emision (A Ex y A Em) para la deteccién de acenafteno y fluoreno: 8.5 min, 254 y
323 nm. Ver figura 7, capitulo 4. En ese cromatograma aun no se optimizaban
las condiciones para los ultimos tres analitos que son: Dibenzo(a,h)antraceno,
benzo(ghi)perileno e indeno(1,2,3-cd)pireno.

De manera similar se trabajé para todos los demas hidrocarburos, observando
que un pequeiio cambio en el tiempo del programa o en las longitudes de onda
(A Exy A Em), conduce a cambios importantes en el cromatograma.

La figura 8 muestra el efecto del cambio en las longitudes de onda de excitacion
y emisién, sincronizadas con el tiempo, para todos los analitos bajo las
condiciones de operacién finales y el programa final de fluorescencia (tabla 11).
Al comparar los cromatogramas de las figuras 7 y 8, en este ultimo se observa
un incremento en la intensidad de las sefiales de fluorescencia de los Gltimos
tres analitos: dibenzo(a,h)antraceno, benzo(ghi)perileno e indeno(1,2,3-
cd)pireno, debido a la selecciéon adecuada de longitudes de onda de excitacién
y emision y los cambios de las mismas al tiempo adecuado.

Al comparar el programa de fluorescencia (tabla 11) desarrollado en este
trabajo para la determinacion de PAHs con los reportados por otros
investigadores (11, 66, 34, 52, 28, 58), se observa que cada programa es
diferente, ademas de que los otros autores trabajaron con menos hidrocarburos,
por gjemplo, Chen (11) utilizé sélo 5 PAHs, y Garcia Falcon (41) trabajd con 9
PAHs.

Otro factor que influye notablemente en el cromatograma obtenido es la
temperatura de trabajo; el programa de fluorescencia establecido se disefid
para trabajar la columna a 27 °C, de modo que se utilizé un controlador de
temperatura para la columna, pero para que éste funcionara bien, fue necesario
tener controlada la temperatura ambiente del laboratorio donde se encontraba el
cromatografo. En los meses de primavera y verano, el aire acondicionado del
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laboratorio, no enfriaba lo suficiente y esto ocasionaba corrimientos en los
tiempos de retencion de los analitos; la observacién fue que al aumentar la
temperatura, disminuian los tiempos de retencién, esto podria ocasionar que
coincidiera con el tiempo programado para el cambio de longitudes de onda y
por lo explicado anteriormente, provocar una deformacion o disminucion de la
sefial y en los casos mas graves, su ausencia total; esto (ltimo se presentaba
con el indeno(1,2,3-cd)pireno, cuyos tiempos de retencién oscilaron de 22.5 a
23.0 min, pero cuando eran inferiores a 22.5 min, no se observaba la sefial.
Otros investigadores también reportaron la necesidad de confrolar la
temperatura de trabajo por HPLC, por ejemplo Garcia Falcon trabajé a 33°C,
Chen a 45°C, y Miege a 35°C, mientras que Filipkowska trabaj6 a temperatura
ambiente (41, 11, 51, 42).

5.3 Validacién Instrumental

La validacién de un método es el proceso de probar que dicho método analitico
es aceptable para el propésito que fue desarrollado (70, 73).

5.3.1 Intervalo de trabajo

El intervalo de trabajo en las dos técnicas cromatograficas lo determinan los
niveles 1 y 5 de las graficas de calibracion. En los trabajos previos de Diaz-
Moroles (64) y Ramirez Villarreal (65) el intervalo de trabajo empleado para la
calibracion fue de 5 a 25 ng/mL en las concentraciones de inyeccién de cada
hidrocarburo. Uno de los objetivos en este trabajo fue reducir los niveles de
concentracién para la calibracién, lo cual se logré como puede apreciarse en las
tablas 14 y 15.

Para definir el rango de trabajo se tomé en cuenta que el detector de
fluorescencia permite detectar concentraciones menores que el detector UV, En
HPLC, las condiciones de partida para las pruebas preliminares fueron las
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concentraciones empleadas por Ramirez Villarreal (65), 5 a 25 ug/mL; a partir
de esas concentraciones se fueron haciendo pruebas con concentraciones
menores hasta que finalmente se llegé al nivel mas bajo posible que nos
permitia apreciar las sefiales de todos los analitos. Es importante aclarar que en
el trabajo de Ramirez Villarreal (65) se manejé una solucién que contenia
concentraciones iguales de 10s 16 PAHs y en este trabajo se usé una solucién
que contenia 8 concentraciones diferentes de los 16 hidrocarburos (debido a
que asi se encuentra disponible comercialmente), de modo que se manejaron 8
rangos de concentracién para construir las curvas de calibracién de los 16
analitos.

Para los analitos que se encuentran en menor concentracién en la mezcla;
antraceno, benzo(b)fluoranteno y benzo(k)fluoranteno, se trabajé en un intervalo
de 2.50 a 12.50 ng/mL, (en este trabajo de tesis se logré disminuir 2000 veces
la concentracion de estos tres compuestos para la calibraciéon con respecto al
trabajo de Ramirez Villarreal).

El intervalo de trabajo para el analito mas concentrado en la mezcla
(acenafteno) fue de 125.00 a 625.00 ng/mL y esto significa una disminucién de
40 veces respecto al trabajo mencionado.

Titato ef al(77) mencionan en su articulo que el intervalo de linealidad
estudiado fue de 0.1 a 10 pg/mL; si consideramos estos valores como el
intervalo para la calibracién, el rango de trabajo de Titato es de 40 a 800 veces
mayor al usado en este trabajo (0.0025 a 0.0125 ug/mL) para el antraceno,
benzo(b)fluranteno y benzo(k)fluranteno y cercano a los valores que nosotros
utilizamos para el analito mas concentrado (acenafteno), cabe aclarar que Titato
y colaboradores manejaron solamente 9 PAHs y los determinaron por HPLC
con detector UV.
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En GC, las condiciones de partida fueron de 5 a 25 pg/mL para la curva de
calibracién de cada hidrocarburo; en este caso la mezcla contenia
concentraciones iguales de los 16 PAHs y se llegé a un intervalo de 0.25 a 1.25
pg/mL, lo cual representa una mejora de 20 veces en concentracion comparado
con las condiciones de partida. El rango de trabajo empleado en la calibracion,
es comparable al reportado por Martinez acenafteno y fiuoreno et al. (10),
quienes reportaron valores de 0.05 a 2 pg/mL.

5.3.2 Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su habilidad, dentro de un
intervalo dado, para obtener resultados que son directamente proporcionales a
la concentracién del analito en la muestra (70, 72). Su evaluaciéon se realizé
mediante la preparacién y andlisis, por triplicado, de soluciones estandares en
cinco niveles de concentracion (73), como se describié en el capitulo 3.

Como se puede apreciar en la tabla 16, se cumplié el criterio de aceptacion de
la EPA que establece que RSD% de FR debe ser inferior a 20%, pues para
GC/MS se obtuvieron valores de 3.57 a 7.83; para HPLC se obtuvieron valores
de 2.20 a 5.87. Ademas, se cumpli6 el otro criterio de aceptacion de que el
coeficiente de correlacién sea mayor o igual que 0.995 para cada analito,
(tablas 14 y 15).

5.3.3 Precision

La precision de un método analitico puede ser expresado como la medicién del
grado de repetibilidad de un método analitico bajo las mismas condiciones
normales de operacidn y se expresa como varianza, desviacién estandar o
coeficiente de variacion de una serie de mediciones efectuadas de acuerdo con
el ICHy la EPA (70, 74).
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Green (73) define la precisién como la dispersién en los resultados obtenidos de
multiples analisis de una muestra homogénea. Pradeau (68) la define como la
concordancia entre las distintas mediciones de una misma muestra en
condiciones determinadas, y para medirla se evalua la repetibilidad o la
reproducibilidad. La repetibilidad implica mismo técnico, misma muestra, mismo
laboratorio, mismos aparatos y reactivos y la misma serie de analisis. La
reproducibilidad puede ser en el laboratorio o entre laboratorios.

La revisién de las tablas 14 y 15 permite establecer que hubo precisién en las 2
técnicas cromatograficas utilizadas, ya que todos los % RSD fueron menores a
6.5%; para GC/MS se obtuvieron valores desde 2.00% para el fluoreno hasta
6.29% para el benzo(k)fluoranteno, mientras que para HPLC los resultados
fueron desde 1.59% para el benzo(ghi)perileno hasta 3.45% para el
Indeno(1,2,3-cd)pireno. Se cumplié con el criterio de aceptacién que habiamos
establecido, de que los %RSD fueran menores al 15.

5.3.4 Limite de deteccion

El limite de deteccién (LD) de un procedimiento analitico es la mas baja
cantidad de analito en la muesira que puede ser detectado pero no
necesariamente cuantificado con exactitud (70).

Miller-Miller (71) establece textualmente que “En términos generales, el limite de
deteccién de un analito se puede describir como aquella concentracién que
proporciona una sefial en el instrumento "y” significativamente diferente de la
sefal del blanco o ruido de fondo”. Segun Miller-Miller, esta descripcion
proporciona al analista un buen margen de Iiberlad para decidir la definicion
exacta del limite de deteccién, basada en una adecuada interpretacién de la
frase “significativamente diferente”. AGn no existe un acuerdo total entre
investigadores, editores y asociaciones profesionales y estatutarias sobre este
punto. Sin embargo, va en aumento la tendencia a definir el limite de deteccion

92



como la concentracion de analito que proporciona una sefial igual a la sefial del
blanco, yg, mas tres vecss la desviacion estandar del blanco, sa.

Los LD obtenidos en este trabajo para la validacion instrumental por GC/MS
tienen valores de 28 a 89 ng/mL, mientras que los obtenidos por HPLC van de
0.41 a 21 ng/mL. Filipkowska ef al. (42) reportaron LD ligeramente mayores
para GC/MS (50 a 300 ng/mL), pero muy superiores para HPLC (100 a 700
ng/mL).

Recientemente, Titato y colaboradores (77,78) reportaron LD de 0.8 a 30 ugi/L,
pero manejaron solamente 8 PAHs y los determinaron por HPLC con detector
UV a dos longitudes de onda. Estos datos son similares a los obtenidos en este
trabajo por HPLC (0.41 a 21 pg/L).

5.3.5 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LC) también llamado “limite de determinacion”, se
considera como la minima concentracion de analito que puede ser determinada
o cuantificada con aceptable precision y exactitud bajo las condiciones
operacionales del método. Los valores que se presentan en las tablas 14, 15 y
25, estan basados en los criterios de Miller y Miller (71).

Los LC obtenidos en este trabajo para la validacidén instrumental por GC/MS
tienen valores de 84.51 a 267.57 ng/mL, mientras que los obtenidos por HPLC
van de 1.23 a 63.56 ng/mL. En general los articulos de referencia consultados
mencionan los LD, pero no los LC, por lo que resulta dificil establecer
comparaciones con los datos publicados.

De nuevo, Titato ef al. (77) reportaron LC para el sistema HPLC de 2.6 a 99.9

Hg/L, sus LC son similares a los obtenidos en este trabajo (1.23 a 63.56 ug/L),
pero ellos manejaron solamente 9 PAHs.
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5.3.6 Robustez

Los métodos desarrollados no son robustos, se debe tener un riguroso control
de las condiciones de operacién descritas. En HPLC se debe tener especial
cuidado con la temperatura de la columna y con ello de la temperatura ambiente
del laboratorio donde se encuentra el cromatégrafo; ademas las sefiales del
cromatograma se afectan con el flujo de la fase mévil, la proporcién de los
solventes, el programa de gradiente y el programa de fluorescencia. La
temperatura también es fundamental en GC/MS, junto con el flujo de gas
acarreador y todas las demas condiciones descritas. No fue necesario hacer un
disefio de experimentos para inferir que los métodos que se aplicaron no son
robustos.

5.4 Evaluacion de los sistemas de extraccion
5.4.1 Extraccion en fase sdlida

Como se aprecia en la tabla 17, para la extraccién en fase sélida en discos
aplicada a blancos fortificados con los 16 PAHs en concentraciones de 0.75
Hg/L y determinados por GC/MS, se obtuvieron recuperaciones desde 25% para
el naftaleno hasta 95% para el benzo(a)antraceno, con una media de
recuperacion de 65% para los 16 analitos. La precision que se obtuvo va desde
6% RSD para el benzo(b)fluoranteno hasta 28%RSD para el naftaleno.

La revision de la tabla 18, para la extraccion en fase sélida en discos aplicada a
blancos fortificados con los 16 PAHs en concentraciones de 0.030 a 1.50 pg/l. y
determinados por HPLC/FLU-UV, muestra que se obtuvieron recuperaciones
desde 37% para el Dibenzo(a,h)antraceno) hasta 99% para el fluoranteno, con
una media de recuperacién de 71% para los 16 analitos, con precisiones
inferiores a 16%RSD.
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La comparacion de las tablas 17 y 18 muestra que hubo mayor exactitud y
precision por cromatografia de liquidos. Debido a que HPLC/FLU-UV permite
detectar concentraciones menores de PAHs que GC/MS, a que se obtuvieron
mayores porcentajes de recuperacion de los analitos y menores coeficientes de
variacion, se selecciond esta técnica (HPLC) para comparar la eficiencia en la
etapa de extraccion usando SPE con discos y columnas.

La revision de la tabla 19 muestra que los porcentajes de recuperacion en disco
(56 a 96%) resultaron mayores que los obtenidos en columna (45 a 79%) para 5
blancos fortificados con los 16 PAHs en concentraciones de 0.05 a 2.50 pg/L, y
empleando el cromatdgrafo de liquidos con los detectores de fluorescencia y
ultravioleta para la determinacién de los PAHSs.

Los resultados de recuperacién de PAHs mediante SPE de este trabajo, son
mejores que los reportados por otros autores (16, 42); similares a los de
Martinez (10) y Titato (77,78), pero bajos comparados con los de Garcia Falcon
(41). A continuacion se hacen algunos comentarios respecto a los trabajos de
estos autores al compararios con éste.

Kabzinski ef al. (16) usaron SPE-HPLC/UV y obtuvieron recuperaciones de 28

a 104 %, ellos trabajaron con 16 PAHs en muestras de agua, pero cuantificaron
algunos analitos por pares, de modo que obtuvieron solo 12 sefiales, ademas
de que trabajaron con concentraciones de fortificacion de 0.1 ug/mL de cada
hidrocarburo, mieniras que aqui fueron usados niveles de fortificacion mas
bajos (0.05 a 2.5 pg/L) y se detectaron 16 seiiales.

Filipkowska et al. (42), reportaron recuperaciones muy inferiores (11-46%),

comparadas con las de este trabajo (56-96%) para muestras de agua
bidestilada fortificada con los 16 PAHs en concentracion de 18 pg/L.
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En el trabajo de Martinez et al. (10) las recuperaciones de 16 PAHSs en agua
con cartuchos SPE tuvieron valores de 35 a 113%. Ellos encontraron que el
naftaleno y el acenafteno fueron los menos recuperados, 1o cual coincide con
los resultados de este trabajo, ellos lo atribuyen a que estos compuestos son los
mas volatiles.

Garcia Falcon et al. (41) utilizaron SPE-HPLC/FLU para determinar 9 PAHs en
muestras de agua y encontraron recuperaciones que resultaron mucho mejores
(95 a 102%) que cuando usaron SPME. Para ellos, SPE en cartuchos superé a
SPME en cuanto a precisién, recuperacién y limites de deteccidén. Los niveles
de fortificacion que manejaron fueron de 2.2 a 30 ng/L. Garcia Falcon no trabajé
con los PAHs mas volatiles y trabajé un analito diferente, de modo que sdlo
trabajé con 8 PAHs de los 16 de este trabajo. Garcia Falcdn usé cartuchos de
360 mg y aqui se usaron de 1000 mg. Ofro factor importante que influyd en sus
resultados fue el uso de la maxima ganancia disponible en el cromatografo que
utilizd. Garcia Falcon trabaj6é con una ganancia de 1000, mientras que aqui se
trabajd con la minima ganancia del equipo que es de uno. Cabe sefialar que en
este trabajo también se probaron ofras ganancias (seccién 3.3.4) pero se
observd que al incrementar la ganancia se incrementaba el ruido y con ello las
interferencias, por lo cual se decidid trabajar con ganancia de uno.

Titato et al. (77, 78) reportaron recuperaciones de 66 a 91% por SPE, para 9
PAHs determinados por HPLC/UV; al comparar estos datos con los nuestros
obtenidos por. SPE-HPLC/FLU-UV, es importante especificar a qué niveles de
fortificacién se trabajo, Titato usé 10 pyg/mL y nosotros usamos 0.05 a 2.50
Hg/L. Es importante sefialar que, en el desarrollo de este trabajo se observé que
al aumentar la concentracién de PAHs en las muestras de agua, se incrementd
el porcentaje de recuperacion.

La tabla 36 resume los datos mencionados en la comparacién con otros autores
para ios resultados de SPE.
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Tabla 36. Comparacidn de resultados obtenidos por varios autores para SPE de

PAHSs en agua.
Técnical Concentracion No. %R % Referencia
Detector de fortificacion | PAHs RSD
HPLC/FLU-UV 0.05-2.50 ug/L 16 56-96 5-28 Este
trabajo,
Tablas
19y 20
HPLC/UV 0.1 pg/mL 16 28-104 — 16
GC/MS/IT 18 po/L 16 11-46 3-7 42
GC/MS-SIM 2 g/l 16 35-113 0.5-13 10
HPLC/UV 10 pg/mL 9 66-91 4.8-5.6 77
HPLC/FLU 2.2a30ng/l 9 95-102 1-4 41
HPLC/UV 10 pg/mL 9 66-91 5-9 78

%R = Porcentaje de recuperacion.

Para la precision de las extracciones por SPE en disco, en este trabajo se
obtuvieron %RSD de 5 a 28, cumpliendo asi para los 16 PAHs con el criterio de
aceptacién establecido por la EPA, de que sean inferiores a 30%. En cambio,
para las extracciones en columna este criterio no se cumplié para 2 analitos
(naftaleno y dibenzo(a,h)antracenc), como se sefiala en la tabla 20.

En resumen, en este trabajo, los resultados para SPE obtenidos con discos
fueron mas exactos y precisos que los obtenidos con columnas para llevar a
cabo la extraccion de los PAHs de blancos fortificados, por lo que se decidi
pasar a la siguiente etapa, desarrollo del estudio piloto, usando SPE con discos
como método de extraccion.
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5.4.2 Estudio piloto

El objetivo del estudio piloto fue aplicar a muestras reales las dos técnicas
cromatograficas (HPLC/FLU-UV y GC/MS) usando la SPE con disco para el
tratamiento de las muestras y, con base en los resultados que se obtuvieran en
el estudio piloto, se seleccionaria una de las dos técnicas cromatograficas
(gases o liquidos), para aplicarla al andiisis de las muestras de agua obtenidas
de las fuentes de abastecimiento de agua potable de la ciudad de Monterrey.

De las 8 muestras tomadas en el estudio piloto, sélo 2 mostraron sefales para
algunos PAHs en HPLC, en GC no se detectaron. Con el estudio piloto se
considerd la posibilidad de que los niveles de concentracién de PAHs en las
muestras objeto de estudio, tal vez fueran menores a las concentraciones que
se manejaron durante las pruebas para SPE referidas en las tablas 17 a 20; es
decir, que se habia probado la SPE para niveles de concentracion relativamente
altos con resultados satisfactorios, pero habia que probar la SPE para niveles
menores de concentracion; entonces fue necesario realizar mas extracciones,
pero empleando concentraciones de fortificacion menores a las que se habian
usado, para tener la seguridad de que una sefal de baja intensidad realmente
representaba una baja concentracioén en la muestra y no una mala recuperacion
de los analitos.

Por tal motivo, se probd la extraccién por medio de SPE en disco de 4 blancos
fortificados en concentraciones de 0.010 a 0.500 ug/L y se determinaron los
analitos por HPLC. Como se puede observar en la tabla 21 del capitulo 4, los
resultados tuvieron una precisidn aceptable para todos los analitos; pero las
recuperaciones fueron muy bajas (48% en promedio) comparadas con las
obtenidas al usar concentraciones mayores.
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En este trabajo se observé que la recuperaciéon de los PAHs disminuyd
drasticamente al reducir las concentraciones en los blancos fortificados cuando
empleamos discos C18 para la extraccidbn en fase sdlida. Fue entonces
necesario buscar otra forma de extraer los analitos de las muestras de agua que
permitiera recuperarlos en mayor porcentaje; uno de los métodos de referencia,
el 550 de la EPA emplea extraccion liquido-liquido para la determinacién de
PAHs en agua potable por HPLC-FLU-UV. Basados en esta referencia, se
decidié probar la técnica de Extraccidn Liquido-Liquido con el propédsito de
mejorar la eficiencia de la extraccion.

5.4.3 Extraccion Liquido-Liquido

Con el proposito de mejorar la recuperacibn de analitos en la etapa de
extraccién, se hicieron pruebas con extraccién liquido-liquido y, con la finalidad
de no emplear grandes volumenes de cloruro de metileno para la extraccion, se
cambié la cantidad de muestra: en lugar de usar 1000 mL y concentrar a un
mililitro (¢como en SPE), se usaron 250 mL y se concentré a un mililitro, a 500
microlitros y a 250 microlitros. En todos los casos se obtuvieron buenas
recuperaciones, pero se eligid recuperar en 250 microlitros de acetonitrilo, para
conservar la condicién inicial de concentrar mil veces los analitos en la solucién
de inyeccién con respecto a la muestra original. Se realizaron LLE en blancos
fortificados y en muestras de agua de la Presa Rodrigo Gémez fortificadas para
evaluar la eficiencia de la extraccion mediante los porcentajes de recuperacion,
ademas de evaluar la precision con 5 y 3 réplicas respectivamente. Se
efectuaron extracciones a diferentes niveles de concentracién y los resultados
se discuten a continuacién.

La tabla 22 muestra que los resultados obtenidos para la extraccion liquido-
liquido de blancos fortificados con los 16 PAHs en concentraciones de 0.010 a
0.500 pg/L y determinados por HPLC/FLU-UV, cumplen con los criterios de
aceptacién establecidos por la EPA. Se obtuvo un porcentaje de recuperacion
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promedio de 83.71, mientras que los valores individuales tienen un rango de
58.69-105.34%; la precisién presentd valores de 1.22 a 9.15 en porcentaje de
desviacion estandar relativa (%RSD), para 15 analitos; sélo el naftaleno
presentd un valor mayor.

En la tabla 23 se observa que los resultados de exactitud presentan un rango de
61 a 95% de recuperacion y presentan RSD% de 4 a 14 para muestras de agua
de la cortina de la Presa Rodrigo Gémez fortificada.

En la tabla 24 se aprecia que los porcentajes de recuperacién fueron en general
mayores de 70, excepto para el naftaleno, que presentd valores de 62 a 67%.
La baja recuperacién del naftaleno se atribuye a su alta volatilidad (10).

En resumen, después de analizar los resultados de las tablas 17 a 24, se puede
afirmar que la extraccion liquido-liquido resulté mas eficiente que la extraccion
en fase sélida para este trabajo, ya que presentd mayor exactitud y precision.

Los resultados de recuperacion de PAHs mediante LLE aqui presentados son
mejores que los reportados por otros autores (42, 77). A continuacion se hacen
algunos comentarios respecto a los trabajos de estos autores al compararios
con este trabajo.

(2005) Filipkowska ef al (42), emplearon muestras de agua bidestilada
fortificada con los 16 PAHs en concentracién de 18 pg/L y por LLE reportaron
recuperaciones en un rango demasiado amplio (4-126%), comparadas con las
de este trabajo (59-105%) para agua bidestilada fortificada.

(2005) Otro autor que trabajé LLE es Titato (77); sin embargo, de 9 analitos,
sblo logrd extraer 6 por LLE a un nivel de fortificacién muy elevado (10 pg/mL)
comparado con el que aqui se reporta (0.010-0.500 pg/L). Titato menciona en
su trabajo que después de la extraccion, llevé a sequedad la fase organica con
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corriente de nitrégeno, y recuperé los PAHs en acetonitrilo. En el trabajo aqui

desarrollado, la etapa de volatilizacién del solvente organico fue fundamental

para evitar la pérdida de los 3 PAHs de menor peso molecular, de modo que se

llevaba casi a sequedad e inmediatamente se recuperaba con acetonitrilo. A

continuacion se presenta una tabla que permite comparar los resultados de LLE
encontrados en este trabajo con los obtenidos por Filipkowska (42) y por Titato

(77, 78).

Tabla 37. Comparacién de resultados obtenidos por varios autores para LLE de

PAHs en agua.
Técnica/ Concentracion No. % R % Referencia
Detector de fortificacibn | PAHs RSD
HPLC/FLU-UV 0.010-0.50 yg/L | 16 | 59-105 1-9 Este trabajo,
Agua Tabla 22
bidestilada
HPLC/FLU-UV 0.010-0.50 ug/L | 16 61-95 4-14 | Este trabajo,
Agua de Presa Tabla 23
GC/MSAT 18 ugiL 16 4-126 8 42
Agua
bidestilada
HPLC/UV 10 ug/mL 9 85-98 | 7.7-8.5 77
Agua Milli-Q
HPLC/UV 10 pg/mL 9 85-98 | 8.0-85 78
Agua Milli-Q

%R = Porcentaje de recuperacion.
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5.4.4 Exactitud

La exactitud de un método es la proximidad del valor medido al valor aceptado
como verdadero en la muestra. Se puede realizar mediante la adicién de los
analitos a blancos de matriz y determinando el porcentaje de recuperacién (73).

La recuperacién de los 16 PAHs en este trabajo mediante LLE fue satisfactoria,
ya que presentd recuperaciones de 80 a 90% para los diferentes niveles de
fortificacion empleados; ademas cumple el criterio de aceptacién de la EPA, de
que % RSD de las recuperaciones sean menores a 30%, (Tablas 22,23 y 24).

5.5 Validacién del método de analisis por LLE-HPLC/FLU-UV

Para la validacion del método LLE-HPLC/FLU-UV se usaron 10 intervalos de
trabajo, el mas bajo fue para antracenco y benzo(k)fluoranteno, de 2.50 a 12.50
ng/L; el més alto fue para el acenafteno, con concentraciones de 375 a 625 ng/L
(Tabla 25).

Para poder evaluar la linealidad se calcularon los coeficientes de determinacion
para las curvas de calibracién de cada uno de los 16 PAHs y para todos se
obtuvieron valores mayores de 0.99. También se calculdé % RSD de los 9
factores de respuesta y todos resultaron menores que 15, lo que significa que
se cumplid con los criterios de aceptacién establecidos por la EPA (<20%),
(Tabla 25).

La precision del método tuvo valores de 2 a 10 % RSD de las mediciones que
se hicieron para cada analito, cumpliendo con esto el criterio de aceptacién
EPA de que sea menor que 15%, (Tabla 25).

La precisién del método desarrollado es comparable a la obtenida por Martinez
et al, (10), quienes reportaron para SPE-GC/MS una repetibilidad de 0.5 a2 6.0 %
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RSD para la mayoria de los compuestos y 13% para el fuoranteno, valores
cercanos a los aqui obtenidos por LLE-HPLC/FLU-UV (2.06 a 10.44% RSD,
(Tabla 25). Es importante aclarar que Martinez manejdé concentraciones de
fortificacion de 2.0 ug/mL y aqui se usaron concenfraciones de 0.01 a 0.50
pg/mL.

Una medida de la exactitud es el porcentaje de recuperaciéon de los analitos; en
secciones anteriores se habld de los porcentajes de recuperacidn obtenidos
durante las pruebas de SPE y LLE para blancos y agua de la Presa Rodrigo
Gémez fortificada; es importante sefialar que cada mes se evalud la
recuperacion para cada una de las muestras fortificadas que se prepararon
simultaneamente con las muestras sin fortificar, y siempre se obtuvieron valores
superiores al 80% de recuperacion.

5.6 Comparacién con otros métodos

Los LD del método desarroliado en este trabajo van de 0.59 a 21.29 ng/L (Tabla
25), este Gltimo valor se obtuvo para el acenafteno, que es el analito mas
concentrado en las soluciones de trabajo; su conceniracion es 50 veces mas
elevada que la de otros analitos en la mezcla, (debido a que es la forma
disponible comercialmente la mezcla de estandares certificados de los 16
PAHSs), sin considerar al acenafteno, el intervalo de LD va de 0.59 a 8.99 ng/L;
este Ultimo valor es para el acenaftileno, que es el que se detecta por UV
porque no presenta fluorescencia y su concentracion también es elevada; sin
embargo, estos resultados son comparables a los de Martinez ef al. (2004) (10),
quienes reportaron LD de 0.1 a 15 ng/L para muestras de agua fortificadas con
los 16 PAHs, sometidas a SPE y analizadas por GC/MS.

(2004) King et al. (38), utilizaron SPME-GC-MS para 16 PAHs en muestras de

agua y encontraron LD de 1 a 29 ng/L, que también son similares a los LD del
método desarrollado en este trabajo; sin embargo, al comparar los valores

103



individuales para el benzo(a)pireno, el LD aqui reportado es menor, 1o mismo
ocurre para otros 4 PAHs considerados carcinégenos y que son a los que méas
importancia se les da en la legislacién europea.

(2004) Chen (11) us6 SPME-HPLC/FLU para analizar 5 PAHs en agua y reportd
LD de 2.3 a 6 ng/L; al comparar estos valores con los obtenidos con el método
desarrollado en este trabajo, se observa que para 3 hidrocarburos (de los 5 que
analizé Chen) los LD son similares a los obtenidos en este estudio.

(2004) Garcia Falcon y colaboradores (41) reportaron LD de 3 a 37 ng/L para la
determinacion de 9 PAHs en agua por SPME-HPLC-FLU, y para SPE-HPLC-
FLU encontraron LD de 0.05 a 0.7 ng/L. Aunque los resultados de LD para SPE
reportados por Garcia Falcon son menores que los obtenidos en este trabajo,
es importante aclarar que ellos manejaron s6lo 9 PAHs, que no trabajaron con
los PAHs mas volatiles y que para minimizar los niveles de deteccién usaron los
valores maximos de ganancia y ranura del detector (1000 y 40
respectivamente); mientras que aqui se trabajé con la minima ganancia del
equipo que es de uno. Como se menciond en la seccion 3.3.4, en el desarrollo
del método se probaron otros niveles de ganancia, pero se observd que al
incrementar la seial, se incrementaba también el ruido y eso interferia en el
analisis de algunos de los PAHSs, por lo que se decidio trabajar con el nivel 1 de
ganancia.

(1990) El método 550 de la EPA (26) presenta LD en el intervalo de 2 a 3300
ng/L, es importante aclarar que en este método 12 PAHs se detectan por FLU y
para ellos los LD van de 2 a 162 ng/L; para los mismos compuestos, los LD de
este trabajo para esos 12 PAHs van de 0.59 a 5.99 ng/L, (Tabla 25).

Con respecto a los limites de cuantificacién obtenidos en este trabajo, en la

tabla 25 se observa que e! intervalo es de 1.76 a 63.86 ng/L, este Ultimo valor
es para el acenafieno, ya se menciond que este compuesto se encuentra en
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una concentracion muy elevada comparada con el resto de la mezcla de 16
PAHs; es normal entonces que se obtengan valores de LD y LC altcs, puesto
que su curva de calibracion se manejé con concentraciones relativamente
grandes. Si el objetivo fuera lograr LD y LC menores para este compuesto, sin
tomar en cuenta a los demas PAHs, se tendria que manejarlo en
concentraciones menores y se podrian utilizar las longitudes de onda de la
figura 6 para maximizar la sefial de fluorescencia.

Los LC obtenidos para el método (1.76 a 63.86 ng/L), estuvieron por dsbajo del
limite maximo permitido por la Unién Europea para los PAHSs, que es de 200
ng/L.. Los LC obtenidos para el benzo(a)pireno (9.32 ng/L), se encuentran por
debajo del limite maximo permitido por la EPA, que es de 200 ng/L. Los LC
también fueron menores al limite establecido por la OMS, que considera al
benzo(a)pireno como representativo de los PAHSs y lo limita a un valor de 700
ng/L, por l0 que el método desarroliado en este trabajo es aplicable para la
determinacién de PAHs en muestras de agua que provengan de las fuentes de
abastecimiento de agua potable.

5.7 Estudio ciego

El estudio ciego se hizo para evaluar la confiabilidad del método. En el analisis
de la muestra ciega se lograron detectar y cuantificar los 16 analitos; se obtuvo
en promedio un error menor al 10%, lo cual indica que el método tiene una
exactitud aceptable, (Tabla 26).

5.8 Aplicacion del método seleccionado a muestras reales

El estudio piloto permitié seleccionar LLE para la primera etapa del tratamiento
de muestra, debido a que en nuestras pruebas resulté mas eficiente que SPE;
para la etapa de concentracion se decidid usar nitrégeno gas porque es la forma
mas sencilla de volatilizar el cloruro de metileno comparado con Kuderna-
Danish, ademas de que requiere menos transferencias y manipulacién de la
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muestra (comparado con el Kuderna) y por 1o mismo, menor probabilidad de
pérdida de la muestra (excepto para el naftalenc). Para |a etapa de medicién, se
eligi6 a la cromatografia de liquidos debido a que presentdé menores niveles de
detecciéon comparada con GC.

Como se mencioné en el capitulo 3, la informacién de cuéles son las fuentes de
abastecimiento de agua potable de la ciudad de Monterrey, fue proporcionada
por Servicios de Agua y Drenaje de Monterrey, |.P.D. Con base en esa
informacién, se establecieron los sitios de muestreo, los cuales se presentan en
la tabla 27. Los tiempos transcurridos para el analisis son los recomendados por
la EPA, para evitar la degradacion de las mismas. Los frascos de vidrio oscuro
se usaron para evitar descomposicion fotolitica, de acuerdo al método 550 de la
EPA.

5.9 Resultados generales de las muestras de 12 meses

Las muestras de agua que se tomaron durante un periodo de 12 meses en los
sitios descritos en la tabla 27, en general presentaron sefales sélo para 3
analitos de los 16, que son: naftaleno, fluoreno y fenantreno, cuyos limites de
cuantificacion son 10.04,3.06 y 5.66 ng/L; es importante aclarar que ninguno de
los tres esta clasificado como carcindégeno y que en ninguno de los 12 meses
fluoreno y fenantreno alcanzaron niveles superiores al LC, y que con mucha
frecuencia para ellos se reporté N.D. (no detectable) o <LD. El unico analito que
alcanzd, algunos meses, valores cuantificables fue el naftaleno, pero se
encontré en concentraciones menores al limite maximo permitido por la Unién
Europea para PAHSs totales (200 ng/L).
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1 Conclusiones

1. Se desarrolld un método cromatografico que es aplicable a la
determinacién de PAHs en fuentes de abastecimiento de agua
potable.

2. El método desarrollado permite detectar los analitos de interés a
niveles de concentracién inferiores a los estipulados en regulaciones
internacionales (UE, OMS, EPA).

3. Los niveles de PAHs en las fuentes de abastecimientos estudiadas
estan dentro de las normas internacionales, pues no se detectaron
sefiales de ningun PAH clasificado como carcindégeno.

6.2 Perspectivas

1. Proponer el método desarrollado a la SEMARNAT para que se considere
su difusién y aplicacion a nivel nacional.

2. Presentar el método desarrollado a Servicios de Agua y Drenaje de
Monterrey, para que considere su aplicacién en el agua potable y sus
fuentes de abastecimiento.

3. Investigar la presencia de PAHs en otras matrices ambientales, tales
como sedimentos.

4. Optimizar la extraccidon en fase sélida.
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