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RESUMEN

RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs por sus siglas en inglés) son
un grupo de contaminantes resultado de procesos industriales, combustion
de productos derivados del petréleo e incineracion de desechos. Los PAHs
presentan diferentes riesgos a la salud de los humanos debido a su
capacidad mutagénica, genotdoxica y cancerigena. Por lo anterior la
Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer los ha catalogado
como agentes carcindgenos, y la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos los ha clasificado como contaminantes de interés prioritario.
Debido a los efectos adversos es importante contar con metodologias
analiticas que permitan los limites de deteccion y cuantificacidon requeridos
por entidades reguladoras. Las técnicas mds empleadas en la
determinaciéon de PAHs son las cromatogrdficas (gas vy liquido) acoplados
con diferentes detectores. Las principales ventajas son su versatilidad,

permiten el andlisis multianalito y alcanzan limites de deteccidon adecuados.

El paso mds importante en las metodologias para la determinacion de PAHs
es el tratamiento de la muestra, debido a que se encuentran en bajas
concentraciones y en matrices complejas, por lo que es necesario aplicar
protocolos de preparacion de muestra para limpiar y/o concentrar a los
analitos de interés. Dentro de las metodologias para la determinacion de
PAHs las técnicas mds empleadas para la limpieza y concentracion son las

basadas en extraccidon en fase solida.

Los materiales poliméricos han demostrado ser adsorbentes adecuados en
las técnicas de extraccion en fase sélida. El poliestireno (PS) es uno de los
materiales mds producidos y utilizados, que puede ser empleado como

adsorbente ya que presenta estabilidad en medio acuoso y capacidad de




RESUMEN

adsorcion mediante interacciones m-11. El presente trabajo propone la

determinacion de 12 PAHs en muestras complejas mediante extraccion en
fase solida empleando peliculas de PS reciclado seguida de cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) con detector de

fluorescencia (FLD por sus siglas en inglés).
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ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES

1.1 Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son un grupo de compuestos que
confienen dos o mds anillos aromdticos fusionados, los cuales difieren en el
numero y posicion de los anillos (Barro et al., 2009; Danyi et al., 2009). Los
PAHs tienen propiedades no polares y estabilidad molecular que les permite
estar presentes en diferentes matrices (Ishizaki et al., 2010; Pogorzelec vy
Piekarska, 2018; Soceanu et al., 2016). Los PAHs que contienen hasta cuatro
anillos se denominan PAHs ligeros y los que contienen mas de cuatro anillos
se denominan PAHs pesados. Mientras mds alto sea el peso molecular, son
mas estables, perjudiciales y téxicos para el medio ambiente y salud

humana (Kuppusamy et al., 2016; Lawal, 2017).

Diversas organizaciones han descrito diferentes afecciones a la salud
debido a que los PAHs poseen propiedades mutagénicas, genotoxicas y
cancerigenas (Ramesh et al., 2004; Zelinkova y Wenzl, 2015). La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC por sus siglas en inglés)
ha catalogado 17 PAHs como agentes carcinbgenos entre el grupo |1
(carcinogénico), grupo 2A (probables) y grupo 2B (posibles) (IARC, 2010). La
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA por sus siglas
en inglés) ha considerado que son contaminantes de interés prioritario, y ha
establecido 16 PAHs que se encuentran con frecuencia en muestras de
monitoreo ambiental (EPA, 2020; Zelinkova y Wenzl, 2015). Debido a las
propiedades daninas que poseen se debe conocer las fuentes de
exposicidon, ademds, de tener técnicas que permitan la cuantificacion de
los PAHs. Los seres humanos estdn expuestos a los PAHs a través del aire,

agua y alimentos contaminados provenientes de diversas fuentes.
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1.1.1 Fuentes de hidrocarburos aromdaticos policiclicos

La formacién de los PAHs sucede cuando se expone la materia orgdnica a
temperaturas elevadas de combustion, por lo cual la formaciéon de los PAHs
puede ser atfribuida a la combustidon incompleta de diferentes materiales
(Majiri et al., 2019). Pueden permanecer en el ambiente durante tiempos
prolongados sin perder sus propiedades toxicas (Kalantari et al., 2019; Kim et
al., 2014) debido a sus propiedades lipofilicas y baja presion de vapor (Biswas
y Ghosh 2014). Las fuentes de PAHs en combinacién con los fendmenos de
transporte contribuyen a su distribucidon mundial, por lo que pueden
originarse de dos formas, de manera natural a partir de filfraciones de
petréleo crudo, incendios forestales y actividad volcdnica (Adeniji et al.,
2018; Lopez-Avila et al., 1995), y de manera anfropogénica por fuentes
piroliticas y petrogénicas. Las fuentes piroliticas incluyen procesos de
combustion, generacion de energia eléctrica, incineracion de desechos,
calefaccidon doméstica y emisiones industriales, mientras que las fuentes
petrogénicas estan relacionadas con las emisiones de productos derivados
del petréleo como: materiales de construccion de carreteras y asfalto
(Adeniji et al., 2018; Santos y Galceran, 2002).

Los PAHs tienden a absorberse en particulas en suspension y finalmente,
ingresan a los ambientes terrestres y acudticos debido a sus propiedades

fisicas y quimicas (Pogorzelec y Piekarska, 2018; Soceanu et al., 2016).

1.1.2 Propiedades de los hidrocarburos aromdticos policiclicos

La EPA ha catalogado 16 PAHs como contaminantes de interés prioritario
basados en su exposicion, toxicidad, e informacion disponible. Los PAHs son:
el acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo[a]antraceno,

benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[g.h,i]perileno,

86
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benzol[k]fluoranteno, criseno, dibenzo[a,h]antraceno, fenantreno,
fluoranteno, fluoreno, indenol1,2,3-c,d]pireno, naftaleno y pireno, estos se

muestran en la Figura 1 (Bojes y Pope, 2007; EPA, 2020).

Acenafteno Acenaftileno Antraceno Benzo[a]antraceno
(L~
30~ G0 G
g SORY,
Benzo[a]pireno Benzo[b]fluoranteno Benzo|ghi]perileno Benzo[k]|fluoranteno
oot ooy
Criseno Dibenzo[a,h]antraceno Fenantreno Fluoranteno
(T (2
T S0
Fluoreno Indeno [1, 2,3-cd]pireno Naftaleno Pireno

Figura 1. Hidrocarburos aromdaticos policiclicos catalogados de interés

prioritario por la EPA.

Los PAHs estdn asociados a diferentes procesos industriales como:
elaboracion de fintes, farmacéuticos, pldsticos, fungicidas e insecticidas
(Mallick, 2019). Son utilizados en procesos de sintesis orgdnica como la
produccion de pigmentos, polimeros y colorantes (He vy Liu, 2007; Sharma y
Lee, 2015).

La Tabla 1T muestra los datos relacionados a 16 PAHs prioritarios de la EPA. La
Secretaria de Salud de México (SSA) vy la EPA han regulado el nivel maximo
permisible en agua (IARC, 2010; Lawal, 2017; Maijiri et al., 2019). En México
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estd normado el limite maximo de benzo(a)pireno en agua en 0.70 ng mL-!
(SSA, 2019), mientras que la EPA ha regulado benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,  criseno,
dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-c.d)pireno en concentraciones de
0.10-0.40 ng mL! (Gehle, 2009).

Tabla 1. Datos de los 16 PAHs clasificados como prioritarios por la EPA.

PAH Peso log Solubilidad Presion  Clasificacion
molecular Kow enagua de Vapor IARC
(g mol) (ng mL") (Pa)

Acenafteno 1542 3.92 3.9x108 3.07 -
Acenaftileno 152.1 407  3.5x103 3.87 -
Antraceno 178.2  4.50 73.0 8.06x104 3
Benzo(a)antraceno 228.3  5.61 14.0 5.43%104 2A
Benzo(a)pireno 252.3  6.50 3.8 6.00x1078 1
Benzo(b)fluoranteno 2523  6.12 1.20 5.00x1077 2B
Benzo(g.h.i)perileno 2763  6.50 0.30 1.38x10°8 3
Benzo(k)fluoranteno 252.3  6.84 0.76 5.20x10°8 2B
Criseno 228.2  5.91 2.00 4,00x107¢ 3
Dibenzo(a,h)antraceno  278.3  6.50 0.50 1.33x10°8 2°
Fenantreno 1742  4.60 1300 1.06x107! 3
Fluoranteno 2022  5.22 260.0 8.61x104 3
Fluoreno 166.2 4.18 1980 1.66 3
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 276.3  6.58 62.0 1.27x1077 2B
Naftaleno 128.1 3.35 31.7x108 11.14 2B

Pireno 202.2  5.18 135.0 5.00x1075 3

1: Carcinogénico para humanos, 2A: Probablemente carcinogénico para
humanos, 2B: Posiblemente carcinogénico para humanos, 3: No clasificable

como carcinogénico.

1.2 Métodos de determinacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los PAHs se han determinado en diferentes muestras como alimentos,
ambientales y bioldgicas utilizando métodos analiticos avalados por
organizaciones internacionales como la EPA o la IARC. Los métodos para la

determinacién de PAHs se agrupan en tres grupos: métodos de
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inmunoensayo, espectroscopicos y cromatogrdficos (Adeniji et al., 2018,

Pavlova y Ivanova, 2003).

1.2.1 Métodos de inmunoensayos

Los principales métodos de inmunoensayo que existen utilizan diferentes
técnicas de deteccidon inmunoquimica como pruebas de Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas, el radioinmunoensayo, vy
electroquimico (Del Carlo et al., 2008, Fahnrich et al., 2002). Los métodos se
basan en reacciones de los PAHs con biopolimeros como el ADN, formando
complejos PAH-ADN (Van Emon y Gerlach, 1998). Estos compuestos son
detectados faciimente mediante anticuerpos o enzimas generados de
forma especifica para cada PAH. El ejemplo mdas estudiado es un ensayo
basado en anticuerpos generados contra el benzo(a)pireno-ADN (F&hnrich
et al., 2002). También los PAHs al ser moléculas pequenas en comparacion
con compuestos biorgdnicos y no poseer capacidad para desencadenar
una respuesta inmunitaria, se pueden acoplar a una proteina
transportadora (Hemocianina de lapa californiana o albumina de suero
bovino), y una molécula espaciadora. Por ello los anficuerpos no solo se
generan contra el PAH, sino también contra la molécula espaciadora y la

proteina transportadora (F&hnrich et al., 2002).

Dentro de los métodos inmunoquimicos existen una serie de desventajas
debido a que el desarrollo de inmunoensayos para PAHs requiere de
tiempos elevados, ya que los antficuerpos deben prepararse, caracterizarse
y deben optimizarse las condiciones de obtencidn7. Ademds, la
reproducibilidad no es adecuada y los anticuerpos y enzimas implicados
suelen tener una estabilidad limitada. El uso de métodos inmunoquimicos se
restringe a soluciones acuosas o soluciones que contienen solo pequenas

cantidades de solventes orgdnicos (Adeniji et al., 2018). Los anticuerpos no
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son muy especificos para un solo PAH. Debido a la similitud estructural, la
falta de grupos funcionales, la densidad electronica y el peso molecular
similar hacen que sea muy dificil para los anficuerpos distinguir entre los
compuestos individuales. Hasta el momento, no se ha desarrollado ningun
anticuerpo que pueda detectar un solo PAH o detectar todos los PAHs de
mayor importancia (Fahnrich et al., 2002). Las metodologias descritas son
Utiles en andlisis de familias que suelen ser agrupadas por el nUmero de

anillos o similitud en el peso molecular.

Actualmente existen diversos kits disponibles comercialmente, sin embargo,
su baja selectividad, precision, exactitud y afinidad hacia compuestos
aromdaticos es significativamente menor que la que se podria obtener con

otros métodos de andlisis, lo que limita su aplicacion (Adeniji et al., 2018).

1.2.2 Métodos espectroscopicos

Existen descritas técnicas de andlisis espectroscdpico que involucran desde
la resonancia magnética nuclear (RMN) hasta infrarrojo (IR), sin embargo, los
métodos mds empleados son las basados en espectroscopia ultravioleta
(UV) e IR (Adeniji et al., 2018).

El método IR aprovecha los espectros de vibracion de estiramiento y flexion
asociados con una molécula. Sin embargo, la falta de especificidad de los
métodos IR limita su uso en la determinacidon de PAHs debido a que
presentan interferencias, ademas de ser poco selectivos (Pavlovay lvanova,
2003). Las muestras con PAHs se exiraen primero con un solvente y esta
solucidon se pone en contacto con gel de siice para eliminar los
componentes polares para posteriormente analizarse mediante IR. La
espectroscopia IR se ha utilizado para determinar la concentracidon de

compuestos orgdnicos voldatiles y PAHs en agua (Kumar et al., 2017), debido
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a la ventagja de ser una técnica rdpida y econdmica. A pesar de la baja
sensibilidad, ser susceptibles a presentar interferencias y falta de
especificidad se han aplicado al andlisis de muestras de suelo (Okparanma

y Mouazen, 2013).

Los métodos basados en espectroscopia UV-Vis miden la absorcion de los
analitos al aplicar un haz de luz a una longitud de onda. Los compuestos
orgdnicos fienen una absorciéon en la region ultravioleta o visible debido ala
presencia de la estructura cromofora. La cantidad de luz absorbida por un
compuesto en solucidon depende de la concentracidon de la sustancia. Los
métodos UV son considerados sensibles y selectivos a compuestos
aromdticos, pero se ven afectados con mayor frecuencia por la
interferencia debida a la presencia de otros compuestos en la muestra.
Como alternativa se han planteado el uso de métodos fluorimétricos ya que
aligual que los espectros de absorcidon los PAHs fienen espectros de emision
caracteristicos en intervalos de longitud de onda 280-550 nm (Christensen et
al., 20095).

La principal dificultad relacionada a la determinacion de PAHs es la
complejidad de la muestra. Sin embargo, la combinacion de diferentes
métodos espectroscodpicas con calibracion multivariante ha permitido la
determinacién de PAHs (Mas et al., 2010). Aunque se han desarrollado
metodologias para la determinacion se han preferido el uso de técnicas
cromatogrdficas debido a que permite la separacion y cuantificacion

simultdnea de un mayor nUmero de PAHs.

1.2.3 Métodos cromatogrdficos

Los métodos cromatogrdficos estdn basados en la separacion de los

componentes contenidos en una matriz mediante un sistema que consiste
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de una fase movil y una estacionaria. La fase movil es un liquido o un gas,
mientras que la fase estacionaria es un liquido enlazado quimicamente alas
paredes interiores de un tubo capilar o particulas sélidas empagquetadas
dentro de una columna (Skoog et al., 2020). Los métodos cromatogrdficos
han sido utilizados para identificar, analizar o separar algun analito presente
en una matriz. Debido a su versatilidad, andlisis multianalito y su sensibilidad
analitica. Las técnicas cromatogrdficas son las mas utilizadas en las
determinaciones de PAHs de la EPA ya que se aplican al andlisis en diversas
matrices (agua, suelos, residuos solidos, aire y alimentos, ademds instancias
internacionales estipulan el uso de cromatografia de gases de alta
resolucion o cromatografia de gases (GC por sus siglas en inglés) en la

determinacion de PAHs (Poster et al., 2006).

1.2.3.1 Cromatografia de gases

Los PAHs se han analizado tradicionalmente mediante GC con una
exactitud, precisidon y especificidad aceptables debido a que permite la
separacion y deteccidn de compuestos voldtiles, y semivoldtiles
térmicamente estables (Adeniji et al., 2018, Cheng et al., 2012). El andlisis
mediante GC se realiza vaporizando una muestra donde los componentes se
separan entre la fase mévil que es un gas y la fase estacionaria liquida o sélida
retenida en una columna. La elucién ocurre por el transporte de los analitos
mediante la fase movil inerte que no interactia con los componentes de la
muestra (Skoog et al., 2020). La GC se clasifica en cromatografia gas-sélido
y cromatografia gas-liquido dependiendo de si la fase estacionaria es un
adsorbente sélido o una pelicula que recubre la pared interna de la
columna. Las fases estacionarias mas utilizadas para la separacion son:
columnas con polisiloxanos con metilo y fenilo, y polietilenglicol (Zhang et al.,

2020). Se han desarrollado nuevas fases estacionarias con la finalidad de
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analizar un mayor numero de PAHs y mejorar la separacion, por lo que se
han utilizado para la separacion estructuras metalorgdnicas (Nolvachai et

al., 2017) y compuestos con base en carbono (Fan et al., 2015).

Debido a que los PAHs son compuestos orgdnicos voldtiles, el detector que
es utilizado con mayor frecuencia es el detector de ionizacion de llama (FID)
(Li et al., 2012). GC-FID se ha empleado en la determinacion de PAHs en
diferentes matrices. Con la finalidad de desarrollar metodologias analiticas
con limites de deteccion (LOD por sus siglas en inglés) y cuantificacion (LOQ
por sus siglas en inglés) bajos, se han acoplado a espectrometria de masas,
regularmente con modalidad de ionizacion de impacto electronico (Poster
et al., 2006). Se determinaron benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
indeno(123-c,d)pireno y benzo(g.h.i)periieno mediante GC-FID en humo de
carnes a la parrilla y hervidas, donde se obtuvieron LODs para esta
metodologia en un intervalo de 0.1-1.5 ug kg' (Olatunji et al., 2014). Se
determinaron 16 PAHs de la lista de contaminantes prioritarios de la EPA en
muestras de sedimento mediante GC acoplada a espectrometria de masas

(Dong et al., 2012), los LODs que se obtuvieron fue en el intervalo de 0.6-5.4
bg kgl

1.2.3.2 Cromatografia de liquidos

HPLC es técnica cromatografica mas versdatil y utilizada debido ala facilidad
para determinar compuestos térmicamente Idbiles, semivoldatiles, o no
voldtiles. Es una técnica sensible, especifica, reproducible y posee la

capacidad de andlisis multianalito (Adeniji et al., 2018, Kumar et al., 2014).

HPLC se diferencia de GC en que la fase movil que utiliza es un solvente
liguido que contiene a la muestra y fluye a través de la columna a altas

presiones. HPLC suele clasificarse con base en el mecanismo de separacion

aLe



ANTECEDENTES

y el tipo de fase estacionaria (reparto, adsorciéon, intercambio idnico,
exclusion molecular, afinidad y quiral) (Skoog et al., 2020). Siendo la
cromatografia de reparto de fase reversa la modalidad aplicada en la

determinacion de PAHs.

La HPLC de reparto presenta eficiencia y sensibilidad adecuada para un
amplio grupo de compuestos incluyendo los PAHs (Huang et al., 2013b; Adisa
et al., 2015). Las fases estacionarias de HPLC estdn contenidas en columnas
empacadas con particulas de tamanos de 3 a 10 um. Las fases estacionarias
gue han sido empleadas para la separacion de PAHs son Cig, Cs y una
columna especifica para PAH (contiene Cig modificado), estas columnas
son hidréfoba y permiten separar a los PAHs eficientemente. (Kwietniewski,
L. 2010), aunque también se ha evaluado fases estacionarias como ciano,
fenilo y amino (NH2) (Stevenson et al, 2007). Actualmente se han
desarrollado columnas para mejorar la separacion y resolucion de las
senales evaluando materiales a base de nanotubos de carbono (Yuan et
al., 2006), liquidos idnicos (Li y Ho Row, 2018) y estructuras metal-orgdnicas
(Zhao et al., 2017). Se han utilizado detectores UV, matriz de fotodiodos,
fluorescencia y espectrometria de masas (Zhang et al., 2020) para la

determinacion de los PAHs mediante HPLC.

Se han desarrollado diversas metodologias empleando HPLC en multiples
matrices. 15 PAHs prioritarios de la Unidn Europea en complementos
alimenticios se determinaron empleando un detector de FLD y UV con LODs
en el intervalo de 0.1-04 ug kg!' (FLD) y 29.4 ug kg!' (UV para
ciclopenta(cd)pireno; Danyi et al., 2009). Una metodologia para la
determinacién de 15 PAHs en té negro utilizando FLD, permitié alcanzar
limites de cuantificacion de 0.21-3.08 ug kg-! (Ishizaki et al.,2010). Los LODs

descritos en las diferentes metodologias son competitivos, sin embargo,
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debe resaltarse que en todos los casos se emplea una técnica de pre-

concentracion y limpieza de la muestra.

1.3 Aplicacién de poliestireno como adsorbente

Los PAHs se encuentran en bajas concentraciones en matrices complejas,
por lo tanto, es necesario aplicar protocolos de preparacion de muestra
antes del andlisis. Las técnicas de preparacion mads utilizadas emplean
diferentes adsorbentes que se basan en compuestos a base de carbono,
silice, liquidos idnicos materiales poliméricos, estructuras metal-orgdnicas y
zeoliticas, (Sajid et al.,, 2020; Seidi et al.,, 2019). Se han desarrollado
adsorbentes que han sido aplicados en las diferentes técnicas de
extraccion, que tienen como objetivo lograr mejorar la selectividad, y
especificidad hacia los compuestos de interés, asi como mejorar la

capacidad de adsorcién, sensibilidad y limites de deteccion.

Los materiales poliméricos han demostrado ser adsorbentes adecuados y
estables; uno de los polimeros mds producidos y utilizados es el poliestireno
conocido comunmente como unicel (Yang et al., 2019). Este polimero es
estable en medio acuoso y presenta anillos aromdticos que favorecen las
interacciones -1 facilitando la retencidn de analitos que contienen anillos
aromaticos (Velzeboer et al., 2014; Wang et al., 2019). Su solubilidad alta en
diversos solventes orgdnicos permite integrar diferentes compuestos que
permitan mejorar la interaccion, selectividad y especificidad (Zeinali et al.,
2019). Recientemente se han desarrollado metodologias basadas en
poliestireno como adsorbente, se desarrollaron membranas soportadas en
papel para la extraccion de metadona en orina (Rios-Gomez et al., 2017),
ademds, se ha evaluado como micropldstico para la adsorcion de
fenantreno y nitrobenceno observdndose una fuerte capacidad de

adsorcion (Wang et al., 2019).
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El presente trabajo propone el uso de poliestireno reciclado como fase
adsorbente en la preparacion de muestras ambientales seguida de la
determinacion de hidrocarburos aromdticos policiclicos mediante HPLC-

FLD.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Desarrollar metodologias de extraccion en fase sdlida basadas en el uso de

poliestireno reciclado para la determinacion de hidrocarburos aromdaticos

policiclicos en muestras ambientales mediante HPLC-FLD.

2.2 Objetivos Especificos

“l-

Optimizar las condiciones cromatogrdficas por HPLC-FLD para la
separacion y andlisis de los hidrocarburos aromdticos policiclicos

presentes en el material de referencia certificado EPA 525 PAH Mix B.

Disenar y validar una metodologia de extraccion en fase sélida en
punta de pipeta con base en peliculas de poliestireno reciclado
capaz de extraer hidrocarburos aromdticos policiclicos para su

determinacion mediante HPLC-FLD en agua potable.

Disenar y optimizar una metodologia de muestreo de aire con base
en poliuretano recubierto con poliestireno reciclado capaz de retener
hidrocarburos aromdticos policiclicos para su determinacion
mediante HPLC-FLD.
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3. ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN
MUESTRAS DE AGUA POTABLE

3.1 Antecedentes

Los PAHs se encuentran en bajas concentraciones en diversas matrices
analiticas, por lo que es complicado detectar dichos niveles directamente
mediante técnicas instrumentales. Con la finalidad de adecuar las muestras
para su andlisis, se requieren técnicas de pretratamiento de la muestra a fin
de mejorar la sensibilidad y selectividad del método propuesto. Dentfro de
las técnicas de extraccion destacan la extraccion liquido-liquido (LLE por sus
siglas en inglés), extraccion en fase sélida (SPE por sus siglas en inglés),
microextraccion en fase solida (SPME por sus siglas en inglés) y la extraccion

en fase solida dispersiva (DSPE por sus siglas en inglés) (Sun et al., 2021).

3.1.1 Extraccién liquido-liquido (LLE)

La LLE se basa en la transferencia de un analito contenido una fase liquida
a otra fase liquida inmiscible (reparto). Una de las fases liquidas normalmente
es un sistema acuoso mientfras que la otra un solvente orgdnico. El esquema
de extraccion se representa en la Figura 2. La fuerza impulsora de la
transferencia es la diferencia en la solubilidad de los compuestos objetivo en
cada fase del sistema bifdsico (Poole 2019). La LLE es una técnica empleada
para la concentracion de PAHSs, pero presenta desventajas debido a que es
una técnica laboriosa, incrementa el tiempo de andilisis y el alto consumo
de solventes (Kriger et al., 2011). En aguas potables se ha propuesto el uso
de cloruro de metileno como extractante en la preparacion de la muestra
(Titato y Lancas, 2005).
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Figura 2. Representacion de la ELL.

3.1.2 Extraccidn en fase solida (SPE)

El desarrollo de la SPE surge debido a la necesidad de disminuir el uso de
solventes organoclorados utilizados por metodologias de LLE. La SPE permite
limpiar y preconcentrar la muestra para determinar los analitos en niveles
traza y se basa en la retencidon de los analitos de interés en una fase sdlida o
una fase liquida inmovilizada sobre un adsorbente sélido, para su posterior
elucion empleando un solvente adecuado. El proceso de preconcentracion
de los analitos mediante SPE consta de cuatro etapas bdsicas:
acondicionamiento, extraccion, lavado y eluciéon (Figura 3). Dentro de las
principales ventajas de la SPE estdn su rapidez, eficiencia y versatilidad
(Simpson, 2000). La SPE ha permitido extraer y preconcentrar PAHs
empleando principalmente cartuchos Cis, los cuales retienen compuestos
no polares mediante la interaccion hidrofébica y permite la elucion
mediante solventes orgdnicos, aunque durante los Ultimos anos se han

disenado metodologias dispersivas y/o miniaturizadas (Stuppner et al., 2020).
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Figura 3. Representacion de la extraccion SPE.

3.1.3 Extraccién en fase sélida dispersiva (DSPE)

La DSPE se basa en la dispersion del adsorbente en la solucidén que contiene
a los analitos y dispersarlo mediante agitacién, lo que favorece la
inferaccion solido-analito. Los analitos retenidos son eluidos de la fase solida
empleando un solvente, sin embargo, se requiere de procedimientos
adicionales como filtracion o centrifugacion (Figura 4). La DSPE ha sido
empleada en la determinacion de PAHs en muestras de agua residual,
usando una fase sélida compuesta por grafeno/sepiolita. El uso de DSPE
posee la ventgja de ser un método de extraccion a microescala que

permite disminuir los LODs (Mateos et al., 2019).
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Figura 4. Representacion de la DSPE.

Una variante de la DSPE es la extraccion en fase sélida magnética (MSPE por
sus siglas en ingles), que combina la DSPE y la separacion magnética. Esta
técnica utiliza particulas magnéticas que poseen la capacidad de
concentrar a los analitos presentes en grandes volUmenes de muestra y
puede separarse de la solucion mediante un campo magnético externo sin
la necesidad de centrifugacion o filfracion (Zhou et al., 2018). El esquema de
exiraccion se observa en la Figura 5. MSPE es una técnica que actualmente
comienza a utilizarse en la determinaciéon de PAHs de muestras de agua

utilizando un nanocompuesto de grafeno magnético.

ala muestra Dispersion Separacion Elucion

Interferentes () Analito

Figura 5. Representacion de la MSPE.
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3.1.4 Microextraccién en fase sélida (SPME)

La SPME consiste en el contacto de una pequena porcidon de la fase
adsorbente regularmente asociado a una fibra recubierta, el adsorbente
retiene al analito contenido en muestra liquida o gaseosa, la desorcion
puede ser térmica cuando se utiliza como técnica de andlisis GC o en
solvente cuando se utiliza HPLC, el esquema de exfraccion se representa en
la Figura 6. La SPME es una técnica rapida, sensible y simple en comparacion
a otras técnicas de extraccion en fase sélida (De Perre et al., 2014) que han
sido utilizadas para la determinacidon de PAHs en muestras ambientales y
bioldgicas (Jalili et al., 2020), a pesar de ser una técnica de preparacion de
muestra simple y rapida presenta desventajas como la fragilidad y elevados
costos de la fibra. (De Perre et al., 2014; Ishizaki et al., 2010).

j_ _l_ Interferentes

|J @ Analito
Figura 6. Representacion de la SPME.
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3.1.5 Extraccién en fase sélida en punta de pipeta (PT-SPE)

Con el fin de desarrollar metodologias amigables con el medioambiente, se
ha propuesto la version miniaturizada de SPE denominada exiraccion en
fase solida en punta de pipeta (PT-SPE, por sus siglas en inglés). La PT-SPE se
basa en colocar una cantidad de adsorbente en la punta de pipeta. El
proceso de extraccion consiste en realizar ciclos de aspirar-dispensar la
solucion de la muestra en la punta de pipeta (que contiene la fase sdlida),
promoviendo la interaccidén analito-adsorbente. Los analitos adsorbidos se
eluyen usando un solvente apropiado mediante varios ciclos para lograr la
desorcion cuantitativa (Figura 7). Esta metodologia presenta las ventajas de
la SPE, ademdas, de minimizar el tfiempo de preparacion, el paso de la
muestra y solventes resulta menos laborioso, es factible para su
automatizacién y muestreo in situ, disminuye la manipulacion de la muestra

y uso de solventes orgdnicos (Manousi y Zachariadis, 2020; Seidi et al., 2019).

AL,
R

Acondicionamiento Extraccion Lavado Elucion
Ciclo de aspiracion / O Analito
dispensacion Interferentes

Figura 7. Representaciéon de la PT-SPE.
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La metodologia oficial de andlisis en agua potable emplea cartuchos Cis,

para el tratamiento de muestras de los PAHs (Hodgeson et al.,, 1990).
Recientemente como un nuevo enfoque al desarrollo de métodos mds
simples y rapidos para el tratamiento de muestra sin un elevado consumo
de reactivos, se han disenado métodos empleando diferentes adsorbentes
(Jalili et al., 2020; Sajid et al., 2020).

En la Tabla 2 se comparan métodos de extraccion empleando diferentes
técnicas para su determinacion. Los métodos contemplan diversos
materiales adsorbentes para separar a los PAHs. Se puede observar que la
técnica PT-SPE obtfiene LODs competitivos con ofras metodologias de

extraccion.
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Tabla 2. Comparacion de metodologia de extraccion aplicadas a la

determinacidon de PAHs en diferentes muestras

Método de  Extractante/Adsorbente Matriz LODs ng mL!' Técnica REF
fratamiento de
de muestra andlisis
LLE Hexano, Agua 0.100-1.500 HPLC- Shabeer et al.
diclorometano, superficial DAD (2013)
acetato de etilo
LLE Diclorometano Agua 0.800-30.000 HPLC- Titato y
DAD Lancas (2006)
SPE Grafeno funcionalizado Agua 0.029-0.100 HPLC- Huang et al.
con (3-aminopropil) uv (2013q)
frietoxisilano
SPE Silice Aceite de 0.003-18.900@ HPLC- Purcaro et al.
oliva FLD (2008)
SPME Fibra de nanoesferas Agua y suelo 0.120-0.450 GC-FID Changetal.
de carbono (2020)
SPME Polidimetilsiloxano Agua derio 0.300-0.500 GC-FID Beiranvandy
Ghiasvand
(2020)
DSPE Mezcla de Agua 0.096-0.220 HPLC- Mateos et al.
grafeno/sepiolita residual FLD (2019)
MSPE Cis microesferas Agua de 0.800-36.000 GC-MS  Shahriman et
llave al. (2018)
PT-SPE Silice/ amina primaria Cigarro 0.010-0.040p  GC-MS  Luo et al.
secundaria (2016)
PT-SPE Oxido de grafeno Sangre 0.002-0.004 GC-MS  Zhang et al.
funcionalizado conun  humana (2018)

liguido idnico

ang kg, b ng cigarro-!
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3.2 Metodologia

3.2.1 Reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas en agua desionizada con una
resistividad de 18 MQ cm, purificada mediante un sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). Se utilizd un estandar EPA 525 PAH Mix B (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA, Cat. 48249) que contiene antraceno, benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(g.h.i)perileno,
benzo(k)fluoranteno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fluoreno, fenantreno,
indeno(1,2,3-cd)pireno, y pireno en concentracion de 500 mg L'. El PS
utilizado se obtuvo de envases comerciales. El acetonitrilo y dcido acético
se obtuvieron por J.T. Baker (Phillipsburg, Nueva Jersey, USA), mientras que el

tetrahidrofurano era marca Sigma-Aldrich.

3.2.2 Condiciones cromatogrdficas de separacion.

En una primera etapa se evaluaron diferentes columnas analiticas para la
separacion. Se utilizd un equipo HPLC Agilent 1260 Infinity (Agilent, DE,
Alemania), acoplado a un detector arreglo de diodos (DAD). Para ello se
evaluaron las siguientes columnas analiticas: Zorbax ODS (250mm x 4.6, 5
um), Zorbax NH2 (150 x 4.6mm, 5 um), Zorbax Eclipse XDB-Cg (150 x 4.6mm, 5
um) y Supelcosil LC-PAH (150 x 4.6mm, 5 um). La deteccion se realizé a 260
nm con un estandar de 10 mg L' de cada PAHs. La fase movil empleada
constaba de una solucion acuosa de dcido acético al 1% (v/v: AcOH, A):
acetonitrilo (ACN, B), evaluando diferentes proporciones. Las fases moviles
se filtraron utilizando una membrana de 0.45 um antes de su uso. El flujo de

trabajo se mantuvo constante en 1.8 mL min-'.
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La cuantificacion de los PAHs se realizé utilizando un HPLC Agilent 1260

Infinity acoplado a un detector de fluorescencia. La fase movil es acido
acético (AcOH) 1% (v/v): acetonitrilo, utilizando el programa de elucion en
gradiente que se indica en la Tabla 3, el flujo empleado se mantiene
constante en 1.8 mL min-'. El volumen de inyeccion de la muestra es de 20

WL mediante un bucle de inyeccion.

Tabla 3. Programa del gradiente de la fase movil.

Tiempo (min) AcOH 1% (%) ACN (%)
0.0 30 70
4.0 30 70
11.0 0 100
17.0 0 100
20.0 30 70
22.0 30 70

Se ufilizd un detector de fluorescencia a las longitudes de onda de
excitacion y emision especificas de cada PAH, el cual se programd como se

indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Programa de fluorescencia

Tiempo(min) Aex(nm)  Aem(nm) PAH determinado
0-3.5 250 320 Fluoreno

3.5-4.3 250 370 Fenantreno

4.3-5.5 250 400 Antraceno

5.5-10.5 270 390 Pireno, Benzo(a) antraceno, Criseno

10.5-13.5 50 420 Benzo(b)fluoranteno, .
Benzo(k)fluoranteno, Benzo(a)pireno

13.5-16.1 290 410 Dibenzo(o,h)_on’rrgceno,

Benzo(g.h.i)perileno
16.1-18.0 300 500 Indeno(1,2,3-cd)pireno

18.0-20.0 250 320
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3.2.3 Preparacion y caracterizacion de la pelicula de poliestireno

El poliestireno utilizado se obtuvo de envases comerciales de unicel. En una
primera etapa se disminuyd el tamano cortando trozos pequenos que se
lovaron con agua y metanol, se secaron a temperatura ambiente y
almacenaron hasta su uso (Rios-Gémez et al., 2017). Una masa de 0.45 g de
poliestireno se disolvid en 3.0 mL de tefrahidrofurano, la mezcla se colocd en
un bano de ultrasonido, una vez disuelto, la solucién se vertid sobre un cristal
y se razd a un espesor de 10 milipulgadas. El solvente se evapord a

temperatura ambiente y la pelicula se almacend hasta su uso.

La pelicula de poliestireno se caracterizd mediante espectroscopia de
infrarrojo; los espectros fueron obtenidos en un espectrometro Perkin Elmer
modelo GX en un rango de 4000-400 cm-~'. La evaluaciéon de la morfologia
de la superficie se realizd mediante microscopia electronica de barrido en

un equipo EVO-50.

La determinacion de la afinidad enfre los analitos y la pelicula de poliestireno
se llevd a cabo agregando una pelicula de 3.0 cm?2 (6 mg) en un recipiente
de vidrio con un 1.0 mL de solucién estdndar de PAHs en intervalos de
concenfracion de 50-250 ng mL-1. La mezcla se agitdé durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente el sobrenadante se separd y se

analizd mediante HPLC-FLD.

Los cdiculos de las propiedades electronicas de los PAHs partieron de la
optimizacion total de los PAHSs, esta se realizdé con intercambio y correlacion
funcional B3LYP con orbital base 6-311++G**, El cdlculo de la frecuencia de
vibracién armoénica se realizd utilizando el programa Gaussian 09. El andlisis

de las propiedades electronicas se realizd con el software MuUltiwFN.
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3.2.4 Optimizacion de las condiciones de extraccion PS-PT-SPE-HPLC-FLD.

Se redlizd un diseno de experimentos factorial fraccionado 274 para
seleccionar las variables criticas y discriminar las variables que no influyen de
manera significativa en el proceso de extraccion en fase solida en punta de
pipeta. Las variables que se evaluaron en el proceso fueron: drea de la
pelicula (AP), volumen de la muestra (Vmta) pH de la muestra (pHmta). fuerza
idnica (% NaCl p/v), solvente eluyente (Dely), volumen de elucion (Vew) vy los
ciclos de aspirar/dispensar (ciclos), la Tabla 5 muestra la matriz de diseno

empleada en el andlisis.

La extraccion se llevd a cabo colocando la pelicula en una punta de pipeta
de 200 L. La fase sélida se activd con 100 uL de metanol seguido de 100 pL
de agua desionizada; este proceso se repitid tres veces. Posteriormente la
punta se colocd en un sistema adaptado con una jeringa de 20 mL para el
proceso de extraccion, se hizo pasar la solucion de PAHs (ajustando el valor
de pHy %NaCl) durante el nUmero de ciclos a evaluar. Se retird la punta, se
colocd en una micropipeta de 100 uL y se lava con 100 yL de agua
desionizada. Los analitos adsorbidos en la pelicula de PS se eluyeron en el
volumen vy solvente a evaluar posteriormente se evapord el solvente y se

reconstituyd en 1 mL de ACN.




ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN
MUESTRAS DE AGUA POTABLE

Tabla 5. Matriz del diseno factorial fraccionado 274 para la seleccion de

variables para la extraccion de 12 PAHs.

Exp AP Vmira pHm‘rro %NaCl Deluy Velu (|J|_) Ciclos
(cm?) (mL)
T 30(1) 50(1) 20(1) 150(+1) Hexano (1) 1000 (+1) 2 (1)
2 30(1) 200(+1) 20(1) 00(1) Hexano(+1) 200 (-1) 10 (+1)
3 3 0(-1) 50(-1) 60(+1) 150(+1)  ACN (1) 200 (-1) 10 (+1)
4 90(+1) 50(1) 20(1) 00(1)  ACN(1) 1000 (+1) 10 (+1)
5 3 0(-1) 200(+1) 60(+1) 00(1)  ACN(1) 1000 (+1] 2 (1)
6 90(+1) 50(1) 60(+1) 00(-1) Hexano (+1) 200 (-1) 2(1)
7 90(+1) 200(+1) 20(1) 150(+1)  ACN (1) 200 (1)  2(11)
8 9.0(+1) 200(+1) 60(+1) 150(+1) Hexano (+1) 1000 (+1) 10 (+1)

Seleccionadas las variables criticas del sistema, se realizd un diseno Box
Behnken el cual se basa en el andlisis de la superficie de respuesta para
obtener los valores 6ptimos. Las variables criticas para el proceso de
extraccion PT-SPE son: AP, Vmtra Y Vew. Las variables pHmtra, %NACl, Deiy Y
ciclos se mantuvieron constantes a los valores éptimos encontrados en el
diseno factorial fraccionado 27+4. La Tabla 6 muestra la matriz de diseno

empleada para el andlisis.

La extraccion se llevd a cabo colocando la pelicula en una punta de pipeta
de 200 uL, se activd y posteriormente la punta se colocd en un sistema
adaptado con una jeringa de 20 mL para el proceso de extraccion. Se hizo
pasar la solucibn de PAHs (a pH=6) mediante 10 ciclos de
aspiracion/dispensacion. Se retird la punta, se colocd en una micropipeta
de 100 pyL y se lava con 100 uL de agua desionizada. Los analitos adsorbidos
en la pelicula de PS se eluyeron en el volumen de acetonitrilo a evaluar
mediante 10 ciclos de aspiracion/dispensacion, finalmente se aford a 1 mL
de ACN.
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Tabla 6. Matriz del diseno Box Behnken para la extraccion de PAHs mediante
PT-SPE-HPLC-FLD.

Exo AP (cm?2)  Vmia (ML) Ve (UL)

1 1.0 (1) 2.0 (-1) 200 (0)
2 50 (+1) 2.0 (-1) 200 (0)
3 1.0(1) 8.0 (+1) 200 (0)
4  50(+1)  80(+1) 200 (0)
5  1.0(1) 5.0 (0) 50 (-1)
6  5.0(+1) 5.0 (0) 50 (-1)
7 1.0(-1) 5.0 (0) 350 (+1)
8  50(+1) 5.0 (0) 350 (+1)
9 3.0 (0) 2.0 (-1) 50 (-1)
10 3.0(0) 8.0 (+1) 50 (-1)
11 3.0(0) 2.0 (-1) 350 (+1)
12 3.0(0) 8.0 (+1) 350 (+1)
13 3.0(0) 5.0 (0) 200 (0)
14 3.0(0) 5.0 (0) 200 (0)
15 3.0(0) 5.0 (0) 200 (0)

3.2.5 Andlisis de muestras mediante PS-PT-SPE-HPLC-FLD

Bajo las condiciones optimas se evaluaron los parédmetros analiticos,
empleando curvas de calibrado en intervalos de 0.5-16.0 ng mL! en
soluciones estandar preparadas en agua desionizada y agua potable
dopada. Se determinaron de manera adicional los pardmetros de precision
(repetitividad y reproducibilidad), y la exactitud mediante la comparacion
con la metodologia oficial de andlisis (EPA-method-550.1; Hodgeson et al.,,
1990).

Una vez optimizada y validada la metodologia de andlisis, se determina la
concentfracion de los PAHs en las muestras mediante la siguiente
metodologia: se coloca dentro de la punta de pipeta de 200 uL 1 cm2 de la

pelicula de poliestireno, la pelicula se activa con 100 uL de metanol seguido
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de 100 yL de agua desionizada; este proceso se repitid tres veces.

Posteriormente, la punta de pipeta se colocd en un sistema adaptado con
una jeringa de 20 mL para el proceso de exfraccion, donde se aspiran-
dispensan 8 mL de muestra agua en 10 ciclos. La punta de pipeta con los
analitos retenidos se colocd en una micropipeta de 100 uL y se lava con 100
uL de agua desionizada. Los analitos adsorbidos se eluyeron mediante 10
ciclos de aspiracion/dispensacion en 300 uL de acetonitrilo, aforando a 1 mL

con ACN. La muestra tratada se reserva para su andlisis mediante HPLC-FLD.
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3.3 Discusion de resultados

3.3.1 Evaluacion de las condiciones analiticas de separacion

Se evaluaron cuatro columnas analiticas con la finalidad de enconftrar las
mejores condiciones de separacion y resolucion enfre los 12 PAHs
analizados. Los espectros UV de los PAHSs, se utilizaron para la identificacion

de las senales de manera cualitativa (Huang et al., 2013b).

En una primera etapa se realizd una evaluaciéon isocrdtica en diferentes
proporciones con todas las columnas. La columna Cig se evalud con
proporciones mayores a 80 % de ACN encontrando que la condicidén optima
fue empleando 95% ACN, que permite la separacién de todos los analitos
presentando una resolucion optima entre las senales. Sin embargo, las
condiciones de andlisis no son viables debido al elevado tiempo de andlisis

y al consumo de solvente orgdnico.

Se evalud la columna NH2 en condiciones isocrdticas en proporciones
menores a 50% de ACN, ya que a porcentajes mayores de ACN los analitos
no interaccionan con la columna y eluyen con el tiempo muerto. La baja
resolucidn en condiciones isocrdticas no es adecuada por lo que se
propusieron diferentes gradientes, permitiendo la separacion de 10 senales
en las mejores condiciones. Sin embargo, analitos con valores de
coeficientes de repartos similares como el antraceno y fenantreno
presentan tiempos de elucidn que hace que los picos se fraslapen
complicdndose la identificacion de los analitos. No obstante, esta columna
tiene como ventaja que las condiciones de separaciéon encontradas
disminuyen el consumo de solvente orgdnico en comparacion con las otras
columnas evaluadas, por lo que puede ser empleada en el andlisis de

muestras que contengan un menor nUmero de PAHs.
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Respecto a la columna Cs, la evaluacion en condiciones isocrdticas se

realizdé en proporciones mayores a 60% ACN debido a que en porcentajes
menores los tiempos de retencion de los analitos aumentaba y disminuia el
numero de platos tedricos. En condiciones isocrdticas la separacion no es
adecuadaq, por lo cual se propusieron gradientes donde en las condiciones
optimas es posible la identificacion de todos los analitos; sin embargo, se
observan senales fraslapadas que necesitarian el uso de métodos
multivariantes para fines cuantitativos. Adicionalmente, la baja resoluciéon
de las senales obliga a realizar dos inyecciones mediante HPLC-FLD con la
finalidad de registrar las senales a sus longitudes de excitacion y emision de
cada PAH.

Finalmente, la columna PAH (constituida por una fase Cig) se evalud del
mismo modo que las otras columnas; los analitos se separan en proporciones
mayores de 60% ACN, los PAHs de 3 y 4 anillos se separa de mejor manera
en proporciones de 70-80% de ACN mientras que los PAHs de 5y 6 anillos
presentan una mejor solucion en proporciones de 80-100% de ACN. A partir
de la separacion en condiciones isocraticas se evaluaron gradientes: en las
mejores condiciones permite la separacion de los doce PAHs presentando
una buena resolucién de los picos cromatograficos en 20 minutos por lo que
se selecciono esta columna como la adecuada para realizar la separacion.
En la Figura 8 se muestran los cromatogramas obtenidos con en las mejores

condiciones de cada columna con deteccidn a 260 nm.
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Figura 8. Cromatogramas y gradientes obtenidos mediante HPLC-DAD con

las cuatro columnas analiticas evaluadas con deteccidn a 260 nm

empleando un estdndar de PAHs de 10 mg L.

En las condiciones 6ptimas de separacidon obtenidas con la columna PAH se

ajustaron las condiciones de deteccion mediante FLD a la longitud de onda

de excitacion y emision respectivo de cada PAH, obteniéndose el

cromatograma que se observa en la Figura 9 para los doce PAHs analizados

en una concentracion de 50 ng mL-'.
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Figura 9. Cromatograma de doce PAHs con deteccion de fluorescencia 1:
Fluoreno, 2: Fenantreno, 3. Anfraceno, 4: Pireno, 5. Benzo(a)antraceno, 6:
Criseno, 7: Benzo(b)fluoranteno, 8: Benzo(k)fluoranteno, 9: Benzo(a)pireno,
10: Dibenz(a,h)antraceno, 11: Benzo(g.h.i)perileno, 12: Indeno(1,2,3-

cd)pireno en concentracion de 50 ng mL-1.

3.3.2 Caracterizacion de la pelicula de poliestireno

La afinidad de las peliculas modificadas y sin modificar hacia los PAHs se
determind mediante isotermas de adsorcion y el andlisis Scatchard
correspondiente (Davenport 2005) para cada PAHs analizado. El andilisis
Scatchard permite realizar la determinacion de la afinidad siguiendo la

reaccion de disociacion siguiente:

PAH-PS = ~PAH +PS

Donde el PAH unido al PS se disocia en PAH y PS, a partir de la reaccion se

deduce la siguiente ecuacion:
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Q  Qmx 1@
[PAHI.,  Kg Kqg

Donde, Q (mol Kg'') son las moles de cada PAHs que se unen a la pelicula
en el equilibrio; Qmax (Mol Kg'') es moles maximos que se unen a la pelicula;
[PAH]eq (mol L) es la concentracion en el equilibrio en solucion de cada
PAH; Kg (mol L1) es la constante de disociacion y representa la afinidad de
cada PAHs hacia la pelicula, se estima del inverso de la pendiente del
grafico lineal de Q vs Q/[PAH]eq (Davenport, 2005; Ibarra et al., 2011; Chen
et al.,, 2009). Las moles de PAHs en la pelicula al equilibrio se obtfienen
mediante la diferencia de las moles libres en la solucién final de la soluciéon

inicial. Las isotermas obtenidas se observan en la Figura 10.
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Figura 10. Isotermas de adsorcion obtenidas en el intervalo de 50-250 ng mL-
I de cada PAH.
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Los valores obtenidos de la interaccion entre los PAHs y la pelicula de

poliestireno se expresan como constante de disociacion (Kg). El valor de Ky
representa de forma inversa la afinidad debido a que a menor sea el valor
de Kg mayor serd la afinidad de los PAHs hacia la pelicula de PS. Con la
finalidad de entender el mecanismo de interacciéon de mejor forma, se
relacionan los valores de Kg con la hidrofobicidad (log P) y algunas
propiedades electronicas (Tabla 7). Los PAHs que presentaron mayor
afinidad (una menor disociacion) hacia la pelicula fueron el
benzo(a)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno mientras fluoreno es el menos
afin. Esto podria relacionarse con que es el Unico PAHs de los analizados con
un adtomo de carbono con hibridacion sp3 afectando la interaccidon con la
pelicula. Cuando se relacionan los valores de Kq y log P se forman dos
grupos, uno que contiene los PAHs con 3-4 anillos y el otro que contiene los
analitos con 5-6 anillos, presentando una mayor afinidad para el segundo
grupo. Esta relacion es caracteristica en adsorbentes donde el mecanismo

de retencion se basa en interacciones -1 (Esfandiar et al., 2021).

Las propiedades electronicas han sido utilizadas para  describir las
interacciones en los procesos de union de ligandos como catdlisis, diseno de
farmacos y funcion de proteinas (Parr et al., 1999). Por lo que se realizd el
cdlculo de las propiedades electronicas de los 12 PAHs, se observa que
existe una relacion inversa entre la afinidad electronica (AE), blandura, vy
electrofilicidad con los valores de Kq (Tabla 7). A mayor afinidad de los PAHs
menores serdn los valores de las propiedades electronicas, siendo el fluoreno
el de menor afinidad a la pelicula de PS y con menores valores de AE,
blandura, y electrofilicidad. Los PAHs de mayor afinidad (5-6 anillos)

presentan valores de AE, blandura, y electrofilicidad mayores. Ademds, se
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podria describir el comportamiento de las afinidades hacia el PS a partir de

las propiedades electronicas de otros PAHS.

Tabla 7. Constantes de disociacion (Kq) obtenidas mediante andlisis

Scatchard, y propiedades electronicas calculadas de los PAHs.

AE I
N Kax10¢  Qmox (Mol . Blandura  Electrofilicidad
PAH (mol ) Kg') log P Ve(rgc\:/?l (eV) (eV)
Flu  175.65£9.60 139.92+8.08 4.18 -0.37 91.00 0.84
Fen  44.60+1.67 40.46%3.62 4.60 -0.15 92.68 0.84
Ant  56.39+2.00 50.34+3.54 4.50 0.49 110.93 1.1
Pir 33.53+2.09 36.29+6.23 5.18 0.36 106.37 0.97
BaA  28.56+1.02 31.02+3.27 5.61 0.53 110.66 1.03
Cri 23.94+1.21 42.09+5.06 5.91 0.24 110.00 1.06
BbF  93.18+2.11 90.58+2.05 6.12 0.73 109.62. 1.25
BKF  36.7242.05 34.44+2.65 6.84 0.72 114.03 1.1
BaP  172.35+4.58 168.41£4.87 6.50 0.73 119.18 1.1
DahA 45.81+1.08 45.42+2.84 6.50 0.56 113.73 1.12
BghiP  50.74%+3.76 55.44+4.10 6.86 0.71 117.34 1.09
lcdP  34.28+2.23 33.98+2.07 6.58 1.02 122.84 1.35
* Fluoreno (Flu), Fenantreno (Fen), Antraceno (Ant), Pireno (Pir),
Benzo(a)antraceno (BaA), Criseno (Cri), Benzo(b)fluoranteno (BbF),

Benzo(k)fluoranteno (BkF), Benzo(a)pireno (BaP), Dibenzo(a,h)antraceno
(DahA), Benzo(g.h.i)perileno (BghiP), Indeno(1,2,3-cd)pireno (lcdP).
**Afinidad electronica vertical.

El espectro IR de las peliculas se muestra en la Figura 11A. Las bandas
observadas en 3100-3000 cm-!

estiramiento aromdtico C-H, en 3000-2850 cm-!

estdn asociadas a la vibracion de
para vibraciones de
estiramiento asimétricas y simétricas del grupo metileno, en 1500-1400 cm-!
para vibracién de estiramiento del enlace C-C en el anillo aromdatico, y en
800-700 cm! las bandas de flexion fuera del plano para el enlace C-H (Rios-
Gomez et al., 2017). La Figura 11B muestra la micrografia de la superficie de

la pelicula de PS. Se observa una superficie homogénea, que es consistente
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con la presencia de sitios homogéneos determinados mediante el andlisis
Scatchard (Ibarra et al., 2011).
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Figura 11. A) Espectro IR B) Microscopia electronica de barrido de la pelicula
de PS.

3.3.3 Optimizacion del proceso PT-SPE

Los procesos de extraccion en fase soélida son técnicas usadas para el
aislamiento o concentracion de una serie de analifos de una mezcla
compleja. Como resultado, se pueden eliminar compuestos interferentes
contenidos en la matriz analitica, quedando en la fase sélida los analitos de
intferés, lo que da como resultado una mejora de los pardmetros analiticos.
Estos procesos de exiraccion en fase solida conllevan una extraccion vy
posterior elucion, que se ven afectados por diversas variables como: pH,
fuerza idnica, cantidad de adsorbente, volumen de muestra y eluciéon. Para
la evaluacidn de la pelicula de poliestireno se aplicd un diseno factorial
fraccionado 274 para identificar los factores criticos que afectan el proceso
de extraccion en PT-SPE. Los niveles de cada variable se seleccionaron
considerando los valores 6ptimos descritos en métodos SPE y PT-SPE por
diversos autores (Moradi et al., 2019; Ncube et al., 2017; Zhang et al., 2018).
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Las variables evaluadas fueron AP, Vmira, PHmira, %NACI, Deiwy, Velu y ciclos.

La matriz de diseno obtenida y la variable de salida (Sumatoria de dreas de
pico) se presentan en la Tabla 8. Cada experimento se realizé por duplicado
utilizando una muestra de agua potable dopada con 50.0 ng mL' de cada
PAH.

Tabla 8. Resultados de la matriz del diseno factorial fraccionado 274 para la

selecciéon de variables de la extraccion de 12 PAHs mediante PT-SPE.

Exp AP m;“ OHmira BNACl Dewy  Vew (UL) ciclos ge pigge)os
1 3 5 2 15 Hexano 1000 2 168.10
2 3 20 2 0 Hexano 200 10 134.65
3 3 5 6 15 ACN 200 10 191.90
4 9 5 2 0 ACN 1000 10 141.30
5 3 20 6 0 ACN 1000 2 120.85
6 9 5 6 0 Hexano 200 2 154.95
7 9 20 2 15 ACN 200 2 87.80
8 9 20 6 15 Hexano 1000 10 82.55

El diseno factorial fraccionado muestra que las variables criticas para la
extraccion en el sistema PT-SPE son: AP, Vmira Y Veluy con valores de 1>2.31 (fcrit)
(Figura 12), mientras que el pH y fuerza idnica no tienen influencia
significativa sobre la extraccion lo que es consistente con materiales para la
retencion de PAHs mediante interacciones del tipo -1 (Esfandiar et al.,
2021). La influencia del eluyente concuerda con los valores obtenidos de Ias
constantes de afinidad, ya que al no tener una afinidad elevada permite la
elucion ya sea mediante acetonifriio o hexano, ademdas la etapa de
evaporacion de los PAHs perjudicial en el proceso debido a la perdida de
analitos con alta volatilidad, por lo cual se selecciond ACN para la elucién

ya que permite evitar esta etapa.
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Figura 12. Grdfico de Pareto del diseno factorial fraccionado 274 para la

pelicula de poliestireno valor de ferito.05) =2.31

La Figura 13 presenta el grafico de medias, se observa que el método de
extraccion se ve afectado por 3 variables criticas en los niveles bajos
evaluados. Las variables criticas identificadas AP, Vimira Y Velw € optimizaron,
mientras que las variables que no presentaron una influencia significativa se
mantuvieron en los niveles 6ptimos encontrados mediante el diseno
factorial. El pH y fuerza idnica al no tener influencia sobre la extraccion no
fueron modificadas, la elucidon se realizé con ACN y para la extraccion y

elucion se llevd a cabo mediante 10 ciclos.
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Figura 13. Grdfico de medias del diseno factorial fraccionado 274 a partir de

la sumatoria de dreas de los 12 analitos en una concentracion de 50 ng mL-1.

Una vez identificadas las variables criticas, estas se optfimizaron mediante un
diseno Box Benhken. La matriz de diseno y la variable de salida (sumatoria
de dreas del pico de los analitos) son presentados en la Tabla 9. Todos los
experimentos se readlizaron usando agua potable dopada con una
concentracién de 50.0 ng mL' de cada andlito. El andlisis de la matriz
experimental se realizé en el programa estadistico Minitab 17. Las variables
criticas (y niveles) fueron: AP (1-5 cm?2), Vmira (2-8 ML) Vel (50-350 pL). En todos

los casos se analizd una muestra de agua potable dopada.
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Tabla 9. Matriz de diseno Box Behnken de la optimizacion de las variables

criticas para la pelicula de poliestireno.

Exo AP (cm?) V mra (ML)  Veu (L) I Areas de pico

1 1 2 200 102.41
2 5 2 200 219.30
3 1 8 200 307.25
4 5 8 200 266.90
5 1 5 50 73.21

6 S 5 50 61.64
7 1 5 350 149.57
8 5 5 350 152.51
9 3 2 50 121.70
10 3 8 50 173.83
11 3 2 350 114.43
12 3 8 350 262.33
13 3 5 200 160.03
14 3 5 200 170.63
15 3 5 200 149.51

La Figura 14 muestra los grdficos de superficie obtenidos del diseno Box
Behnken, los valores optimos obtenidos: 1 cm? drea de la pelicula, 8 mL
volumen de la muestra y 300 uL de volumen de elucion. El sistema presenta
un modelo cuadrdtico completo con unr?=0.966; bajo estas condiciones se
obtuvo una respuesta de 346.71 (n=3, %RSD = 3.98) que es aproximado a
valor del modelo matematico (323.71). La opfimizacion de las variables
criticas muestra una mayor contribucion del volumen de la muestra seguido
por el volumen de elucidon y la de menor contribucidén es el drea de la
pelicula. La ecuacion obtenida se ajusta al modelo cuadrdtico y se denota
a partir de las variables codificadas. Se obtuvo la siguiente ecuacion que

describe al sistema de extraccion.
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Sumatoria= 160.1 + 8.49 Area pelicula — 56.56 Volumen de muestra + 31.06

Volumen de elucién + 2.5 Area pelicula? + 61.4 Volumen de muestra2 — 53.4
Volumen de elucion? — 39.3 Area pelicula x Volumen de muestra + 3.6 Area

pelicula x Volumen de elucion + 23.9 Volumen de muestra x Volumen de
elucion
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Figura 14. Grdficos de superficie de las variables criticas.
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3.3.6 Validacion del método

Los pardmetros analiticos fueron obtenidos usando curvas de calibrado con
muestras de agua potable dopadas. El drea de pico de los analitos fue
medida por ftriplicado. Se obtuvieron sensibilidades analiticas de
0.0845+0.0033 a 1.2625+0.0027 LUsmL ng'; se observa que el
benzo (k)fluoranteno tiene la mayor sensibilidad analitica. Por otro lado, los
valores de las intersecciones incluyen cero en todos los casos, lo cual es
requerido en metodologias selectivas. Los valores de los LODs obtenidos
para los 12 PAHs estdn en el intervalo de 0.05-0.14 ng mL-!. Se observa que
los LODs disminuyen con los valores de Kq, los analitos con mayor afinidad
por la PS se retienen mdas en la pelicula. Los LODs obtenidos son Utiles para
evaluar PAHs en los limites mdaximos permisibles (LMPs), la regulacion
mexicana requiere el andlisis de benzo(a)pireno (0.7 ng mL') (SSA, 2019) y la
EPA establece LMPs en el intervalo de concentracion de 0.1-0.4 ng mL!
(Gehle, 2009).

La precision de la metodologia fue estimada como repetitividad vy
reproducibilidad en términos de desviacion estandar relativa (%RSD n=3) en
tres niveles de concentracion (3, 5, y 7 ng mL-1). Los resultados en todos los
casos fueron menores al 10% RSD para la repetitividad y reproducibilidad,
indicando una adecuada precision de los resultados (Tabla 10). Ademads, se
observan intervalos de confianza bajos, lo que se asocia con una precision

adecuada del andlisis de agua potable dopada.




ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN
MUESTRAS DE AGUA POTABLE

Tabla 10. Pardmetros de regresion de las curvas de calibrado de los 12 PAHs.

PAH r2 b1 % 8b bo * 8bo LOD LOQ
(ng mL1)
Fluoreno 0.9998 0.6467+0.0070 -0.0230+0.0482 0.13 0.40
Fenantreno 0.9996 0.3398+0.0055 -0.0087+0.0378 0.10 0.31
Antraceno 0.9999 1.1562+0.0075 -0.0271+0.0514 0.14 0.42
Pireno 0.9999 0.6154+0.0048 0.0325+0.0332 0.09 0.27
Benzo(a)antraceno 0.9996 0.4553+0.0072 0.0524+0.0691 0.13 0.41
Criseno 0.9999 0.6970+0.0037 0.0141+£0.0253 0.06 0.21
Benzo(b)fluoranteno 0.9982 0.1556+0.0058 0.0306+0.0398 0.10 0.33
Benzo(k)fluoranteno 0.9999 1.2625+0.0027 0.0150+0.0187 0.05 0.15
Benzo(a)pireno 0.9987 0.5153+0.0051 0.0317+0.0349 0.09 0.29
Dibenzo(a,h)antraceno  0.9999 0.6358+0.0040 0.0262+0.0273 0.07 0.22
Benzo(g.h.i)perileno 0.9994 0.3569+0.0073 0.0597+0.0604 0.13 0.42
Indene(1,2,3-cd)pireno  0.9980 0.0845+0.0033 0.0146+0.0228 0.07 0.24
PAH Precision
repetitividad (%RSD, n=3) reproducibilidad (%RSD, n=3)
Fluoreno 9.03 6.17 6.14 9.55 6.42 7.04
Fenantreno 8.38 6.76 5.89 8.92 6.93 5.96
Anfraceno 7.46 5.43 5.56 8.22 7.22 6.29
Pireno 7.72 5.67 4.73 7.98 5.99 6.80
Benzo(a)antraceno 8.37 6.18 5.14 8.57 7.09 5.93
Criseno 9.15 6.27 6.38 9.94 7.02 6.57
Benzo(b)fluoranteno 6.89 5.89 496 7.75 6.74 5.95
Benzo(k)fluoranteno 7.08 7.26 5.36 8.83 7.33 6.67
Benzo(a)pireno 7.32 4.88 4.17 7.94 5.94 5.25
Dibenzo(a,h)antraceno  6.59 6.19 5.66 8.9 6.84 6.01
Benzo(g.h.i)perileno 8.06 7.63 5.54 9.47 7.66 5.88
Indeno(1,2,3-cd)pireno  7.57 7.76 6.06 8.79 7.95 6.45

*Concentracion PAHs en ng mL-!

La Figura 15 muestra los cromatogramas obtenidos bajos las condiciones

6ptimas de extraccion, la Figura 15A corresponde a una muestra blanco de

agua potable, la Figura 15B una muestra dopada con una concentracion

de 1 ngmL-' de PAHs y la Figura 15C muestra el cromatograma obtenido de

una muestra de agua potable analizada.
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Figura 15. Cromatograma de los 12 PAHs con deteccion de fluorescencia 1:
Fluoreno, 2: Fenantreno, 3. Antraceno, 4: Pireno, 5: Benzo(a)antraceno, é:
Criseno, 7: Benzo(b)fluoranteno, 8: Benzo(k)fluoranteno, 9: Benzo(a)pireno,
10: Dibenzo(a,h)antraceno, 11: Benzo(g.h.i)perileno, 12: Indeno(1,2,3-
cd)pireno, A) muestra blanco; B) estdndar de agua potable dopada con 1

ng mL1, C) muestra de agua potable.

El método propuesto fue aplicado en el andlisis de 13 muestras de agua
potable, 9 muestras contenian al menos un PAH, 6 muestras fueron positivas
a fluoreno (0.49-0.89 ng mL), 8 para fenantreno (0.60-0.94 ng mL') y é para
antraceno (0.60-0.87 ng mL1). De forma paralela se analizan las muestras
positivas empleando le metodologia oficial de andlisis (Hodgeson et al.,
1990). Los resultados del andlisis de las muestras por ambas metodologias se
muestran en la Tabla 11. Los métodos fueron comparados usando la prueba
t-Student de pares de valores, encontrdndose que no existe diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05), por lo que pude deducirse que la
exactitud del método propuesto es adecuada para la determinacion de

PAHs en muestras de agua potable.
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Tabla 11. Resultados del andlisis de 13 muestras de agua potable para la

determinacion de PAHs.

Oficial PT-SPE (Propuesto)

Muestra Fluoreno Fenantreno Antraceno Fluoreno Fenantreno Antraceno
1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2 0.95 0.71 0.78 0.78 0.75 0.87
3 <LOD 0.60 0.67 <LOD 0.64 0.72
4 0.58 0.59 <LOD 0.50 0.76 <LOD
5 <LOD 0.92 0.58 <LOD 0.84 0.60
6 0.57 0.78 0.52 0.51 0.89 0.65
7 <LOD 0.84 0.76 <LOD 0.94 0.71
8 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
9 0.85 0.51 <LOD 0.89 0.60 <LOD
10 0.55 0.75 <LOD 0.47 0.74 <LOD
11 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
13 0.80 0.99 0.50 0.73 0.94 0.61

Comparando la metodologia propuesta de andlisis con otras metodologias
gue se encuentran en la literatura que se presenta en la Tabla 2. Los limites
de deteccion obtenidos fueron competitivos con otras metodologias
basadas en extraccion en fase solida. Adicionalmente, el adsorbente usado
presenta ventajas sobre las otras metodologias debido a que no requiere
métodos de sintesis complejos, ademds las peliculas de poliestireno son

obtenidas a partir de material reciclado.

Comparando la metodologia propuesta con la metodologia oficial de
andlisis 550.1 para determinacion de PAHs en muestras de agua potable
desarrollado por la EPA, la cual consiste en extraer a los analitos de un litro
de muestra que se hace pasar a fravés de un cartucho que contiene 1 g de

fase sélida orgdnica Cs.
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La metodologia propuesta es mds simple y rapida, el consumo de solvente

orgdnico disminuye a un gasto aproximado total de 2 mL de ACN, mientras
que la oficial que presenta un gasto aproximado de 100 mL de solvente
orgdnico (diclorometano, metanol y ACN) por muestra. Ademas, el paso de
un litro de muestra resulta laborioso y tardado, comparado con el método

propuesto que permite el andlisis partiendo de un volumen de 8 mL.




Andlisis de hidrocarburos
aromaticos policiclicos
en muestras de aire
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4. ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN
MUESTRAS DE AIRE

4.1 Antecedentes
4.1.1 PAHs en muestras de aire

Los PAHs en el aire existen en fase vapor o adsorbidos en material
particulado dependiendo de las condiciones atmosféricas como:
temperatura, presion y humedad relativa. Ademds, dependen de las
propiedades fisicoquimicas de cada PAHs (Lawal, 2017). La distribucion y el
destino de los PAHs en la atmdsfera se ha investigado en diversos estudios,
la mayoria de los programas de monitoreo y estudios de contaminacion se

han centrado principalmente en los PAHs de 2 a 6 anillos aromaticos.

Los niveles de concenfracion de los 16 PAHs de la EPA (suma de la fase
gaseosa y material particulado) encontrados en el aire se han descrito que
estan en el intervalo de 1-400 ng m=3 en zonas urbanas (Harrison et al., 1996;
Lawal, 2017; Tsapakis y Stephanou, 2005) y de 0.1-3 ng m=3 en ambientes
continentales remotos (Keyte et al.,, 2013; Zhou et al., 2005). Se ha
establecido el monitoreo de los PAHs en aire para comprender el alcance
de la exposicion humana. Los PAHs que tfienen de dos a cuatro anillos,
conocidos por ser menos toxicos, estan presentes principalmente en fase
vapor, donde pueden interactuar con ofros compuestos (Oz y NOy) y formar
otros contaminantes. La recoleccion de PAHs unidos a material particulado
es importante ya que los PAHs con un mayor numero de anillos se
encuentran principalmente en esta fase, por ejemplo, el benzo(a)pireno vy el
dibenzo(a)antraceno (Park et al., 2001; Pozzoli et al., 2004). Las estimaciones

detalladas de las emisiones de PAHs en Reino Unido muestran que en 2010
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las emisiones antropogénicas anuales totales de los 16 PAHs prioritarios de la

EPA fueron 621 toneladas (Kim et al., 2013). El transporte, la deposicidon y la
transformacion quimica de los PAHs estdn ampliamente controlados por su
particion en fase gas/particula. Debido a la importancia de las fases
gaseosa y de parficulas, la concentracion en ambas fases debe
determinarse en cualquier estudio completo de PAHs en la atmosfera
(Pozzoli et al., 2004).

4.1.2 Adsorbentes para muestreo de PAHs en aire

Los PAHs en fase de vapor y en particulas se requiere del muestreo de
grandes voluUmenes de aire para concentrarlos en el material absorbente
(fase de vapor) o en un material de filtro adecuado (materia particulada).
El adsorbente mdas comun utilizado para el enriguecimiento en fase gaseosa
esla espuma de poliuretano (PUF) (Kavouras et al., 2015; Pandey et al., 2011).
Sin embargo, se han desarrollado novedosos materiales para el muestreo
como carburo de silicio, nanotubos de carbono v filtros de grafito (Al-Alam
et al., 2020). Sin embargo, la recoleccidon de muestras es un paso critico para
el monitoreo del aire, y la retencion de PAHs. Los adsorbentes que han sido
utilizados son particulas porosas de poli(estireno-diviniloenceno) (Liu et al.,
2014), polidimetilsioxano (Lazarov et al., 2013), fibras de cuarzo (Wauters et
al., 2008) y fibras de vidrio (Paolini et al., 2016) En la Tabla 12 se muestras
algunos adsorbentes que se han empleado en muestreo en diferentes

regiones.

Diversos estudios para el monitoreo de PAHs en el aire han infentado medir
los PAHs en fase gaseosa y de particulas de manera individual y/o

simultdnea. La distribucidon de PAHs en el aire se produce tanto en la fase de
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gas como en la de particulas, por lo que se buscan metodologias que

permitan su determinacion en ambas fases.

Tabla. 12. Adsorbentes aplicados en el muestro de PAHs en aire.

Adsorbente Regién Pais Fase  Técnica REF
en el de
aire andlisis
Estireno- Chicago, Estados Gas GC-MS Liu et al. (2014)
divinilbenceno Cleveland, unidos
Michigan,
Nueva York
Oxido de 2,6- Amberes Bélgica Gas GC-MS Lazarov et al. (2013)
difenileno/
polidimetilsilioxano
Fibra de vidrio NR NR PM* GC-MS  Krupadam et al. (2010)
Oxido de 2,6~ NR NR Gas  GC-MS Liv et al. (2001)
difenileno
Fibra de Gante Bélgica PM GC-MS  Wauters et al. (2008)
cuarzo/Espuma
de poliuretano
Microfibras de Monterotondo Italia PM GC-MS Paolini et al. (2016)
vidrio
Poliuretano Madrid Espana Gas HPLC- Barrado et al. (2013)
FLD

*Material particulado.

Al finalizar el muestreo de aire, estos adsorbentes se tratan con solventes
orgdnicos como diclorometano, tolueno y/o hexano, ya sead
individualmente o en combinacion. La exiraccion se puede realizar

mediante método Soxhlet o extraccion acelerada con solventes.

PUF es el adsorbente mds frecuentemente aplicado para el andlisis de PAHs
voldtiles en muestras de aire debido a su estabilidad, capacidad de

retencion relativamente alta y bajo costo (Kavouras et al., 2015).

La reaccién para la formacion de PUF generalmente comienza con
isocianato y un polidiol. El isocianato puede incluir diisocianato de 2,4-y 2,6-

tolueno, diisocianato de 4,4-metilendifenilo, 1,6-hexametileno y sustituyentes




ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN
MUESTRAS DE AIRE

con cadenas alquilicas ramificadas. Por lo general, el polidiol m&s empleado

es el polietilenglicol, aunque también pueden utilizarse poliéteres, poliésteres
funcionalizados con grupos aromdticos o alquilos (Hatchett et al., 2005). Los
diferentes grupos polares y no polares contenidos en la estructura PUF
permiten la adsorcion de diferentes compuestos (Chatzimitakos y Stalikas,
2020). PUF se ha aplicado con fines de exfraccion debido a su bajo costo,
facilidad de manejo, capacidad adsorbente y su estabilidad en solventes
orgdnicos. PUF se ha empleado como muestreador pasivo para la
recoleccion de compuestos voldtiles (Estellano et al., 2012; Strandberg et al.,
2018) y para la preconcentracion de iones metdlicos (de Almeida et al.,
2007). Sin embargo, el PUF no modificado carece de selectividad al
presentar diferentes grupos funcionales, por lo cual requiere modificadar y
adicionar grupos funcionales especificos que permita la retencion de los

analitos de manera mads selectiva.

Dado que los PAHs se encuenfran tanto en la fase gaseosa como en
particulas, es necesario monitorear la calidad del aire para reducir la
exposicion humana a los contaminantes toxicos. Metodologias como
factorizacion de matriz positiva (PMF por sus siglas en inglés), y andlisis de
componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) han sido empleadas
para identificar relaciones entre PAHs y estimar las contribuciones de una

fuente especifica.

La factorizacion de matriz positiva es un modelo multivariante desarrollado
recientemente, con el fin de desarrollar un nuevo método para el andlisis de
datos multivariados. Inicialmente, el PMF se ha utilizado en estudios de
contaminacion del aire y distribucion de fuentes (Polissar et al., 1999). Se ha

aplicado en andlisis de variables relacionadas a lagos (Bzdusek et al., 2006),
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agua residual (Singh et al., 2006; Soonthornnonda y Christensen, 2008) y suelo
(Vaccaro et al., 2007).

La factorizacion de matriz positiva toma en cuenta las desviaciones
estandar de los valores de datos observados e infroduce la restriccion de no
negatividad (por lo cual el término positivo). Los datos de entrada son un
conjunto de datos multivariante que contiene los datos medidos y la matriz
de datos de incertidumbres correspondiente. Ademds del uso de datos no
representativos como valores por debagjo del limite de deteccion, datos
faltantes y valores atipicos. Esta es una propiedad importante ya que evita
el rechazo de dichos valores vy, por lo tanto, la reduccion del conjunto de

datos inicial.

El PCA es un modelo confiable que se ha utilizado ampliamente para
identificar las principales fuentes de emisidon de contaminantes atmosféricos
(Li et al., 2006) y su asociacion con variables meteorologicas y propiedades

fisicoguimicas (Barrado et al., 2013).

El método PCA busca reducir un conjunto de variables correlacionadas en
un nuevo conjunto de variables no correlacionadas. Esta reduccion se
consigue mediante la transformacion a un nuevo conjunto de variables, los
componentes principales, son ordenados de tal manera que los primeros
contengan la mayor variaciéon presente en todas las variables originales. El
cdiculo de componentes principales se reduce a la solucion de un valor

propio (eigen value) y un vector propio (eigen vector). El PCA contempla:

e No todos los objetos contienen informacion relevante sobre las

muestras.
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e Algunas variables estdn correlacionadas entre si por lo que la

reduccion en su nUmero no implica una pérdida significativa de

informacion.

Por lo tanto, se deben establecer metodologias de muestreo confiable para
monitorear la concentracion de PAHs en el aire, ademds de buscar la
relacion que pueda existir entre diferentes variables. Debido a la adecuada
capacidad de retencion del PS hace los PAHs observada en seccidon
anterior, se plantea el uso de PS reciclado para modificar PUFs con la
finalidad de cuantificar la concentracion de los PAHs en muestras de aire y
su posterior evaluacion de la relacidn que existe con variables

meteoroldgicas empleando estadistica multivariante.
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4.2 Metodologia
4.2.1 Preparacion de PUF-PS

Los materiales de partida PUF y PS se obtuvieron de espuma comercial y
vasos desechables, respectivamente. Inicialmente se lavaron con agua y
metanol y, posteriormente, se secaron y cortaron en trozos pequenos (Rios-
Gomez et al., 2017). Se mezclé una canfidad de 0.45 g de PS con 3.0 mL de
tetrahidrofurano y se sumergieron cilindros de PUF (2.0x0.5 didmetro externo
cm) en la solucién de PS durante 30 segundos. Posteriormente, se retiraron
las espumas y se evaporod el solvente a temperatura ambiente. Las espumas

se almacenaron hasta su uso.

Los cilindros de PUF modificados con PS se caracterizaron por
espectroscopia infrarrojo utilizando un espectrometro Perkin Eimer modelo
GX (Waltham, MA, EUA), y microscopia electronica de barrido (SEM; Carl

Leiss, Oberkochen, Alemania).

4.2.2 Andlisis de muestras

Los cilindros de PUF-PS se activaron con 1.0 mL de metanol seguido de 1.0
mL de agua desionizada (estos pasos se repitieron tres veces). Los cilindros
se adaptaron a una bomba de aire a un caudal de 27 L h-1 y se aspird aire
del ambiente a través de la espuma durante 24 h. La retencion de PAHs se
realizd colocando la solucion de PAHs en un matraz de dos bocas vy
sometiéndola a evaporacion por flujo de aire durante 24 h. Los PAHs
retenidos en PUF-PS se eluyeron colocando los cilindros en 1.0 mL de ACN,
seguido de inmersidn en un bano de ultrasonido durante 5 min. La fase sélida
se elimind y la fase liquida se filtrd y analizd por HPLC-FLD en las condiciones
mencionadas en el apartado 3.2.2 (Condiciones cromatogrdficas de

separacion). Las concentraciones de PAHs en las muestras se calcularon por
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inferpolacion en la curva de calibracion obtenida para las soluciones

estdndar.

Las mediciones de los contaminantes atmosféricos CO, SO2, Oz, NO, PMio y
PM2sy los pardmetros meteoroldgicos (temperaturay presion) se obtuvieron
de la base de datos del INECC disponible en linea (Rosas et al., 2008). Las
concentraciones de PAHs y los pardmetros atmosféricos se analizaron

utilizando el programa estadistico Minitab 17
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4.3 Discusion de resultados

4.3.1 Caracterizacion de cilindros PUF-PS

El espectro FTIR para PUF (Figura 16A) mostrd las bandas en 3400-3300 cm'!
para la banda de estiramiento N-H, a 3000-2850 cm las bandas de
estiramiento asimétricas y simétricas de los grupos metileno, a 1750-1700 cm-
I banda para C=0, las bandas 1550-1500 cm- y 1250-1200 cm- C-N, vy la
banda C-O-C en 1150-1100 cm-! (Li et al., 2015). El espectro PUF-PS FTIR
(Figura 16B) presentd las bandas de vibraciéon del PUF mencionado
anteriormente, y se observan las bandas en 3100-3000 cm-! para vibraciones
de estiramiento de aromdticos C-H, y a 1500-1400 cm-! para vibraciones de
estiramiento C-C en el anillo aromdatico (Rios-Gomez et al., 2017). Ademds,
se observd que la presencia de grupos aromaticos que es atribuido por la
adicion del PS ya que el PUF por si solo no mostraba esas bandas.
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Figura 16. Espectros FTIR de (A) cilindros de PUF no modificados y (B) de PUF-
EPS.
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La Figura 17A muestra la micrografia obtenida para PUF. Se demostrd que la

superficie porosa caracteristica de este material se cubre con una capa
delgada de PS (Figura 17B) después de la modificacion, lo que promueve
un drea de contacto adecuada. La superficie PUF-PS después del andlisis
del aire se puede observar en la Figura 17C. Las particulas pequenas en la
superficie indican que PAHs y particulas PMas y PMio también estaban

presentes en la superficie PUF-PS.

Figura 17. Micrografias de la superficie de los cilindros (A) PUF sin modificar,
(B) PUF-PS modificado y (C) PUF-PS después del andlisis de una muestra de

qire.

Los cromatogramas obtenidos en condiciones 6ptimas de HPLC se muestran
en la Figura 18. El cromatograma de una muestra de aire dopada con 4 ng
m-3 de 12 PAHSs se presenta en la Figura 18A, mientras que el cromatograma
obtenido en el andlisis de una muestra real de aire urbano se observa en la

Figura 18B. Los cromatogramas muestran que el PUF-PS permitié la retencion
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de PAHs, lo que confiirma que la adiciéon de PS aumentd la selectividad

debido a sus caracteristicas como la hidrofobicidad y la formacion de
inferacciones del tipo 11-11. La sensibilidad aumenta en comparaciéon con el
cilindro de PUF sin modificar debido a que se obtienen picos de drea
mayores, lo que permite el uso de un menor volumen de muestreo para el
andlisis. La metodologia propuesta es rapida, facil y no requiere grandes
volumenes de solventes orgdnicos (Moradi et al., 2019). Ademds, se observd
que los cilindros de PUF-PS tienen una adecuada estabilidad para el
muestreo de aire, ademds permite la desorcion facilmente sin requerir pasos
laboriosos como la extraccion Soxhlet y el uso de solventes organoclorados
(Parnis et al., 2016; Strandberg et al., 2020).
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Figura 18. Cromatogramas de 12 PAH obtfenidos con deteccion de
fluorescencio- 1: Fluoreno, 2: Fenantreno, 3: Antraceno, 4: Pireno, 5:
Benzo(a)antraceno, 6: Criseno, 7: Benzo(b)fluoranteno, 8:
Benzo(k)fluoranteno, 9: Benzo(a)pireno, 10: Dibenzo(a,h)antraceno, 11:
Benzo(g.h.i)perileno, 12: Indeno(1,2,3-cd)pireno, (A) muestra dopada con 4

ng m=3 de cada PAH; (B) muestra de aire urbano.
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4.3.2 Andlisis de muestras

La Tabla 13 muestra las concentraciones maximas, media y minima (ng m-3)
de los 12 PAHs determinados a partir de 18 muestras recolectadas
semanalmente desde octubre de 2021 hasta enero de 2022. Se encontraron
PAHs en concentraciones >0.34 ng m=3, y PAHs con 3 y 4 anillos aromaticos
mostraron los niveles de concentracion mas altos (>2.73 ng m=3), mientras
gue los PAHs con 5y é anillos mostraron los niveles de concentracion mas

bajos (<3.65 hg m3).

Tabla 13. Valores promedio de los pardmetros meteoroldgicos vy

concentfraciones de PAHs determinados en muestras de aire.

Porome,’rr(.)s Minimo Mdaximo Promedio
meteoroldgicos

Temperatura (°C) 12.00 24.00 18.44
Presion (mbar) 1009.1 1028.10 1015.47
PMio (ug m3) 6.00 48.00 28.83
PMz2.s (ug m3) 2.00 17.00 10.05
SO2 (Mg M3) 2.68 24.34 9.53
O3 (ug Mm3) 31.81 83.25 54.08
NO (g m3) 10.12 169.76 76.39
CO (ug m3) 234.92 981.38 493.37

PAHs (ng m-3) Minimo Mdximo Promedio SD
Fluoreno 1.04 18.11 7.88 5.93
Fenantreno 0.83 17.10 6.13 4.17
Antraceno 0.19 10.90 5.33 3.17
Pireno 0.62 5.08 2.40 1.73
Benzo(a)antraceno 0.70 2.80 1.19 1.04
Criseno 0.48 495 2.15 1.15
Benzo(b)fluoranteno 0.90 2.87 1.63 0.72
Benzo(k)fluoranteno 0.81 2.88 1.15 0.82
Benzo(a)pireno 0.75 4.22 1.17 1.06
Dibenzo(a,h)antraceno 0.86 3.55 1.26 0.92
Benzo(g.h.i)perileno 0.39 2.23 0.78 0.69

Indeno(1,2,3-cd)pireno 0.34 2.21 0.87 0.50
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En la Tabla 14 se comparan las concentraciones medias de IPAHs de

Pachuca, Hidalgo (México) con los resultados descritos para ofras areas
geogrdficas. En México se han realizado diferentes estudios en los que las
concentraciones medias obtenidas en la fase gaseosa son inferiores a las
descritas en este frabagjo, lo que se puede atribuir a diferencias en el nUmero
de poblaciones, movilidad vehicular y zonas industriales, que son las
principales fuentes de PAHs en dareas urbanas (Saldarriaga-Norena et al.,
2015). En comparacion con ofros paises, las concentraciones enconfradas
se encuenfran en un intervalo similar en algunas dareas mientras que, en un

caso, las concentraciones son mas bajas.

Tabla 14. Comparacion de la concentracion de PAHs totales en Pachuca

con otros estudios.

Regidon Pais [ZPAHs] ngm3  Fases REF
Guadalajara México  137.00/ 8.34  Gas/PM Ojeda-Castillo et al. (2018)
Cuernavaca México 24.00 PM2s  Saldarriaga-Norena et al. (2015)
Tabasco  México 210.16 Gas Gamboa et al. (2008)
Chengdu China  322.76/136.29 Gas/PM Yang et al. (2018)
Madrid Espana 13.83 Gas Barrado et al. (2013)
Harbin China 100.00/85.7  Gas/PM Ma et al., (2010)
Pachuca México 31.41 Gas/PM Este frabajo

Los datos de los pardmetros meteorolégicos de las 16 semanas muestreadas
y las concentraciones encontradas de cada PAHs, se analizaron mediante

PCA los datos se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15. Pardmetros meteoroldgicos y concentraciones de los PAHs (ng m-

3) obtenidas de 18 muestras colectadas de Octubre 2021 a Enero 2022.

Muestra Temperatura Presion PMio (Mg PMas(ug SO2(ug Os(ug NO (ug CO (ug

°C (mbar) m-3) m-3) m-3) m-3) m-3) m-3)
S1 18 1013.2 35 11 5.36 56.14 70.36  691.92
S2 24 1012.5 24 10 7.87 83.25 59.05 321.51
S3 19 1009.1 48 11 15.96 41.90 7233 51216
S4 21 1009.5 31 11 10.57 31.81 169.76 578.27
S5 18 1015.6 25 5 5.37 42.31 5415 317.39
Sé 19 1016.6 25 9 8.04 50.25 69.10  363.52
S7 16 1028.1 18 5 8.21 65.10 61.62  263.61
S8 16 1013.2 11 6 2.69 56.68 10.12 29521
S9 19 1014.2 30 13 5.34 56.15 60.16  561.54
S10 21 1010.5 45 17 10.58 79.59 97.99  625.15
ST11 19 1016.6 18 6 8.04 4422 11559 469.06
S12 17 1015.9 48 17 16.18 54.88 53.09  460.17
S13 22 1011.2 48 15 13.19 55.41 137.31 981.38
S14 19 1018.3 8 5 2.68 52.16 16.36 23492
S15 12 1019.6 6 2 5.50 65.86 38.73  445.84
S16 17 1021.0 35 15 8.13 54.26 82.58  486.19
S17 17 1018.8 29 11 24.34 38.54 4437  603.48
S18 18 1014.6 25 7 13.42 4487 16231 669.39

Muestra Flu Fen Ant Pr BaA Cri BbF BkF BaP DahA BghiP  IcdP

S1 11.49 7.16 9.63 5.51 <LOD 0.87 <LOD 1.38 256 185 1.54 0.79

S2 18.11 1229 822 503 226 495 132 288 1.51 1.62 0.8] 1.12
S3 10.72 253 620 191 202 1.71 207 1.55 1.44 187 1.09 0.94
S4 1795 9.52 10.90 426 083 278 0.90 0.82 <LOD <LOD 0.39 1.31

S5 3.32 491 6.48 093 0.70 0.65 184 1.03 1.05 <LOD 0.42 0.73
S6 8.12 6.79 382 1.16 <LOD 2.19 093 201 <LOD 0.86 <LOD 0.65
S7 248 098 223 1.40 106 1.79 098 <LOD 0.89 098 <LOD 0.34
S8 2.14 490 388 0.76 <LOD 0.48 0.99 0.81 <LOD <LOD 0.72 <LOD
S9 3.77 5.69 6.45 1.09 <LOD 2.01 128 <LOD 0.94 <LOD <LOD 0.59
S10 1513 7.64 10.06 4.51 236 220 247 184 082 1.65 0.92 2.21
ST1 13.73 10.5 532 508 273 421 287 124 075 206 131 1.23
S12 3.09 0.83 1.65 290 280 2469 248 165 130 355 208 1.27
S13 1436 17.10 6.62 327 209 178 190 1.06 247 198 0.4 0.93
S14 740 328 645 098 201 218 1.12 101 096 124 <LOD 0.79
S15 1.04 201 281 0.62 <LOD 2.15 <LOD <LOD <LOD 0.87 <LOD <LOD
S16 242 468 041 109 1.45 265 120 1.18 138 1.19 223 0.95
S17 276 585 4.67 1.40 1.08 0.64 287 <LOD 422 122 0.74 1.03
318 3.75 3.68 0.19 1.25 <LOD 2.79 092 228 078 171 1.16 0.77

Fluoreno (Flu), Fenantreno (Fen), Antraceno (Ant), Pireno (Pyr),
Benzo(a)antraceno (BaA), Criseno (Cri), Benzo(b)fluoranteno (BbF),
Benzo(k)fluoranteno (BkF), Benzo(a)pireno (BaP), Dibenzo(a,h)antraceno
(DahA), Benzo(g.h.i)perileno (BghiP), Indeno(1,2,3-cd)pirene (IcdP).
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El andlisis de datos se realizd mediante un andlisis factorial y PCA. Los PAHs

se agruparon por el nuUmero de anillos en su estructura. PC1y PC2 tienen una
contribucion del 62.7%. La Figura 19 muestra las contribuciones y
distribuciones de los dos componentes principales. Los PAHs de 3 y 4 anillos
presentaron relacion con la temperatura, ya que su concentracion en la
fase gaseosa aumentd con la temperatura (Li et al., 2006). En cuanto a los
PAHs de 5y é anillos, se observd una asociacion con PMas y PMio, que ya ha
sido descrita por ofros andlisis (Franco et al., 2015; Yang et al., 2018). Los
contaminantes del aire NO, CO y SO», presentaron relacion con el material
particulado. Los PAHs pueden distribuirse en fase gaseosa o retenerse en

particulas (Ojeda-Castillo et al., 2018).

Por otro lado, el andlisis de muestras por PCA mostrd la formacion de dos
grupos (Figura 19): el primero (Tipo 1) contenia las muestras que presentaron
pardmetros medios en niveles altos, con temperaturas de 20.12°C, PM2s de
12.25 ng m=3, PMig de 37.12 ng m3 y IPAHs medios de 46.28 ng m=3. Las
muestras tipo 2 presentaron concentraciones medias de tPAHs de 20.20 ng
m-=3y los demds pardmetros en niveles bajos. Ademds, las muestras del grupo
tipo 1 se recolectaron en los meses de octubre y diciembre, mientras que las

muestras del grupo tipo 2 se recolectaron en noviembre y enero.




ANALISIS DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS EN

2.00 ¢
1.60 t
1.20 t
0.80 ¢
0.40 t
§0.00 T
-0.40 ¢
-0.80 ¢
-1.20 t
-1.60 t
-2.00 ¢

-2.40

~

MUESTRAS DE AIRE
M Tipo 1
M Tipo 2
57 Presion Myo CC
[ | -Anillos
= S5 m s S13
S15
[ ]
S8 514. peratur&s10
3-anillos >
R N T /
-2.00 -1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50
PC1

Figura 19. Grdfico en un plano las cargas de los dos principales

componentes para las variables y puntuaciones de los dos nuevos

componentes en el plano bidimensional.

La Figura 20 muestra las variaciones de las concentraciones y temperaturas

de los PAHs en fase gaseosa durante el periodo de muestreo. Hay una

tendencia a que las concentraciones de PAHs en fase gaseosa aumenten

con la temperatura. Esta relacion ya se ha descrito para el andlisis del aire
(Li et al., 2006).
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Figura 20. Variaciones de las concentraciones y temperaturas de los PAHs en

fase gaseosa durante octubre de 2021 a enero de 2022.
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5. CONCLUSIONES

Se logré la optimizacion de las condiciones cromatogrdficas para la
separacion de los 12 PAHs contenidos en el material de referencia
certificado EPA 525 PAH Mix B. La separacion se realizd con la columna PAH,
presentando buena resolucidon de las senales cromatograficas con un
tiempo de andlisis de 20 minutos. Las columnas C8 y amino al igual serian

viables para la separacion de PAHs, pero con un numero menor de PAHS.

Se disend una metodologia PT-SPE para la extraccion de 12 PAHs utilizando
como adsorbentes peliculas de poliestireno reciclado. Las peliculas se
prepararon usando una metodologia simple y rapida que contribuye al uso
de material reciclado y de bajo costo. Las peliculas de poliestireno
mostraron ser un adsorbente eficiente que permite su integracién a un
proceso de retencion-elucion de PAHs en agua. La metodologia propuesta
PT-SPE-HPLC-FLD permite la cuantificacion de los PAHs en muestras de agua

potable obteniendo LODs, precision y exactitud adecuadas.

La metodologia PT-SPE-HPLC-FLD es competitiva comparada con las
metodologias oficiales emitidas por entidades reguladoras nacionales e
infernacionales. La metodologia propuesta es robusta, eficiente y rdpida

que permite reducir el consumo de solvente y muestras.

Las espumas PUF-PS mostraron una capacidad eficiente para retener PAHs
en muestras de aire, y permiten la retencion-elucion de PAHs lo que permite
el desarrollo de una metodologia HPLC-FLD Util para el andlisis cuantitativo
de PAHs en muestras de aire. Los resultados obtenidos del andlisis de
muestras de aire fueron evaluados por PCA y comparados con pardmetros

meteoroldgicos, enconfrdndose relacion entre los PAHs de 3 y 4 anillos con
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la temperatura, mientras que los PAHs de 5y 6 anillos se asociaron con PMas

y PMio. La metodologia propuesta para el andlisis de muestras de eficiente

con un consumo reducido de solventes orgdnicos.

El poliestireno reciclado es un material robusto que puede ser transformado
en diversas morfologias para su infegracion en la preparacion de la muestra

en la retencidn de PAHs.
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