones de las condiciones de
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analisis, éstas deben de ser controladas de forma segura o deben de ser
incluidas declaraciones precautorias en el proceso.

Las modificaciones que se describieron en las secciones 3.2.3 y 3.3.4 sirvieron
para evaluar la robustez de los dos sistemas cromatograficos (GC/MS vy
HPLC/FLU-UV).

Los resultados de la validacion instrumental para las dos técnicas
cromatogréficas se presentan en las tablas 14, 15 y 16 del capitulo 4.

3.5 Extraccion en fase sélida para GC/MS

3.5.1 Metodologia general de la extraccion en disco y en cartucho para
GC/MS

Se tomaron como referencia los métodos 525 y 3535 de la US EPA (27, 40).

Se prepararon blancos fortificados, es decir, agua de laboratorio tipo Milli-Q con
los analitos adicionados. Se utilizé un litro de agua y se le afadieron 5 mL de
metanol, 20 pL del surrogado perileno d-12 de 100 pg/mL y 30 L de la mezcla
de 16 PAHs de 25 pg/mL, para tener un nivel de fortificacién de 0.75 pg/L de
cada hidrocarburo; en el procedimiento completo que enseguida se describe se
concentrd un litro de agua a un mililitro y los PAHs se determinaron por GC/MS.
Se evalud la exactitud y precision. Los resultados se presentan en el capitulo 4,
tabla 17.

Se coloco el disco ENVI Cys de 47 mm centrado en el soporte para la filtracién
con el lado rugoso hacia arriba. Se ensambld el reservorio sobre el disco y se
giré hasta que quedé bien cerrado el sistema para evitar fugas.

Se anadieron 5 mL de cloruro de metileno sobre el disco, se sometid a vacio
moderado y se mantuvo el vacio hasta que el disco se secd.
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Se agregaron § mL de metanol sobre el disco e inmediatamente se aplicé vacio
bajo. Se liberé el vacio cuando el metanol estaba justo encima de la supetficie
del disco, sin permitir que el disco se secara. Inmediatamente después se
afiadieron 5 mL de agua desionizada sobre el disco y se aplicd vacio bajo. Se
liber el vacio cuando el liquido estaba justo encima de la superficie del disco,
sin permitir que el disco se secara.

Durante el acondicionamiento del disco es conveniente dejar liquido extra
sobre el disco, para impedir que el aire haga contacto con la superficie del disco
0 que se seque.

Se colocé la muestra en el reservorio superior del sistema de extraccion. Se
ajustdé el vacio a la velocidad de flujo deseada. Se dejé pasar la muestra
tratando de mantener el flujo constante.

Se liber6 el vacio. Se quitd el soporte de filtracidn y reservorio del vacio. Se
elimind el agua procesada del matraz de vacio, se insertd el tubo colector de
muestras y se reensamblé el equipo. Se agregaron 5 mL de cloruro de metileno
a la botella de la muestra para enjuagaria y se afadié el solvente de enjuague
sobre el disco. Se hizo vacio y se repiti6 la elucidon 3 veces mas con 3 mL de
cloruro de metileno en cada ocasion.

El eluato se transfirié del tubo colector a un vaso de 50 mL, se secd con suffato
de sodio anhidro, se filtré en papel Whatman No. 41 y se recibié en un vaso de
50 mL. Se evaporé en Kudema Danish con bafio de agua a 40°C o con
corriente de nitrdgeno hasta un volumen inferior a 1 mL, se afiadieron 20 L de
la mezcla de estandares internos (fenantreno d-10, acenafteno d-10 y criseno d-
12) de 100 pg/mL. En matraz de aforacién, se llevé a 1000 pL con cloruro de
metileno. Se transfirié a un vial oscuro con tapa de rosca, se sellé con parafiim.



Las muestras procesadas se guardaron en congelacion para evitar volatilizacion
del solvente. Se inyecté al CG/MS un volumen de 2 L de muestra.

El procedimiento para la SPE en columna o cartucho fue similar al
procedimiento en disco, sélo que en lugar del reservorio para la muestra, se
colocd encima del cartucho un embudo de separacién con la muestra, el cual
debia estar goteando a un flujo constante, para mantener el nivel de liquido en
el cartucho, mientras que a este Gltimo se le sometia a vacio a través de un
matraz conectado a la bomba de vacio.

3.6 Extraccidn en fase soélida para HPLC

3.6.1 Metodologia general de la extraccién en disco y en cartucho para
HPLC

Se prepararon blancos fortificados, es decir, agua de laboratorio con los analitos
adicionados. Se utilizd 1 Litro de agua Milli-Q y se le aiiadieron 5 mL de
metanol, 30 pL de la mezcia de 16 PAHs de 1 a 50 pg/mL (solucién de dilucién
primaria), para tener un nivel de fortificacion de 0.03 ug/L a 1.50 ug/L .

El montaje del equipo de extraccidon, la limpieza del disco o cartucho, el
acondicionamiento, la adicién de la muestra, la elucién de los analitos, el
secado y la filfracion de la muestra son similares a los descritos en la
metodologia general de la extraccién en disco y en c¢artucho para GC/MS con
las siguientes diferencias: la etapa de concentracién de la muestra en este caso
se llevd casi a sequedad y se recuperd en 1000 pL de acetonitrilo, no se le
adicionaron estandares internos ni surrogados. La solucién en acetonitrilo se
transfirié a viales con tapa de rosca y se guardaron en refrigeracion hasta su
andlisis en el HPLC/FLU-UV, donde se inyectaron 20 uL de muestra. Se evalud
la exactitud y precisién. Los resultados se presentan en la tabla 18, capitulo 4.
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Se prepararon otros blancos fortificados con un litro de agua Milli-Q y los 16
PAHs en concentraciones de 0.05 a 2.50 pg/L y se realizé6 SPE de 5 réplicas en
disco y de 5 réplicas en columpa. Los PAHs se determinaron por HPLC/FLU-
UV. Se evalud la exactitud y precision. Los resultados se presentan en las
tablas 19 y 20 del capitulo 4.

Después del estudio piloto fue necesario realizar extracciones en blancos
fortificados en concentraciones inferiores a las mencionadas anteriormente. Se
prepararon blancos fortificados con un litro de agua Milli-Q y los 16 PAHs en
concentraciones de 0.010 a 0.500 pg/L. Los PAHs se determinaron por
HPLC/FLU-UV. Se evalué la exactitud y precisién. Los resultados se presentan
en la tabla 21 del capitulo 4.

3.7 Extraccion liquido-liquido

3.7.1 Metodologia general de la extraccién liquido-liquido

Se tomé como referencia el método 550 de la US EPA (26), pero en lugar de
trabajar con un litro de agua como describe el método EPA, se usaron 250 mL.
Se prepararon blancos fortificados con 250 mL de agua de laboratorio
(bidestilada) y 10 UL de la mezcia de 16 PAHs de 0.25 —12.5 pg/mL (solucién de
dilucién secundaria), para tener un nivel de fortificacién de 0.010 — 0.500 ug/L.

Se colocd la muestra en un embudo de separacién de 500 mL, se agregaron 15
mL de cloruro de metileno, se agité durante un minuto, se dejé reposar durante
15 minutos y se reatizaron 2 extracciones mas con 15 mL de cloruro de metileno
cada una. Los extractos se colectaron en un vaso de 50 mL, se les agregé
sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua, se filtré en papel Wathman No.
41, se recibié el filtrado en un vaso de 50 mL y se dej6 tapado y en una
campana durante toda la noche; al dia siguiente se volatilizé el solvente con



corriente de nitrégeno, se recuperé con 250 pL de acetonitrilo, se transfirid a
insertos de vidrio cénicos en un vial de vidrio Waters con tapa de rosca y septa
de PTFE/silicon y se guardé en refrigeracion hasta la inyecciéon de 20 L en el
HPLC/FLU-UV. Se evalud la exactitud y precisiéon. Los resultados se presentan
en la tabla 22 del capitulo 4.

La misma metodologia de LLE se aplicd a muestras de agua de la Presa
Rodrigo Gémez fortificada con los 16 PAHs en concentraciones de 0.010 —
0.500 pg/L. Se evalué la exactitud y precision. Los resultados se presentan en
la tabla 23 del capitulo 4.

El mismo procedimiento LLE se aplicé a 4 blancos fortificados con los 16 PAHs
en concantraciones de 5 a 250 ng/L, a 7 réplicas de una muestra de agua de la
Presa Rodrigo Gémez fortificada a las mismas concentraciones que los blancos
y a 6 réplicas de la misma muestra de agua de la presa fortificada en
concentraciones de 7.5 a 375 ng/L. Se evalud la exactitud y precision. Los
resultados se presentan en la tabla 24 del capitulo 4.

3.7.2 Validacion del método LLE-HPLC/FLU-UV

Para la validacién del método completo, que incluye la extraccién liquido-liquido
y el andlisis por HPLC, se trabajd con agua de la Presa Rodrigo Goémez
fortificada a 3 niveles de concentracién de cada compuesto {(a 250 mL de agua
se adicionaron diferentes volimenes de la solucién de dilucién terciaria ) por
triplicado, se usé LLE, se concentr6 a 250 pL, luego se separaron y
cuantificaron los PAHs mediante HPLC-FLU-UV. Se evalué la linealidad y la
precision, se calcularon los limites de deteccién y de cuantificacion del mismo
modo que cuando se realizd la validacién de los sistemas cromatogréficos. Los
resultados se presentan en la tabla 25 del capitulo 4.
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3.7.3 Estudio ciego

Como parte del estudio de aplicacion del método LLE-HPLC-FLU-UV se realizé
el analisis por triplicado de una muestra de agua de uno de los sitios de
muestreo, fortificada con los 168 PAHs, pero en niveles de concentracién
desconocidos por el analista.

3.8 Aplicacion del método a muestras reales

El método descrito se aplicd a muestras reales. Se realizé un muestreo piloto en
julio de 2004, luego en noviembre de 2004, y a partir de diciembre 2004 se
tomaron muestras mensuales en 8 sitios seleccionados.

Para el muestreo de agua se consideraron los lineamientos de la NOM-014-
SSA1-1993, que se refiere a los “Procedimientos sanitarios para el muestreo de
agua para uso y consumo humano en sistemas de abastecimiento de agua
publicos y privados’ (75) y las recomendaciones de los métodos 550 y 525 de la
EPA (26, 27). Se usaron frascos de vidrio oscuro con capacidad para 4 litros, se
conservaron en hieleras para su transporte y se guardaron en refrigeracién a
4°C hasta el momento de la extraccién. Las extracciones se realizaron dentro
de un periodo de 7 dias contados a partir de la colecta, se guardaron en
refrigeracion y se completé el anélisis dentro de un periodo de 30 dias
contados a partir de la colecta.

Cada mes se construy6é una curva de calibracién para cada hidrocarburo, se

corrieron cromatogramas de blancos de solvente, de columna y de extraccion y
se evalud el contenido de PAHs en muestras de agua fortificada y sin fortificar.
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CAPIiTULO 4
RESULTADOS

4.1 Andlisis por cromatografia de gases

La figura 1 muestra un cromatograma obtenido con las condiciones de
operacion finales por GC/MS y la tabla 12 presenta los tiempos de retencién
para cada uno de los 16 PAHs, los estandares intemos y el estandar surrogado

obtenidos por GC/MS, ademas de los iones de fragmentacidén seleccionados
para su cuantificacion e identificacién.

Figura 1. Cromatograma de 16 PAHs, 3 estandares interos y un estandar

surrogado obtenido por GC/MS en las condiciones de operacién
finales.
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Tabla 12. Tiempos de retencién y iones seleccionados para el monitoreo de

PAHs por GC/MS.
Compuesto Peso |[Férmula| Tiempode lones de
Molecular retencion fragmentacion
(min)

Naftaleno 128 CioHa 4.84 128, 127, 129
Acenaftileno 152 Ciz2Hs 6.36 162, 151, 153
Acenafteno-dyp (IS) 164 C12D10 6.52 164, 162, 160
Acenafteno 154 CizH1o 6.54 154, 153, 152
Fluorene 166 CiaHyo 7.03 166, 165, 167
Fenantreno-dys (IS) 188 C14D1o 7.95 188, 94, 189

Fenantreno 178 CiHo 7.97 178, 176, 179
Antraceno 178 CusHyo 8.01 178, 176, 179
Fluoranteno 202 CieH1o 9.14 202, 201, 203
Pireno 202 CieH1o 9.36 202, 200, 203
Benzo(a)antraceno 228 CisHi2 10.54 228, 226, 229
Criseno-dyz2 (IS) 240 C13D12 10.56 240, 120, 236
Criseno 228 CigHi2 10.58 228, 226, 229
Benzo(b)fluoranteno 252 CaoHi2 11.54 252, 253, 126
Benzo(k)fluoranteno 252 CaoH12 11.56 252, 253, 126
Benzo(a)pireno 252 CaoHj2 11.82 252, 253, 126
Perileno-di2 (SURR) 264 C20D12 11.87 264, 260, 265
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276 CzHi2 12.81 276, 138, 277
Dibenzo(a,h)antraceno 278 CorHis 12.82 278, 139, 276
Benzo(ghi)perileno 276 Cz2H12 13.06 276, 138, 277

IS = Estandar Interno

SURR = Surrogado
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4.2 Analisis por cromatografia de liquidos

La figura 2 muestra un cromatograma obtenido por HPLC para la mezcla de los
16 PAHs con el detector de fluorescencia, se observan 15 seflales para los 15
hidrocarburos que emiten fluorescencia, el primer compuesto eluye a los 6.2
minutos y el Ultimo a los 22.6 minutos.

Florescence

"I L _
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I ] v I L
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00
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Figura 2. Cromatograma de 16 PAHs obtenido por HPLC/FLU-UV.

Para la determinacién del Acenaftileno se usé el detector UV de arreglo de
diodos a 228 nm, la figura 3 presenta su cromatograma y se indica su tiempo de
retencion de 7.3 minutos. También se observa una sefial mas intensa a 9.4 min,
que corresponde al acenafteno, pero ese compuesto se cuantificé con el
detector de fluorescencia en este trabajo.
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Figura 3. Cromatograma para Acenaftileno obtenido por HPLC/UV a 228 nm.

En la tabla 13 se presentan los tiempos de retencién para cada uno de los 16
PAHs en orden de efucién, obtenidos en el cromatdgrafo de liquidos con los
detectores de fluorescencia y ultravioleta, bajo las condiciones de operacién de
la tabla 10 y el programa de fluorescencia de la tabla 11, la cual presenta las
longitudes de onda a las que se monitorearon los 16 PAHS.

Tabla 13. Tiempos de retencién para cada uno de los 16 PAHs, obtenidos por
HPLC/FLU-UV.

Analito | tg (min) Analito tr (min)
Naftaleno 6.2 | Benzo{a)antraceno 15.0
Acenaftileno; 7.3 [ Criseno 15.4
Acenafteno 9.4 | Benzo(b)fluoranteno 16.7
Fluoreno 9.9 | Benzo(k)fluoranteno 17.6
Fenantreno 11.4 | Benzo(a)pireno 18.8
Antraceno 12.5 | Dibenzo(a,h)antraceno | 19.9
Fluoranteno | 13.4 | Benzo{ghi)perileno 21.9
Pireno 13.9 | Indeno(1,2,3-cd)pireno | 22.6
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Para optimizar las sefiales de los analitos en el detector de fluorescencia,
durante el desarrolio del programa se hicieron modificaciones en los tiempos y
en las longitudes de onda de excitacién y emisién hasta llegar al programa de la
tabla 11. Algunos ejemplos de los resultados obtenidos en esas modificaciones
se presentan enseguida.

La figura 4 presenta el cromatograma obtenido en el HPLC con el detector de
fluorescencia para la mezcla de 16 PAHSs, haciendo el primer cambio en el
programa de fluorescencia de A Ex a 254 y A Em a 323 nm a los 9 min en lugar
de 8.5 min. Se observa una seiial partida del pico de 9.4 min (comparado con el
cromatograma obtenido bajo condiciones dptimas mostrado en la figura 2).
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Figura 4. Cromatograma de 16 PAHs con longitudes de onda de excitacion y de
emision a 254 y 323 nm a los 9 minutos en el programa de

fluorescencia.

La figuras 5, 6 y 7 corresponden a cromatogramas obtenidos a diferentes A Ex
(216, 227 y 254 nm), misma A Em { 323 nm) y tiempo de 8.5 minutos.
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Figura §. Cromatograma de 16 PAHs con longitudes de onda de excitacién y de
emisiébn a 216 nmy 323 nm a 8.5 min.

El cromatograma de la figura 6 se obtuvo a una longitud de onda de excitacién y
emision de 227 y 323 nm, respectivamente, a 8.5 minutos.
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Figura 6, Cromatograma de 16 PAHs con longitudes de onda de excitacién y de
emisiéon a 227 nm y 323 nm a 8.5 min.
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El cromatograma de la figura 7 se obtuvo a una longitud de onda de excitacion
de 254 nm, emisién 323 nm, a 8.5 minutos, que fueron las condiciones dptimas
para sepérar acenafteno y fluoreno, en este cromatograma aln no se
optimizaban las condiciones para la separacién de los Ultimos tres analitos que
son: dibenzo(a,h)antraceno, benzo(ghi)perilenc e indeno(1,2,3-cd)pireno.
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Figura 7. Cromatograma de 16 PAHs con longitudes de onda de excitacién y de
emision a 254 nm y 323 nm a 8.5 min.

La figura 8 muestra un cromatograma obtenido bajo las condiciones finales de
operacion del cromatdgrafo de liquidos y con el programa final de longitudes de
onda optimizado para todos los analitos, para una soluciébn con niveles de
concentracién de los 16 analitos inferiores a los utilizados en los cromatogramas
anteriores y que corresponde a concentraciones de 0.010 a 0.500 pg/mL, en el
que se indican los tiempos de retencién de los compuestos.
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Figura 8. Cromatograma de 16 PAHs, obtenido bajo las condiciones finales de
operacion por HPLC/FLU-UV,

4.3 Validacion

La tabla 14 presenta un resumen de los resultados obtenidos en la validacién
instrumental por GC/MS, incluye el intervalo de trabajo utilizado para construir
las curvas de calibracién para cada analito, el coeficiente de correlaciéon de la
curva de calibracibn como parametro de linealidad, el porcentaje de la
desviacion estandar relativa como medida de la precision, y los limites de
deteccién (LD) y de cuantificacién (LC).

La tabla 15 corresponde a los parametfros de validacién instrumental por
HPLC/FLU-UV para los 16 PAHSs.
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Tabla 14. Parametros de validacién instrumental obtenidos por GC/MS para 16

PAHS.
Intervalo de | Coeficiente
calibracién de RSD | LD | LC
Analito ng/mL correlacion | (%) | ng/mL | ng/mL
n

Naftaleno 250-1250 1.000 221 | 34.80 | 104.40
Acenaftileno 250-1250 1.000 3.54 | 42.71 | 128.13
Acenafteno 250-1250 1.000 2.39 | 41.50 | 124.50
Fluoreno 250-1250 1.000 2.00 | 41.40 | 124.20
Fenantreno 250-1250 0.998 267 | 80.49 | 24147
Antraceno 250-1250 0.999 3.11 | 61.08 [ 183.24
Fluoranteno 250-1250 0.999 2.47 | 63.50 | 190.50
Pireno 250-1250 0.999 2.57 | 64.90 | 194.70
Benzo(a)antraceno 250-1250 0.999 5.59 | 561.91 | 165.73
Criseno 250-1250 0.998 3.21 | 89.19 | 267.57
Benzo(b)fluoranteno 100-1000 1.000 2.29 | 35.71 {10714
Benzo(k)fluoranteno 250-1250 0.998 6.29 | 79.79 | 239.37
Benzo(a)pireno 250-1250 0.999 593 | 45.35 | 136.05
indeno(1,2,3-
cd)pireno 250-1250 1.000 481 | 3599 | 107.97
Dibenzo(a,h)antraceno 250-1250 1.000 464 | 28.17 | 84.51
Benzo(ghi)perileno 250-1250 1.000 484 | 42.79 | 128.37
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Tabla 15. Parametros de validacion instrumental obtenidos por HPLC/FLU-UV

para 16 PAHSs.

Intervalo de | Coeficiente
calibracién de RSD LD LC
Analito ng/mL correlacion | (%) | ng/mL | ng/mL
()
Naftaleno 62.50-312.50 1.000 283 | 6.23 | 18.70
Acenattileno 62.50-312.50 1.000 223 | 10.83 | 3249
Acenafteno 125.00-625.00 1.000 2.14 | 21.19 | 63.56
Fluoreno 12.50-62.50 1.000 1.91 1.82 | 5.45
Fenantreno 5.00-25.00 1.000 247 | 1.34 | 4.03
Antraceno 2.50-12.50 1.000 164 | 047 | 1.41
Fluoranteno 6.25-31.25 1.000 197 | 049 1.46
Pireno 12.50-62.50 1.000 278 | 1.07 | 3.21
Benzo(a)antraceno 6.25-31.25 1.000 272 | 1.00 | 3.01
Criseno 6.25-31.25 0.999 290 | 142 | 425
Benzo(b)fluoranteno 2.50-12.50 1.000 2.31 0.61 1.83
Benzo(k)fluoranteno 2.50-12.50 0.999 1.74 | 0.41 1.23
Benzo(a)pireno 6.25-31.25 1.000 217 | 1.32 | 3.95
Dibenzo(a,h)antraceno | 25.00-125.00 1.000 161 | 3.75 | 11.24
Benzo(ghi)perileno 10.00-50.00 1.000 159 | 1.89 | 568
Indeno(1,2,3-
cd)pireno 6.25-31.25 1.000 345 | 228 | 6.85
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La tabla 16 muestra los resultados de %RSD de los factores de respuesta, que

es uno de los parametros de validacién para evaluar la linealidad {ademas del

coeficiente de correlacién de la curva de calibracidn) obtenidos para cada uno
de los 16 PAHs por GC/MS y por HPLC/FLU-UV.

Tabla 16.

Linealidad expresada como %RSD de los factores de respuesta (FR)
para 16 PAHs por GC/MS y por HPLC/FLU-UV.

GC/MS HPLC/FLU-UV

Analito %RSD de FR % RSD de FR
Naftaleno 5.13 2.78
Acenaftileno 3.68 3.30
Acenafteno 6.02 3.01
Fluoreno 4.47 3.07
Fenantreno 6.52 3.20
Antraceno 3.57 2.51
Fluoranteno 3.79 2.20
Pireno 3.89 2.63
Benzo(a)antraceno 5.24 3.03
Criseno 6.31 3.38
Benzo(b)fluoranteno 6.89 3.51
Benzo(k)fluoranteno 6.07 2.57
Benzo(a)pireno 7.83 2.99
Dibenzo(a,h)antraceno 6.50 2.26
Benzo(ghi)perileno 4.83 2.95
Indeno(1,2,3-cd)pireno 4.67 5.87
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4.4 Extraccion en fase sdlida

4.4.1 Extraccién en fase sélida para GC/MS

Los resultados de exactitud y precision obtenidos para la extraccion en fase

sblida en discos, empleando blancos fortificados preparados con agua tipo Milli-

Q, con los 16 PAHs adicionados en concentraciéon de 0.75 g/l para cada

analito, por quintuplicado, se expresan como porcentaje de recuperacion (%R) y

porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD), respectivamente y se

presentan en la tabla 17. La separacién y cuantificacion se realizé por

cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas.

Tabla 17. Exactitud (%R) y Precisién (%RSD) para SPE en disco de blancos
fortificados con 16 PAHs en concentraciones de 0.75 pg/L vy

determinados por GC/MS, n = 5.

Anglito |%R [%RSD Analito %R |%RSD
Naftaleno |25.31]27.52 |Benzo(a)antraceno 95.30(18.42
Acenaftileno | 53.85{15.85 |Criseno 78.09118.73
Acenafteno |53.62113.90 |Benzo(b)fluoranteno |82.28)25.69
Fluoreno 60.21(14.37 |Benzo(k)fluoranteno |26.97|6.22
Fenantreno |67.76|15.27 |Benzo(a)pireno 72.80(24.85
Antraceno |70.08(16.30 |Dibenzo(a,h)antraceno|70.21(22.38
Fluoranteno |82.11(17.23 |Benzo(ghi)perileno 42.51(13.08
Pireno 82.5617.01 |Indeno(1,2,3.cd)pireno | 75.57 [6.33

Promedio 65.02(17.10
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4.4.2 Extraccién en fase sélida para HPLC

Los resultados de exactitud y precision obtenidos para la extraccién en fase
sélida en discos, para blancos fortificados preparados con agua tipo Milli-Q, con
los 16 PAHs adicionados a niveles de concentracién de 0.03 a 1.50 ug/L, por
quintuplicado, se expresan como porcentaje de recuperacién (%R) y porcentaje
de desviacion estandar relativa (%RSD), respectivamente y se presentan en la
tabla 18. La separacién y cuantificacion se realizé por cromatografia de liquidos
con detectores de fluorescencia y ultravioleta.

Tabla 18. Exactitud (%R) y Precisién (%RSD) para SPE en disco de blancos
fortificados con 16 PAHs en concentraciones de 0.03 a 1.50 pgiL y
determinados por HPLC/FLU-UV, n = 5.

Analito %R |%RSD Analito %R |%RSD
Naftaleno |39.32| 15.69|Benzo(a)antraceno 83.17] 053
Acenaftileno |49.15| 2.53(Criseno 81.12( 0.58

Acenafteno [55.74| 3.59|Benzo(b)fluoranteno |81.08| 4.48
Fluoreno 68.63| 7.30(Benzo(k)fluoranteno |75.84| 9.04
Fenantreno |85.84| 10.54 | Benzo(a)pireno 83.31( 2.96
Antraceno (87.01| 11.21|Dibenzo(a,h)antraceno|37.13| 9.60
Fluoranteno |99.34 | 13.12| Benzo(ghi)perileno 54.83| 9.65
Pireno 86.85| 2.37|Indeno(1,2,3.cd)pireno |61.35| 11.44
Promedio 7062| 7.16

La tabla 19 muestra los resultados de exactitud expresados como porcentaje de
recuperacion (%R) para la extraccién en fase s6lida de 5 réplicas en columnas y
5 réplicas en discos para blancos fortificados preparados con agua tipo Milli-Q y
los 16 PAHs adicionados en concentraciones de 0.05 a 2.50 pg/L, empleando el
cromatbgrafo de liquidos con los detectores de fluorescencia y ultravioleta. La
tabla 20 presenta los resultados de precision para las mismas soluciones.
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Tabla 19. Exactitud (%R) de SPE en columna y disco para blancos fortificados
con los 16 PAHs en concentraciones de 0.05 a 2.50 pg/L ¥y
determinados por HPLC-FLU-UV, n = 5.

Analito %R %R Analito %R %R

columna | disco columna | disco
Naftaleno 44.60 56.00 |Benzo(a)antraceno 67.00 87.60
Acenaftiieno| 55.40 63.40 |Criseno 69.40 85.40
Acenafteno 62.00 68.80 |Benzo(b)fluoranteno 64.20 87.80
Fluoreno 66.75 87.00 [Benzo(k)fluoranteno 60.00 82.40
Fenantreno 79.40 91.00 [Benzo{a)pireno 57.00 75.80
Antraceno 64.80 75.00 |Dibenzo(a,h)antraceno| 47.60 68.40
Fluoranteno 74.80 92.60 |(Benzo(ghi)perileno 42.50 63.80
Pireno 72.20 88.80 [Indeno(1,2,3.cd)pireno 55.25 95.80

Tabla 20. Precision (%RSD) de SPE en columna y disco para blancos
fortificados con los 16 PAHs en concentraciones de 0.05 a 2.50 pg/lL y
determinados por HPLC/FLU-UV, n = 5.

Analito %RSD | %RSD Analito %RSD | %RSD
columna | disco columna | disco

Naftaleno 32.90 28.00 |Benzo(a)antraceno 16.59 9.77
Acenaflileno| 22.09 10.32 |Criseno 17.64 13.85
Acenafteno 23.07 5.18 |Benzo(b)fiuoranteno 15.12 14.33
Fluoreno 26.92 16.01 |Benzo(k)fiuoranteno 14.14 11.82
Fenantreno 23.15 10.10 |Benzo(a)pireno 11.44 11.63
Antraceno 20.54 10.41 |Dibenzo{a,h)antraceno| 31.32 26.65
Fluoranteno 18.63 12.86 |Benzo(ghi)perileno 13.65 28.16
Pireno 16.07 15.88 |Indeno(1,2,3.cd)pireno| 16.68 16.36
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4.5 Estudio piloto

Se realizé un estudio piloto en muestras obtenidas en los siguientes puntos:

Ejido Escobas, Guadalupe, N.L.

Vado de Cd. Benito Juarez, N.L.

Cadereyta Jiménez, N.L.

Rio San Juan, San Juan, Cadereyta, N.L..

Presa Rodrigo Gémez, Santiago, N.L.

Rio Santa Catarina (Parque Espafia), Monterrey, N.L.
Rio Santa Catarina (F.U. Gomez), Monterrey, N.L.
Rio Santa Catarina (Gonzalitos), Monterrey, N.L.

La tabla 21 muestra los resultados obtenidos por HPLC de las extracciones en

fase sdlida con discos Cys para 4 blancos fortificados en concentraciones de
0.010 a 0.500 pg/L.

Tabla 21. Exactitud (%R) y Precisién (%RSD) para SPE en disco de blancos
fortificados con 16 PAHs en concentraciones de 0.010 a 0.500 g/l

determinados por HPLC/FLU-UV, n = 4.

Analito %R | %RSD Analito %R | %RSD
Naftaleno 34.70 | 6.27 |Benzo(a)antraceno 54.54 4.50
Acenaftileno | 36.77 | 3.19 |Criseno 55.08 3.46
Acenafteno 42.06 | 5.84 |Benzo(b)fluoranteno 51.89 8.46
Fluoreno 51.91 | 4.00 [Benzo(k)fluoranteno 52.15 5.72
Fenantreno 61.74 | 2.92 [Benzo(a)pireno 56.82 463
Antraceno 56.84 | 8.26 |Dibenzo(a,h)antraceno | 17.96 | 28.71
Fluoranteno | 73.78 | 3.41 |Benzo(ghi)perileno 28.49 3.18
Pireno 56.92 | 2.73 |Indeno(1,2,3.cd)pireno | 44.18 | 22.41

Promedio 48.48 7.35
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4.6 Extraccion liquido-liquido

En la tabla 22 se presentan los resultados obtenidos para la extraccién liquido-
liquido (LLE) de blancos fortificados a concentraciones de 0.010 a 0.500 pg/iL y
determinados por HPLC/FLU-UV. La exactitud y precision se expresan como
porcentaje de recuperacion (%R) y porcentaje de desviacion estandar relativa
(%RSD) respectivamente.

Tabla 22. Exactitud (%R) y Precisién (%RSD) para LLE de blancos fortificados
con 16 PAHs en concentraciones de 0.010 a 0.500 pg/l y
determinados por HPLC/FLU-UV, n = 5.

PAH Conc. ug/L | %R SD % RSD
Naftaleno 0.250 60.54 17.07 28.19
Acenattileno 0.250 60.07 5.50 9.15
Acenafteno 0.500 58.69 5.15 8.77
Fluoreno 0.050 67.28 2.64 3.93
Fenantreno 0.020 82.19 4.50 5.48
Antraceno 0.010 73.61 5.67 7.71
Fluoranteno 0.025 99.21 443 4.47
Pireno 0.050 94.57 4.65 4.91
Benzo(a)antraceno 0.025 89.98 4.26 4.73
Criseno 0.025 105.34 4.16 3.95
Benzo(b)fluoranteno 0.010 08.64 3.79 3.84
Benzo(k)fluoranteno 0.010 94.34 3.89 413
Benzo(a)pireno 0.025 69.91 242 3.47
Dibenzo(a,h)antraceno 0.100 91.19 4.19 460
Benzo(ghi)perileno 0.040 94.34 2.80 2.97
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.025 99.47 1.22 1.22
Promedio 83.71 4.77 6.34




La tabla 23 muestra los resultados obtenidos por HPLC/FLU-UV para la
extraccion liquido-liquido (LLE) de una muestra de agua de la cortina de la
Presa Rodrigo Gémez fortificada con los 16 PAHs en concentraciones de 0.010
a 0.500 ng/L, se realizd por triplicado.

Tabla 23. Exactitud (%R) y Precision (%RSD) obtenidos por HPLC/FLU-UV para
LLE de muestras de agua de la cortina de la Presa Rodrigo Gémez

fortificadas, n = 3.

PAH Conc. ug/L %R % RSD
Naftaleno 0.250 60.75 11.49
Acenaftileno 0.250 65.09 11.80
Acenafteno 0.500 74.97 13.31
Fluoreno 0.050 76.62 10.09
Fenantreno 0.020 77.29 5.30
Antraceno 0.010 76.27 4.01
Fluoranteno 0.025 72.91 9.16
Pireno 0.050 86.60 4.31
Benzo(a)antraceno 0.025 95.39 9.50
Criseno 0.025 90.11 8.84
Benzo(b)fluoranteno 0.010 89.73 6.71
Benzo(k)fluoranteno 0.010 90.46 7.21
Benzo(a)pireno 0.025 76.98 14.21
Dibenzo(a,h)antraceno | 0.100 87.68 1.75
Benzo(ghi)perileno 0.040 91.83 9.12
Indeno{1,2,3-cd)pireno 0.025 88.82 4.80
Promedio 81.34 8.60

La tabla 24 resume los resultados obtenidos por HPLC/FLU-UV para la
extraccion liquido-liquido de cuatro réplicas de un blanco fortificado con los 16
PAHs en concentraciones de 5 a 250 ng/L y muestras de agua de la cortina de
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la Presa Rodrigo Gémez fortificadas con los 16 PAHs en concentraciones de 5
a 250 ng/L para 7 réplicas y de 7.5 a 375 ng/L para 6 réplicas, respectivamente.

Tabla 24. Exactitud (%R) y Precisién (SD) obtenidos por HPLC/FLU-UV para
LLE de 4 réplicas de un blanco fortificado con los 16 PAHs en

concentraciones de 5 a 250 ng/L y muestras de agua de la cortina

de la Presa Rodrigo Gémez fortificadas a dos niveles de

concentracion.

Blanco Fortificado

Agua de Presa

Agua de Presa

5.250 ngiL Fortificada Fortificada
PAH n=a 5-250 ng/L 7.5-375 ng/L
n=7 n=6
%R SD %R SD %R SD
Naftaleno 66.59 11.25 6165 | 729 | 66.45 | 8.75
Acenaftileno 72.97 9.43 7068 | 573 | 80.04 | 864
Acenafteno 81.77 7.96 79.87 | 7.30 | 85.23 | 11.18
Fluoreno 94.47 5.69 9254 | 551 | 92.80 | 10.55
Fenantreno 106.50 7.35 125.90 | 435 | 10040 | 7.25
Antraceno 87.52 4.55 8725 | 317 | 9011 | 7.69
Fluoranteno 102.00 7.61 8222 | 6.11 | 95.66 | 7.41
Pireno 104.49 7.30 93.52 | 442 | 9655 | 8.30
Benzo(a)antraceno 103.65 3.52 9225 | 498 | 9534 | 7.54
Criseno 107.46 7.68 93.03 | 437 | 96.21 | 7.59
Benzo(b)fluoranteno 106.73 6.97 93.21 6.15 | 93.14 | 6.19
Benzo{k)fluoranteno 108.79 13.00 93.91 598 | 94.15 8.98
Benzo(a)pireno 88.48 4.57 82.53 507 | 86.00 | 7.25
Dibenzo(a,h)antraceno | 105.04 7.48 85.83 | 546 | 80.18 | 957
Benzo(ghi)perileno 108.80 16.50 85.35 | 547 | 8492 | 7.53
Indeno(1,2,3-cd)pireno | 97.57 14.73 78.92 | 10.66 | 80.95 | 11.71
Promedio 90.80 87.41 88.63
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4.6.1 Validacion del método de andlisis por LLE-HPLC/FLU-UV

En la tabla 25 se muestran los parémetros evaluados para la validacién del
meétodo para la determinacién de PAHs por HPLC/FLU-UV usando LLE para el
tratamiento de la muestra; se us6 agua de la Presa Rodrigo Gémez, fortificada
con los 16 PAHs a tres niveles de concentracién para cada compuesto. Las
determinaciones se hicieron por triplicado. Se evalu la linealidad y la precisién,
se calcularon los limites de deteccién y de cuantificacién del mismo modo que
cuando se realiz6 la validacién de los sistemas cromatogréficos. Los resultados
se presentan en la tabla 25.
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Tabla 25. Validacién del método para la determinacién de PAHs por HPLC/FLU-
UV usando LLE para el tratamiento de la muestra.

Intervalo de Coef. | %RSD| %
calibracién Det. de RSD L0 L
PAH oalL) @ | oFr (ngiL) | (ngiL)

Naftaleno 62.50-31250 (09999 | 628 | 7.15 | 3.35 | 10.04
Acenaftileno 187.50-312.50 | 09989 | 652 | 6.48 | 8.99 | 26.97
Acenafteno 375.00-625.00 | 09984 | 6.17 | 4.34 | 21.29 | 63.86
Fluoreno 37.50-62.50 09996 | 5.46 512 | 1.02 | 3.06
Fenantreno 16.00-25.00 09922 | 543 | 408 | 189 | 566
Antraceno 2.50-12.50 0.9992 | 1143 | 1044 | 059 | 1.76
Filuoranteno 18.75-31.25 09989 | 820 | 742 | 0.86 | 2.57
Pireno 37.50-62.50 09990 | 765 | 635 | 1.65 | 494
Benzo(a)antraceno 18.75-31.25 09973 | 579 | 3.78 | 1.38 | 4.13
Cnseno 18.75-31.25 09990 | 7.00 | 538 | 0.83 | 2.49
Benzo(b)fluoranteno 7.50-12.50 09916 | 6.56 | 206 | 0.97 | 292
Benzo(k)fluoranteno 2.50-12.50 1.0000 | 1149 | 973 | 0.83 | 248
Benzo(a)pireno 18.76-31.25 09900 | 556 | 284 | 3.11 | 9.32
Dibenzo(a,h)antraceno 75.00-125.00 09968 | 422 | 260 | 599 | 17.97
Benzo(ghi}perileno 30.00-50.00 | 09978 | 544 | 595 | 4.20 | 12.60
Indeno(1,2,3-cd)pireno 18.75-31.25 09907 | 495 | 3.22 | 459 | 13.77
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4.6.2 Resultados del estudio ciego
El método LLE-HPLC/FLU-UV se usé para el andlisis por triplicado de una
muestra de agua de uno de los sitios de muestreo, fortificada con los 16 PAHs

en niveles de concentracion desconocidos por el analista. Los resultados se

presentan en la tabla 26.

Tabla 26. Resultados del estudio ciego.

Conc. Real | Cone. % Error
PAH ug/L Calculada
ugll
Naftaleno 3.9950 4.420 10.6
Acenattileno 1.8750 1.470 216
Acenafteno 3.7500 2.850 240
Fluoreno 0.3750 0.310 17.3
Fenantreno 0.1500 0.150 0.0
Antraceno 0.0750 0.070 6.7
Fluoranteno 0.1875 0.210 12.0
Pireno 0.3750 0.410 9.3
Benzo(a)antraceno 0.1875 0.200 6.7
Criseno 0.1875 0.170 9.3
Benzo(b)fluoranteno 0.0750 0.070 6.7
Benzo{k)fluoranteno 0.0750 0.070 6.7
Benzo(a)pireno 0.1875 0.170 9.3
Dibenzo(a,h)antraceno | 0.7500 0.700 6.7
Benzo(ghi)perileno 0.3000 0.290 33
Indeno(1,2,3-cd)pireno | 0.1875 0.170 9.3
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4.7 Fuentes de Abastecimiento de Agua Potable de la Zona
Metropolitana de Monterrey (ZMM)

La lista de fuentes principales de abastecimiento de agua potable a la ZMM, que
se menciona enseguida fue proporcionada por la Direccién de Operaciones de
Servicios de Agua y Drenaje de Monterrey:

o Presa El Cuchilio

e Presa Cerro Prieto

¢ Presa Rodrigo Gémez (La Boca)

o Galerias y Pozos de La Huasteca

¢ Tunel de San Francisco y Cola de Caballo
¢ Pozos de Mina

e Pozos de la ZMM

Con base en la informacién de las contribuciones que aportan cada una de
estas fuentes al suministro de agua potable a la ZMM, se seleccionaron los
sitios para realizar el muestreo. Los sitios seleccionados incluyen presas y rios
que desembocan en las presas y que contribuyen al abastecimiento de agua
potable de la ciudad de Monterrey.

La tabla 27 presenta los sitios de muestreo y sus coordenadas geograficas de

latitud-longitud y altitud, las cuales fueron obtenidas con un GPS (Gioba/
Positioning System) Magellan eXplorist 200.
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Tabla 27. Sitios de muestreo con sus coordenadas geograficas.

Sitio Latitud Longitud Altitud
(metros)

Presa de la Boca (Cortina) 25°25.680 N 100°07.755 W 460
Presa de la Boca 25°24 624 N 100°08.261 W 443
(Embarcadero)

Arroyo Cola de Cabalio 25°23.924 N 100°07.953 W 462
Presa EI Cuchillo 25°43.574 N 99°18.042 W 154
Presa Cerro Prieto 24°56.491 N 99°24.109 W 288
Rio San Juan 25°31.918 N 99°50.622 W 260
Rio Pilén 25°10.246 N 99°48.916 W 396
Rio Pablillo 24°53.908 N 99° 27.975 W 294

Las siguientes figuras corresponden a los cromatogramas obtenidos para un

blanco, un estandar de los 16 PAHs, una muestra de agua de la Presa Rodrigo

Gémez y una muestra de agua de la misma presa fortificada con los 16 PAHSs,

respectivamente, sometidas a LLE y analizadas por HPLC con los detectores de
FLU (figuras 9 a 12) y UV (figuras 13 a 16).

20,00

15.007]

s 1

=

§ 10,007

© p

2 ]

us.wm

0.00° e —
4 o
.lIlrl'l'lr_"lll'lll'll"Il']l'l_'lllllll—'_rlllill'llll."rl'

200 400 600 €00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00
Winutes

Figura 9. Cromatograma de un blanco obtenido por HPLC/FLU.
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Figura 10. Cromatograma de una mezcla de estandares de 16 PAHs obfenido
por HPLC/FLU.
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Figura 11. Cromatograma de una muestra de agua de la Presa Rodrigo Gémez
(La Boca) analizada por HPLC/FLU.
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Figura 12. Cromatograma de una muestra de agua de la Presa Rodrigo Gémez
(La Boca) fortificada con los 16 PAHs, obtenido por HPLC/FLU.
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Figura 13. Cromatograma de un blanco obtenido por HPLC/UV a 228 nm.
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Figura 14. Cromatograma de una mezcla de estandares de 16 PAHs obtenido
por HPLC/UV a 228 nm.
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Figura 15. Cromatograma de una muestra de agua de la Presa Rodrigo Gémez
(La Boca) obtenido por HPLC/UV a 228 nm.
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Figura 16. Cromatograma de una muestra de agua de la Presa Rodrigo Gémez

(La Boca) fortificada con los 16 PAHs, obtenido por HPLC/UV a 228
nm.

En las tablas 28 a 35 se muestran los resultados correspondientes a los
muestreos mensuales comprendidos desde diciembre de 2004 hasta noviembre
de 2005 para los siguientes lugares:

e Arroyo de la Cola de Caballo

e Embarcadero de la Presa Rodrigo Gomez (La Boca)

¢ Cortina de la Presa Rodrigo Gémez (La Boca)

¢ Rio San Juan

» Presa El Cuchillo

¢ RioPilon

o Rio Pablillo

¢ Presa Cerro Prieto
Para fines de comparacion, en todas las tablas se incluyeron los limites de
deteccion y de cuantificacion (obtenidos bajo los criterios de Miller y Miller en la

validacién del método LLE-HPLC/FLU-UV) de los analitos que presentaron
sefiales en las muestras analizadas.
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Arroyo de la Cola de Caballo
Tabla 28. Resultados de la determinacion de PAHs en muestras de agua del
Arroyo de la Cola de Caballo.

Concentracién en ng/L
Naftaleno | Fluoreno | Fenantreno
LD 3.35 1.03 1.89
LC 10.04 3.06 5.66
Diciembre 2004 58.34 N.D. N.D.
Enero 2005 23.00 <LD. N.D.
Febrero 2005 N.D. N.D. N.D.
Marzo 2005 <L.D. N.D. N.D.
Abril 2005 N.D. N.D. N.D.
Mayo 2005 35.44 <L.D, N.D.
Junio 2005 N.D. N.D. N.D.
Julio 2005 N.D. N.D. N.D.
Agosto 2005 <L.D. N.D. N.D.
Septiembre 2005 | 66.95 <LD <L.D.
Octubre 2005 28.25 <LD <L.D.
Noviembre 2005 41.58 <LD <L.D.

En la tabla 28 se puede observar que sélo 3 analitos de los 16 estudiados
presentaron sefiales en los cromatogramas correspondientes a las muestras de
agua del Arroyo de la Cola de Caballo durante el periodo de estudio. El
naftaleno se presentd en diciembre, enero, mayo, septiembre, octubre y
noviembre a niveles mayores que el LC, en marzo y agosto su nivel fue inferior
al LD y en febrero, abril, junio y julio no se detecté. Para el fluoreno, en los
meses de enero, septiembre, octubre y noviembre se registraron seriales
menores al LD, el resto de los meses no se detecté. El fenantreno no se detecto
de diciembre 2004 a agosto 2005 y los meses de septiembre, octubre y
noviembre 2005 presenté sefiales inferiores a los limites de deteccién.
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Embarcadero de la Presa Rodrigo Goémez (La Boca)
Tabla 29. Resultados de la determinacion de PAHs en muestras de agua del
Embarcadero de la Presa Rodrigo Gomez (La Boca).

Concentracién en ng/L
Naftaleno | Fluoreno | Fenantreno

LD 3.35 1.03 1.89

LC 10.04 3.06 5.66
Diciembre 2004 56.72 N.D. N.D.
Enero 2005 22.22 N.D. N.D.
Febrero 2005 58.60 N.D. N.D.
Marzo 2005 N.D. N.D. N.D.
Abril 2005 92.82 <L.C. <L.C.
Mayo 2005 54.89 <L.D. <L.C.
Junio 2005 32.11 N.D. N.D.
Julio 2005 <L.D. N.D. N.D.
Agosto 2005 <L.D. N.D. N.D.
Septiembre 2005 | 58.44 <L.C. <L.D.
Octubre 2005 60.30 <L.C. <L.D.
Noviembre 2005 | <L.C. <L.C. <L.C.

En la tabla 29 se observa que sdlo 3 analitos de los 16 estudiados fueron
detectados en el agua del Embarcadero de la Presa Rodrigo Gémez durante el
periodo de estudio. El naftaleno se presenté en diciembre, enero, febrero, abril,
mayo, junio, septiembre, octubre y noviembre a niveles mayores que el LC, en
julio y agosto su nivel fue inferior al LD y en marzo no se detect. Para el
fluoreno, en los meses de abril, mayo, septiembre, octubre y noviembre se
encontraron sefiales menores al LD, el resto de los meses no se detect6. Para
el fenantreno, solamente durante abri, mayo y noviembre se registraron
sefales inferiores al LC, en septiembre y ocfubre la sefial fue menor al LD, el
resto de los meses no se detectd.
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Cortina de la Presa Rodrigo Gémez (La Boca)
Tabla 30. Resultados de la determinacién de PAHs en muestras de agua de la
Cortina de la Presa Rodrigo Gémez (La Boca).

Concentracion en ng/L
Naftaleno | Fluoreno | Fenantreno

LD 3.35 1.03 1.89

LC 10.04 3.06 5.66
Diciembre 2004 29.58 N.D. N.D.
Enero 2005 30.92 < L.D. N.D.
Febrero 2005 <L.C. < L.D. N.D.
Marzo 2005 24.04 N.D. N.D.
Abril 2005 N.D. <L.D. <L.C.
Mayo 2005 31.54 < L.D. <L.C.
Junio 2005 N.D. N.D. N.D.
Julio 2005 N.D. N.D. N.D.
Agosto 2005 <L.C. N.D. N.D.
Septiembre 2005 36.75 < L.D. N.D.
Octubre 2005 80.15 < L.D. N.D.
Noviembre 2005 | 36.07 <L.D. <L.D.

En la tabla 30 se observa que s6lo 3 analitos de los 16 estudiados detectados
mostraron sefales en los cromatogramas de las muestras de agua de la Cortina
de la Presa Rodrigo Gomez durante el periodo de estudio. El naftaleno se
presentd en diciembre, enero, marzo, mayo, septiembre, octubre y noviembre a
niveles mayores que el LC, en febrero y agosto su nivel fue inferior al LC y en
abril, junio y julio no se detecté. Para el fluoreno, en los meses de enero,
febrero, abril, mayo, septiembre, octubre y noviembre se encontraron sefales
menores al LD, el resto de los meses no se detect6. Para el fenantreno,
solamente durante abril y mayo se registraron sefiales inferiores al LC, en
noviembre, sefial inferior al LD y el resto de los meses no se detecté.
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Rio San Juan
Tabla 31. Resultados de la determinacion de PAHs en muestras de agua del

Rio San Juan.
Concentracién en ng/L
Naftaleno | Fluoreno | Fenantreno

LD 3.35 1.03 1.89

LC 10.04 3.06 5.66
Diciembre 2004 21.94 N.D. N.D.
Enero 2005 <L.D. <L.C. <L.C.
Febrero 2005 N.D. N.D. N.D.
Marzo 2005 35.06 N.D. N.D.
Abril 2005 N.D. N.D. N.D.
Mayo 2005 20.7 N.D. N.D.
Junio 2005 < L.D. N.D. N.D.
Julio 2005 < L.D. N.D. N.D.
Agosto 2005 <L.C. <L.D. N.D.
Septiembre 2005 | 37.28 <L.D. N.D.
Octubre 2005 45.03 <L.D. N.D.
Noviembre 2005 60.72 <L.D. <L.C.

En la tabla 31 se observa que sdlo 3 analitos de los 16 estudiados fueron
detectados en el agua del Rio San Juaﬁ durante el periodo de estudio. El
naftaleno se presentd en diciembre, marzo, mayo, septiembre, octubre y
noviembre a niveles mayores que LC, en junio y julio su nivel fue inferior al LD;
en enero y agosto su nivel fue inferior a LC y en febrero y abril no se detectd.
Para el fluoreno, sélo en el mes de enero dio seiial inferior al LC, en los meses
de agosto,septiembre, octubre y noviembre su senal fue inferior al LD, el resto
de los meses no se detectd. Para el fenantreno, solamente durante enero y
noviembre se registrd senal inferior al LC, el resto de los meses no se detecto.
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Presa El Cuchillo
Tabla 32. Resultados de la determinacion de PAHs en muestras de agua de la
Presa El Cuchillo.

Concentracién en ng/L
Naftaleno | Fluoreno | Fenantreno

LD 3.35 1.03 1.89

LC 10.04 3.06 5.66
Diciembre 2004 <L.C. N.D. N.D.
Enero 2005 <L.C. N.D. N.D.
Febrero 2005 N.D. N.D. N.D.
Marzo 2005 29.52 N.D. N.D.
Abril 2005 N.D. N.D. N.D.
Mayo 2005 <L.D N.D. N.D.
Junio 2005 N.D. N.D. <L.C.
Julio 2005 N.D. N.D. N.D.
Agosto 2005 <L.D. N.D. N.D.
Septiembre 2005 | 79.17 <LC. <L.D.
Octubre 2005 61.20 <LD. N.D.
Noviembre 2005 43.01 <L.D. <L.D.

En la tabla 32 se observa que sdlo 2 analitos de los 16 estudiados fueron
detectados en el agua de la Presa El Cuchillo durante el periodo de estudio. El
naftaleno se presentd en marzo, septiembre, octubre y noviembre en
concentraciones mayores que el LC; en diciembre y enero su nivel fue inferior al
LC; en mayo y agosto su nivel fue inferior a LD y en febrero, abril, junio y julio
no se detectd. El fluoreno no se detectd de siembre 2004 a agosto 2005, en
septiembre fue menor a LC y octubre y noviembre menor a LD. El fenantreno
solamente durante junio registré sefial inferior al LC, en septiembre y octubre
inferior a LD y el resto de los meses no se detectd.
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Rio Pilén
Tabla 33. Resultados de la determinacion de PAHs en muestras de agua del

Rio Pilén.
Concentracion en ng/L
Naftaleno | Fluoreno | Fenantreno

LD 3.35 1.03 1.89

LC 10.04 3.08 5.66
Diciembre 2004 <L.C. N.D. N.D.
Enero 2005 26.50 <L.C. N.D.
Febrero 2005 48.45 N.D. N.D.
Marzo 2005 34.67 N.D. N.D.
Abril 2005 <L.D. <L.D. <L.D.
Mayo 2005 <L.D N.D. N.D.
Junio 2005 N.D. N.D. N.D.
Julio 2005 <L.D. N.D. N.D.
Agosto 2005 35.38 N.D. N.D.
Septiembre 2005 | 79.51 <L.D. <L.D.
Octubre 2005 104.34 <L.D. < L.D.
Noviembre 2005 | 29.64 <L.C. <L.C.

En la tabla 33 se observa que sélo 3 analitos de los 16 estudiados fueron
detectados en el agua del Rio Pilén durante el periodo de estudio. El naftaleno
se presentd en enero, febrero, marzo, agosto, septiembre, octubre y noviembre
a niveles mayores que LC, en julio su nivel fue inferior al LC, en abril y mayo su
nivel fue inferior a LD y en junio no se detect6. El fluoreno registrd senales
menores al LD durante los meses de enero, abril, septiembre, octubre y
noviembre, el resto de los meses no se detectd. El fenantreno solamente
durante abril, septiembre y octubre se registré sefial inferior al LD, en noviembre
inferior al LC, el resto de los meses no se detecto.
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Rio Pablillo
Tabla 34. Resultados de la determinacién de PAHs en muestras de agua del

Rio Pablillo.
Concentracion en ng/L
Naftaleno | Fluoreno | Fenantreno

LD 3.35 1.03 1.89

LC 10.04 3.06 5.66
Diciembre 2004 39.73 N.D. N.D.
Enero 2005 24.82 N.D. N.D.
Febrero 2005 N.D. N.D. N.D.
Marzo 2005 <L.C. N.D. N.D.
Abril 2005 N.D. N.D. N.D.
Mayo 2005 <LC <L.D. N.D.
Junio 2005 N.D. N.D. <L.D.
Julio 2005 <L.C. N.D. <L.D.
Agosto 2005 <L.C. N.D. N.D.
Septiembre 2005 | 45.11 < L.D. N.D.
Octubre 2005 63.42 <L.D. N.D.
Noviembre 2005 40.64 <L.D. <L.D.

En la tabla 34 se observa que sblo 3 analitos de los 16 estudiados fueron
detectados en el agua del Rio Pablillo durante el periodo de estudio. El
naftaleno se presentdé en diciembre, enero, marzo, mayo, julio, agosto,
septiembre, octubre y noviembre a niveles mayores que el LC; en febrero, abril
y junio no se detectd. El fluoreno registrd una pequefia sefial a niveles menores
que LD en mayo, septiembre, octubre y noviembre, el resto de los meses no se
detectd. Para el fenantreno se registraron sefiales inferiores al LD solamente
durante junio, julio y noviembrs, el resto de los meses no se detectd.
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Presa Cerro Prieto
Tabla 35. Resultados de la determinacién de PAHs en muestras de agua de la

Presa Cerro Prieto.

Concentracion en ng/L.
Naftaleno | Fluoreno | Fenantreno

LD 3.35 1.03 1.89

LC 10.04 3.06 5.66
Abril 2005 N.D. N.D. N.D.
Mayo 2005 <LC N.D. N.D.
Junio 2005 N.D. N.D. N.D.
Julio 2005 <L.C. N.D. <L.D.
Agosto 2005 18.60 N.D. N.D.
Septiembre 2005 | 32.75 < L.D. <L.D.
Octubre 2005 88.91 <L.D. < L.D.
Noviembre 2005 | <L.C. <L.D. <L.C.

En la tabla 35 se observa que sélo 3 analitos de los 16 estudiados registraron

sefiales en los cromatogramas de las muestras de agua de la Presa Cerro

Prieto durante el periodo de estudio. El naftaleno se presentd en agosto,

septiembre y octubre con valores mayores al LC, en mayo, julio y noviembre a

niveles inferiores al LC; en abril y junio no se detecté. El fluoreno, en

septiembre, octubre y noviembre presentd sefiales inferiores al LD, el resto de

los meses no se detectd. El fenantreno solamente durante noviembre dio sefal

inferior al LC, en julio, septiembre y octubre se registrd senal inferior al LD, el

resto de los meses no se detectd.

83



El muestreo en la Presa Cerro Prieto inicid después que en los ofros sitios
debido a que durante el periodo de muestreo esta fuente no abastecié de agua
a la ciudad, por tal motivo, el plan original era dejarla fuera del plan de
muestreo. La tuberia de 130 km, estuvo en mantenimiento desde junio 2004
hasta diciembre 2005, Servicios de Agua y Drenaje de Monterrey realizé
desazolve, reparacion de grietas y tubos, cambio de vélvulas y mantenimiento
general en los tanques a lo largo del acueducto, ademas de limpieza general.

LL.a Presa Cerro Prieto ha estado en operacién durante 20 afos y después de las
labores de mantenimiento volvera a abastecer de agua a la ciudad, por lo cual
se decidié incluirla en el plan de muestreo, pero a partir del mes de abril de
2005.



CAPITULO 5

DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Analisis por Cromatografia de Gases

En la figura 1 y tabla 12 del capitulo 4 se observa que el tiempo de retencién de
los 16 analitos por GC/MS se encuentra en el rango de 4.84 a 13.06 minutos,
por lo cual el tiempo de corrida cromatografica en este trabajo fue de 15
minutos, considerablemente menor al reportado por otros autores, como por
ejemplo A.J. King ef al. (38), cuyas corridas cromatograficas fueron de 73
minutos, o Martinez ef al. (10), quienes emplearon 65 minutos, o Doong (36),
que utilizé 60 minutos, Filipkowska (42), que empled 42.40 minutos, y Nangin Li
(32) 30 minutos.

El método 525 de la EPA {que es para 47 compuestos organicos, incluyendo a
13 PAHs, 3 estandares internos y un surrogado) establece 2 programas de
temperatura para el cromatdgrafo de gases, con los cuales se obtienen tiempos
de retencién cercanos a 28 minutos para el benzo(ghi)perileno, que es el dltimo
compuesto (de los 47) en salir de la columna, por lo cual en este método la
corrida cromatografica es de 35 minutos. En un trabajo anterior con PAHs en la
UANL (64), se utilizaron tiempos de corrida de 35 minutos en el cromatdgrafo de
gases, de modo que las condiciones actuales (15 minutos) representan una
mejora notable en tiempo.

En el mismo trabajo anterior (64) se operé el GC en modo full scan y ahora se

trabajé en modo SIM (monitoreo selectivo de iones) con el propdsito de alcanzar
niveles de deteccion mas bajos (76); con esa modificacion fue posible reducir
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los niveles de concentracién empleados para construir las curvas de calibracién
de los analitos por un factor de 20, ya que anteriormente el rango de trabajo fue
de 5 a 25 pg/mL, mientras que ahora el rango es de 0.25 a 1.25 pg/mL.

Con respecto a los iones de fragmentacién seleccionados para el monitoreo de
los PAHs (tabla 12), es importante sefialar que debido a que los PAHs sufren
poca fragmentaciéon por impacto electrénico, en todos los casos el pico base
corresponde al ion molecular, de modo que este ion se usd para la
cuantificacion, y que ademas de ese ion, se utilizaron dos iones adicionales
para la identificacion de cada hidrocarburo; al comparar la forma de identificar y
cuantificar 1o0s PAHs por otros investigadores, encontramos que algunos autores
usaron un solo ion para identificar y cuantificar (7,32), otros utilizaron dos iones
(30,38), y hubo quienes, como nosotros, se basaron en tres iones (10, 54).

5.2 Andlisis por Cromatografia de Liquidos

Debido a que cada PAH tiene su propio espectro de excitacién y de emision, fue
necesario elaborar un programa para el detector de fluorescencia, que consiste
en cambiar las longitudes de onda de excitacion y de emisién en funcion del
tiempo. Dicho programa afecta notablemente el cromatograma obtenido. A
continuacién se hacen algunas observaciones para demostrar el efecto de un
pequeiio cambio en el tiempo o en las longitudes de onda del programa.

La figura 2 del capitulo 4 corresponde al cromatograma obtenido en el HPLC
con el detector de fluorescencia para la mezcla de 16 PAHs bajo las
condiciones de operacion finales. El programa de fluorescencia que se utilizé es
presentado en la tabla 11 del capitulo 3; dicho cromatograma se tomé como
referencia en la separaciéon del acenafteno y fluoreno para la discusién que a
continuaciéon se presenta acerca del efecto de un cambio en las longitudes de
onda o en el tiempo programado sobre el cromatograma. Los tiempos del
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programa se eligieron con base en los tiempos de eluciéon de cada analito,
buscando que no coincidieran con el tiempo de retencion de ios mismos para
que no distorsionaran la sefal, ademas, en los casos en los que dos 0 mas
analitos estaban muy préximos entre si, se seleccionaron las longitudes de
onda adecuadas para que los analitos exhibieran sefales de tal magnitud que
permitieran detectar a varios de ellos a la vez, y eso significé que no
necesariamente se trabajé a las longitudes de onda de maxima absorbancia
para cada analito.

Para aclarar esto, se compara la figura 2 con la figura 4 (en la 2 el cambio de A
de excitacion y emisidn se programdé a 8.5 min, mientras que en la 4 se
programo a los 9 min para la deteccidén de acenafteno y fluoreno) .En la figura 4
se observa una distorsion de la sefal del acenafteno a los 9.37 min, debido a
que el tiempo del programa (9 min) esta muy cercano al tiempo de elucién del
compuesto. Nétese en la figura 4, que la intensidad del acenafteno es cercana a
1000 unidades de fluorescencia (UF) y que para el siguiente compuesto
(fluoreno) es de 1400 UF.

Por otro lado, ia figura 5 exhibe el efecto del cambio de longitud de onda de
excitacién a 216 nm y el tiempo a 8.5 min, sin cambio en ia longitud de onda de
emisién (323 nm). Se observa un incremento notable en la sehal de
fluorescencia del acenafteno (~5000 UF) y una reduccién de la senal del
fluoreno (~200 UF).

El cromatograma de la figura 6 se obtuvo al cambiar Unicamente la longitud de
onda de excitacion a 227 nm, (emisién 323 nm, 8.5 min), de nuevo se
increment6 la sefial de! acenafteno (mayor a 8000 UF) y disminuy6 |a sefial del
fiuoreno (~ 100 UF).

Después de varios cambios en el programa de fluorescencia, se determinaron
los valores adecuados de tiempo y las longitudes de onda de excitacién -
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