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POLINUCLEARES EN AGUA AL NIVEL DE ULTRATRAZAS
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Departamento de QuimicaAnalitica, Facultad de Quimica, Universidad Naciona Auténomade México, Ciudad Univer-
sitaria, Coyoacén 04510 D.F., México

(Recibido agosto 2001, aceptado diciembre 2001)
Palabras clave: hidrocarburos arométicos polinucleares, andlisis de agua, preconcentracion en linea

RESUMEN

Se desarrollé un método analitico para la determinacion de los 16 hidrocarburos arométicos
polinucleares (HAP) delalistade contaminantes prioritarios dela EPA aniveles de concentra-
cion inferiores a las partes por billon (ppb) en agua. Los compuestos fueron extraidos y
preconcentrados en una pequefia precolumna empacada con un adsorbente de fase reversa.
Posteriormente, la precolumna se acopl 6 en linea con una columna anal itica de fase polimérica
C18 paralaseparacion cromatograficadelos HAP por elucion en gradiente y su deteccion dual
por UV (262 nm) y fluorescencia (excitacion: 305-395 nm, emision: 430-470 nm). Paraunandlisis
completo serequirieron dos muestras de 75 ml delamismaaguaalas cual es se afiadio 5% 6 25%
(v/v) de acetonitrilo antes de la etapa de extraccion. Ambas muestras fueron posteriormente
procesadas de maneraidéntica, cuantificando los HAP masligeros en lade menor contenido de
disolvente orgénico y los HAP mas pesados en la muestra complementaria. En €l intervalo de
concentraciones estudiado las recuperaciones obtenidas fueron > 88% con coeficientes de
variacion < 15%. Los limites de deteccion en muestras de agua grado reactivo fortificadas
estuvieronentre 1.5y 75 partes por trill6n (ppt), dependiendo del andlito considerado. El andlisis
de una muestra de agua de rio permitié detectar la presencia de antraceno y fluoranteno a
concentraciones de 29y 26 ppt, respectivamente.

Key words: polynuclear aromatic hydrocarbons, water analysis, on-line trace enrichment

ABSTRACT

An analytical method was developed for the determination of the 16 EPA priority pollutant
polynuclear aromatic hydrocarbons (PAH) at sub-ppb concentration levelsin water. The com-
pounds were extracted and preconcentrated in asmall precolumn packed with areversed phase
adsorbent. Then, the precolumn was on-line coupled to apolymeric C18 analytical column for
the chromatographic PAH separation by gradient-elution and their dual UV (262 nm) and fluo-
rescence detection (excitation: 305-395 nm, emission: 430-470 nm). A complete analysis was
performed with two 75-ml samples of the same water, which were identically extracted and
processed after the addition of 5% or 25% (v/v) of acetonitrile. The lightest PAH were quanti-
tated in the sample with lowest organic solvent content and the heaviest ones in the comple-
mentary sample. Recoveries> 88% with variation coefficients< 15% were obtained for all PAH
with this method. The detection limits of the method in spiked reagent water samples were
comprised between 1.5 and 75 parts per trillion (ppt), depending on the solute. The analysis of
ariver water sampleindicated the presence of anthracene and fluoranthene at concentrations of
29 and 26 ppt, respectively.
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INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos polinucleares (HAP)
son contaminantes que se encuentran dispersosen el am-
biente y provienen tanto de fuentes naturales como de
diversas actividades humanas, en particular aguellasque
involucran procesos de combustion incompletos donde
|as temperaturas sobrepasan los 700 °C. Algunas fuen-
tes de contaminacién tipicas son las centrales térmicas,
los humos de combusti6n de los automaviles, los proce-
sosderefinado del aluminioy losderrames de combusti-
blesfdsiles. Los HAP pueden clasificarse en dos grupos
con propiedades y efectos diferentes. los de bagjo peso
molecular, con dosy tres anillos aroméaticos, son menos
hidrofdbicos (log Kow, coeficiente de reparto octanol-
agua, entre 3y 5) y presentan una alta toxicidad; los de
ato peso molecular son fuertemente hidrofébicos (log
Kow > 5.5) y potencialmente mutagénicos y carcino-
génicos. A pesar de la bagja solubilidad en agua de los
HAP, su presencia en este medio esta fuertemente regu-
ladaen lamayoria de los paises debido alos riesgos po-
tenciales paralasalud humana. Por gemplo, enlaUnién
Europea se ha establecido como norma que la suma
de la concentracién de 6 HAP [fluoranteno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
benzo(ghi)perileno e indeno (cd)pireno] en agua pota-
ble debe ser inferior a0.2 ppb (ug/l), con unaconcentra-
cion limite de 20 ppt (ng/l) para benzo(a)pireno. En el
caso de aguas superficiales usadas como fuente de abas-
tecimiento para agua potable, €l limite establecido para
lasumade los 6 HAP es de 1 ppb. Estos limites se en-
cuentran muy por debajo de las capacidades de detec-
cion delainstrumentacion actual, por o queel desarrollo
de métodos de tratamiento de la muestra que permitan
obtener un concentrado analizable es uno de los cam-
pos de investigacion més activos de la quimica analiti-
ca.

Los métodos tradicional es para la determinacion en
aguadelos 16 HAP incluidos en lalistade contaminan-
tes prioritarios de la EPA (Agencia de Proteccién Am-
biental de EUA), son variaciones del Método 610
(USEPA 1984). Todos €ellos se basan en la extraccion
liquido-liquido (EL L) dela muestraacuosa, seguida por
evaporacion del extracto organico, reconstituciony an&
lisis por cromatografia de gases (CG) con detector de
ionizacién de flama o espectrémetro de masas, o bien
por cromatografia de liquidos (CL) con detector UV o
de fluorescencia. Estos métodos son muy largos, minu-
ciosos eimplican unacontinuamani pulacion delamues-
tra, lo que se traduce en altos riesgos de pérdida de
analitos durante el procedimiento. Ademés, presentan la
desventajaderequerir volimenes rel ativamente grandes
de disolventes organicos téxicos, particularmente
disolventes clorados, con el consiguiente problema de
generacion de desechos.

Actualmente, la extraccion en fase sdlida (EFS) en
sus diversas modalidades se haconvertido en laalterna-
tiva de eleccion para la preparacion de muestras am-
bientales. La EFS fuera de linea se ha empleado para
aislar y concentrar los HAP de diversas matrices acuo-
sas, utilizando adsorbentes de fase reversa C18 deposi-
tados en discos 0 en membranas (Hodgeson 1990, Michor
et al. 1996, Carrera et al. 1998) o en cartuchos
desechables (Fladung 1995, Messer y Taylor 1995, Kiss
et al. 1996). Aunque esta técnica representa un avance
con respecto a la ELL, aln tiene el inconveniente de
requerir voliumenes de muestra relativamente grandes
(superiores a 250 ml) y pasos de evaporacion del disol-
vente de elucion, para obtener un extracto suficiente-
mente concentrado que permita determinar los HAP a
los niveles que exigen las normas de calidad del agua.
Esto implica que |os tiempos de preparacion de muestra
son todavialargos (> 100 min) y persisten losriesgosde
pérdida de analitos durante las etapas de elucion y eva-
poracion. También se han publicado varios métodos para
HAP basados en la EFS en linea (Brouwer et al. 1994,
Vera-Avilay Covarrubias 1994, Lai y White 1995). En
este caso, una pequefia precolumna empacada con el
adsorbente es cargada con la muestra 'y luego se eluye
en linea con la columna analitica de un sistemade CL.
De esta manera, |as etapas de preparacion de muestray
analisis se acoplan, conduciendo aresultados mas exac-
tosy precisosy amuy altas sensibilidades con volUme-
nes de muestra mas peguefios. Recientemente, se ha
descrito el uso delosinmunoadsorbentes parala EFS de
HAP, en linea o fuera de linea (Cichna et al. 1997,
Bouzige et al. 1999). Estos adsorbentes estan constitui-
dos por anticuerpos especificos contra algin HAP,
inmovilizados en un soporte sélido. Su principal ventaja
eslaaltisimasel ectividad que presentan respecto a com-
puesto que les dio origen; sin embargo, estos materiales
todaviase encuentran en fase experimental y no han sido
muy comercializados. Otramodalidad de la EFS que ha
sido empleada en la determinacién de HAP es la
microextraccion en fase sdlida(MEFS) (Liu et al. 1997,
Negrao y Alpendurada 1998, Doong et al. 2000), en la
cual los analitos se adsorben sobre una microfibra que
recubrelapuntadelaagujade unajeringa, sumergidaen
la muestra acuosa o colocada en €l vapor sobrenadante
deésta. El andlisisserealizapor CG 6 CL introduciendo
lajeringaen el inyector, donde los HAP son desorbidos
delafibrapor latemperaturao lafase mévil, respectiva-
mente, y son enviados alacolumnaparasu separaciony
andlisis. Esta técnica de preparacion de muestra es su-
mamente sencilla pero la sensibilidad obtenidaes menor
gue en las otras modalidades de EFS y presenta mayor
inexactitud en la cuantificacion delos analitos.

I ndependientemente del adsorbente o lamodalidad de
EFS usada para concentrar los HAP de la muestra, €l
principal problema que presentan estos compuestos es
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su fuerte tendencia a adsorberse sobre la superficie de
cualquier material que se encuentre en contacto con sus
disoluciones acuosas. Estatendenciaestanto masinten-
sa cuanto més hidrofébico es el compuesto, por ello las
pérdidas mayores por adsorcion en filtros y recipientes
se presentan en los HAP més pesados. Para atenuar
este problema, en varios trabajos se ha buscado aumen-
tar lasolubilidad delosHAP en el aguapor adicién deun
disolvente orgénico o de un surfactante no iénico acon-
centracion superior a su concentracion micelar critica.
Sin embargo, €l modificador organico afecta el proceso
subsecuente de EFS, por o que se requiere una cuidado-
saoptimizaciény control de su concentracion enlamues-
tra a extraer para obtener recuperaciones aceptables de
todos los analitos, independientemente de su hidrofobi-
cidad. En general, estos problemas han llevado a mayo-
res complicaciones de los procedimientosy del montaje
experimental utilizado en el método.

En un trabajo previo (Vera-Avila y Covarrubias
1994) se ha propuesto un sistema de EFS en linea en
dos etapas, parala determinacion de 10 HAP en agua,
logrando buenas recuperaciones para todos ellos. El
objetivo del presente estudio fue optimizar el sistema
antes propuesto para obtener un método exacto, preci-
S0y robusto que permitiera determinar los 16 HAP de
la lista de contaminantes prioritarios en concentracio-
nes inferiores a la ppb y mostrar su aplicabilidad en
diversas muestras de agua.

MATERIALES Y METODOS

Equipo

Lafigura 1 muestrael diagramadel arreglo experi-
mental utilizado, que estd compuesto por dos secciones
unidas mediante una vl vulade conmutaci 6n Rheodyne
7000 (Vc, en la Fig. 1). La seccion de andlisis esta
constituida por un sistema de bombeo Varian Modelo
5000 (P,) con capacidad para gradiente de elucion
binario, un inyector manual Rheodyne 7125 (i) con un
rizo de 24.7 pl calibrado in situ (Vera-Avilay
Covarrubias 1994), una columna analitica (C) y dos
detectoresen serie: un UV delongitud de ondavariable
de Thermo Separations Modelo 3200 (UV) operado a
262 nmy un detector de fluorescenciade filtros Gilson
Modelo 121 (F) con filtro de excitacion de 305-395 nm
y filtro de emisién de 430-470 nm; cada detector esta
conectado a un integrador/graficador Hewlett-Packard
3396 Seriell (1/G). Laseccion de preparaci on de mues-
tra, intercalada entre el inyector y lacolumnaanalitica,
consta de una bomba isocratica Beckman 210 A (P,),
unavalvula de purga (Vp) y la precolumna de extrac-
cion y concentracion (Pc) colocada en la posicién co-
rrespondiente al rizo de lavalvulade conmutacién. Con
 findeeliminar posibles pérdidasde HAP por adsorcion

en las tuberias de la bomba P,, ésta fue modificada
reemplazando el tubo de entradade Teflon® por un tubo
de acero inoxidable (1/8 “ D.E.).

P,

Pc

Vp P,

'

Fig. 1. Diagrama del montaje experimental. P;: cromatégrafo para
gradiente binario, P,: bomba isocrética, Vc: valvula de
conmutacion, Vp: vavuladepurga, i: inyector, Pc: precolumna,
C: columnaanalitica, I/G: integrador-graficador, UV: detector
ultravioleta-visible, F: detector defluorescencia

Columnas y fases méviles

Laprecolumnade acero inoxidable (20x2mmD.l.)
de Upchurch Scientific fue empacadaen el |aboratorio a
210 bar, con unasuspensién delafasereversa Spherisorb
ODS-2 de 5 um (Phase Separations) en una mezcla
tetracloruro de carbono — etanol 50:50 (v/v), utilizando
un sistema para empacado de columnas Haskel Modelo
29426. La columna analitica (125 x 3.2 mm D.I.)
Envirosep-pp de Phenomenex, empacada con una fase
reversa polimérica C18 de 5 um, fue adquirida comer-
cialmente. La separacion cromatograficade los analitos
serealizé aun flujo de 0.5 ml/min mediante un gradiente
de elucion binario. Las fases moviles débil (fase A) y
fuerte (fase B) fueron acetonitrilo—agua 10:90 (v/v) y
acetonitrilo puro, respectivamente. El programa de
gradiente empleado fue: fase B, 0 min =25 %, 8 min =
25 %, 10 min =50 %, 14 min =50 %, 28 min =100 %Yy
50 min =100 %.

Disolventes, reactivos y disoluciones

El acetonitrilo fue grado HPLC de Prolabo. El agua
empleadaparalapreparacion defasesmovilesy de mues-
tras sintéticas fortificadas fue grado reactivo, tipo I, ob-
tenida de un desionizador Nanopure de Barnstead
Thermolyne. Los 16 HAP, cuyos nhombres y abreviatu-
ras se muestran enlatablal, fueron adquiridos de Chem
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Service con una pureza certificada minima de 97 %, ex-
cepto el acenaftileno (especificacion del proveedor: 89 %
Acenaftileno y 11 % acenafteno). Se prepararon disolu-
ciones patron individuales a concentracion entre 100 y
200 partes por millén (ppm, mg/l) paracadaHAR, pesan-
do la cantidad adecuada y disolviéndola en acetonitrilo.
Las mezclas estandar de trabajo se prepararon también
en acetonitrilo a partir de las disoluciones patron. Estas
mezclas se utilizaron parafortificar lasmuestras de agua
y también en inyeccién directa, como referencia para
calcular la recuperacion de los solutos en las muestras
analizadas.

Mediante pruebas preliminares, con disolucionesindi-
viduales de los HAP inyectadas en el cromatégrafo, se
determind el orden de elucion de los compuestos y el
modo de detecciodn a utilizar paracadauno deellos(Ta-
bla ). Los HAP detectados con alta sensibilidad por
fluorescencia (ANT, FLT, B(a)P, B(b)F, B(k)F, DBA,
B(ghi)P e I(cd)P) también dieron respuestaen el UV a
262 nm, pero con mucho menor intensidad. Por el con-
trario, el conjunto constituido por NAF, ACE,ACI, FLU,
FEN y CRI no dio ninguna sefial en el detector de fluo-
rescencia con los filtros de excitacién y emision usa-
dos. El PIRy el B(a)A dieron respuestas parecidas en
ambos detectores; sin embargo, paraB(a)A se opté por
|a deteccidn en fluorescencia debido a que eluye muy
cercano a CRI, el cual no interfiere en este modo de
deteccion, en cambio para PIR se €eligio la deteccion
UV por la menor interferencia del pico vecino, FLT,
cuya sefial en UV fue muy pequefia. Por otra parte, en
estos ensayos se observé que las diferencias de res-
puesta para una misma concentracioén, entre los HAP
detectados por fluorescenciay los detectados por UV,
fueron en general muy grandes e incluso dentro del gru-

aetal.

po de compuestos reconocidos por un mismo detector,
|asrespuestas fueron considerablemente diferentes. Para
evitar problemas de saturacion delos detectores, lasmez-
clas estandar de trabajo fueron preparadas gjustando
apropiadamente la concentracion de cadaHAP de acuer-
do con su modo de deteccién y su respuesta relativa en
ese detector.

Operaciones fuera de linea

El método propuesto fue disefiado considerando que
las muestras se colectan en frascos de vidrio ambar con
capacidad de 75 ml, los cuales sellenan hastael inicio de
laroscacon el aguaaanalizar. Esto significaqueel volu-
men de muestra podria variar entre 73y 77 ml, aproxi-
madamente; sin embargo, el protocol o desarrollado pue-
de aceptar estas variaciones sin requerir de ningunamo-
dificacion. No obstante, para la cuantificacion de los
analitos se necesitaconocer €l volumen exacto de mues-
tra por lo que debera marcarse el nivel del liquido en el
frasco para determinar posteriormente dicho volumen.

Para un andlisis completo se requieren dos frascos
con lamisma muestra. En efecto, debido ala gran dife-
renciade hidrofobicidad entrelos 16 HAP, éstos sedivi-
dieron parasu andlisisen dosgrupos, el delosHAPlige-
rosy el delos HAP pesados (tal como se indicaen la

Tablal), y se disefiaron condiciones diferentes para el

tratamiento de cadagrupo. El procedimiento optimizado

paralapreparacion previadelamuestra (fuera de linea)
esd siguiente:

1. Enunsisemadefiltracion (Millipore, Modelo OM027)
con unamembranade Nylon 66 de poro 0.4 um, filtrar
lamuestraayudandose deunavarilladevidrioy usan-
do un vacio suave. Recibir € filtrado en un matraz
Kitazato devidrio de 125 ml. Antesde usarse, lamem-

TABLA . CLASIFICACION Y DETECCION DE LOSHAP

Orden* Compuesto Abreviatura Clasificacion Deteccion**
1 Naftaleno NAF HAPligero uv
2 Acenafteno ACE HAPIligero uv
3 Acenaftileno ACI HAPligero uv
4 Fluoreno FLU HAPligero uv
5 Fenantreno FEN HAPIligero*** uv
6 Antraceno ANT HAPIligero*** F
7 Fluoranteno FLT HAPIligero*** F
8 Pireno PIR HAPIligero*** uv
9 Benzo(a)antraceno B(@A HAP pesado F
10 Criseno CRI HAP pesado uv
11 Benzo(a)pireno B(@P HAP pesado F
12 Benzo(b)fluoranteno B(b)F HAP pesado F
13 Benzo(k)fluoranteno B(k)F HAP pesado F
14 Dibenzo(ah)antraceno DBA HAP pesado F
15 Benzo(ghi)perileno B(ghi)P HAP pesado F
16 Indeno(cd)pireno I(cd)P HAP pesado F

*QOrden deelucion en el cromatograma. ** UV a262 nm; F=fluorescencia, excitacion: 305-395 nm, emi-

sion: 430-470 nm. *** Compuestos frontera
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brana de nylon debe ser acondicionadaparalo cua se
sumerge por 1 a2 horas en acetonitrilo, luego se colo-
caen e embudo defiltraciony selavacon acetonitrilo
fresco y agua grado reactivo, desechando estos
disolventes.

2. ParalosHAPIligeros, unavez filtradalamuestraagre-
gar 5 ml de acetonitrilo al frasco de muestreo, tapar y
agitar vigorosamente. Pasar este disolvente por lamis-
ma membrana de nylon y recogerlo en €l mismo ma-
traz que lamuestra. Repetir esta operacion con 20 mi
de aguagrado reactivo. El volumenfinal deliquidoen
el matraz Kitazato serade~100 ml (volumeninicial de
muestra+ 25 ml).

3. ParalosHAP pesados, agregar 5x 5 ml de acetonitrilo
al frasco de muestreo, tapar y agitar vigorosamente a
cada vez. Pasar cada porcién por la misma membra-
nay recogerlaen el mismo matraz que lamuestra. El
volumen final en el matraz serade ~100 ml.

4. Retirar el matraz del sistemadefiltracion, taparlo con
papel aluminioy agitar suavemente para homogenei -
zar lamezcla. El matraz con lamuestrafiltraday el o
los di sol ventes afiadi dos se empl ea directamente como
reservorio de la bomba P, en los pasos 5y 6 de las
operaciones en linea descritas posteriormente.

Operaciones en linea
Unavez preparadaladisolucién de carga, se procede
arealizar en linealaextraccién, preconcentraciony ana
lisisdelosHAP utilizando €l arreglo experimental dela
figura 1. Las soluciones empleadas en la bomba P, du-
rante el procedimiento son:
a. disolventederegeneracion: acetonitrilo.
b. disolucién de acondicionamiento: mezclaacetonitrilo
—agua’5:95 (v/v) en el ensayo deHAPligeroso 25:75

(v/v) en el de HAP pesados.

c. disolucion de carga: la muestra filtrada y preparada
para HAP ligeros o para HAP pesados.

d. disolvente de enjuague: aguagrado reactivo.
Enlabomba P, s6lo se utilizan lasfases mévilesA 'y

B. Lafase mdvil inicial, empleadaparaequilibrar €l sis-

tema, esta constituida por fase A 75 %y fase B 25 % (v/

v); el programa del gradiente de elucion parala separa-

cion delos HAP fue descrito anteriormente. Latablall

muestra los tiempos y condiciones experimentales usa-

dos en cada paso de |as operaciones en linea descritas a

continuacion.

1. Mediante la bomba P,, enviar la fase movil inicial

hacialacolumnaanaliticaparaequilibrarla. Simult&

neamente, llenar las lineas de la bomba P, con €l
disolvente de regeneracion.

. Regenerar la precolumna.

. Llenar laslineas delabomba P, con el disolvente de

acondicionamiento.

. Acondicionar laprecolumna.

. Llenar laslineas de labomba P, con ladisolucion de

carga.

. Cargar la precolumna con 25 ml exactos de esta di-

solucion.

7. Llenar laslineas de labomba P, con ladisolucion de
enjuague.

8. Enjuagar laprecolumna.

9. Rotar lavéalvula de conmutacion y correr €l progra-
made gradienteenlabombaP, paraanaizar lamues-
tra.

10. Con la bomba P;, enviar la fase movil inicial para
equilibrar laprecolumnay la columnaanaliticaaco-
pladas en linea. Cargar €l rizo del inyector con la
mezclaestandar de HAP que se utilizara como refe-

[S20F N w N

o

TABLA Il. TIEMPOSY CONDICIONES DEL PROCEDIMIENTO EN LINEA

Tiempo Paso Vavulas P, P,
Flujo Flujo
(min) Vp Vc i (ml/min) ~ fasemovil  (ml/min)  disolucion
0.0 1 A L L/ 0.5 inicid 5.0 a
10 2 C L L/ 0.5 inicia 2.0 a
6.0 3 A L L/ 0.5 inicid 5.0 b
7.0 4 C L L/ 0.5 inicia 2.0 b
17.0 5 A L L/ 0.5 inicia 5.0 C
19.0 6 C L L/ 0.5 inicia 2.0 c
315 7 A L L/ 05 inicia 5.0 d
325 8 C L L/ 0.5 inicia 05 d
335 9 AlC I L/ 0.5 gradiente 0.0 -
835 10 AlC I L 0.5 inicia 0.0
1135 11 AlC I | 0.5 gradiente 0.0

163.5  Repetir pasos 1-9 parael andlisisde lacargacomplementaria
247.0  Finonuevociclo paraandlisis de otra muestra

P,: bombabinaria, P,: bombaisocratica, Vp: valvulade purga, Vc: vélvulade conmutacion, i: inyector,
A: abierta, C: cerradza, L: posicion decarga, |: posicion deinyeccion, a: disolvente de regeneracion, b:
disolucion de acondicionamiento, c: disolucion de carga, d: disolvente de enjuague
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rencia parala cuantificacion.
11. Rotar lavavula de inyeccién y correr el programa
degradiente en labomba P, paraanalizar el estandar.
Repetir los pasos 1-9, usando en los pasos 5y 6 la
muestracomplementaria; esdecir, s inicialmente se car-
g6 lamuestra preparada para HAP ligeros, cargar ahora
la muestra para HAP pesados o viceversa.
Enlospasos 3, 5y 7, labomba P, debe pararse mo-
mentaneamente para transferir el tubo de entrada a la
siguiente disolucion a emplear; posteriormente, se abre
lavélvulade purgay se arrancalabomba P, parallenar
las tuberias con lanuevadisolucion aun flujo rapido. El
estandar inyectadoy analizado enlospasos 10y 11 sirve
como referenciatanto parael andlisis delamuestrapre-
parada para HAP ligeros como parala de HAP pesados.
Seglin se observaen latablall, el tiempo total para
un andlisis completo (HAP ligeros, HAP pesados y
estandar inyectado) es de aproximadamente 4 horas. Sin
embargo, laEFSdelasdos muestrasHAP ligerosy HAP
pesados, solo requiere 67 min en total y este proceso se
realiza mientras se equilibra la columna analitica a las
condiciones iniciales para la siguiente corrida
cromatogréfica (entre el paso 1y 8). Asi, en este proce-
dimientoenlinea, el tiempo de andlisis estadeterminado
exclusivamente por las corridas cromatogréficas y su
respectivo equilibrio de columna. Esinteresante mencio-
nar que todo el conjunto de operaciones en linea puede
ser automatizado paraandlisis de rutina; en este caso, la
tablall permite programar las diferentes actividades en
el sistema el ectrénico de comando. En el comercio exis-
ten diversos sistemas para la automatizacion de la EFS.
El protocolo presentado llevaincluido un paso dere-
generacion de la precolumna antes de cada andlisis. Asi
mismo, lacolumnaanaliticaesregeneradaen cadacorri-
dapor lafase moévil fuerte que circulaatravésdeellaa
final del gradiente. De estamanera se eliminan préctica-
mente todos |os riesgos de contaminacion cruzada en
andlisis secuenciales de muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion de las condiciones experimentales
Los 16 HAP en estudio son un grupo de compuestos
dificilesde separar tanto por cromatografiade gases como
por cromatografia de liquidos, aunque se considera que
esta Ultima técnica es una mejor opcion (Bouzige et al.
1999). LacolumnaEnvirosep-pp, utilizadaen este traba-
jo, esta especiamente disefiada para la separacion de
HAP y con € gradiente propuesto permite lograr una
resolucién adecuada de los 16 compuestos, como se
muestra en la figura 2. El cromatograma fue obtenido
por inyeccion de unamezcla estdndar aconcentraciones
relativamente elevadas delosHAP, condicién enlacual
los 16 compuestos se a canzan a detectar por UV a 262

nm. Sin embargo, combinando ladeteccién por UV y por
fluorescenciaes posiblealcanzar limites de deteccion en
inyeccion directamuy bajos paratodos|os solutos (entre
1y 50 ppb, dependiendo del soluto considerado).

Uno de los principales problemas cuando se trabaja

0.004 AU
12 ||15

g

| 1 1

25 50

)
=
-
(]

Tiempo (min)

Fig. 2. Cromatograma UV obtenido de la inyeccion de una mezcla
esténdar deHAP . Solutos-concentracion: (1) NAF-1609 ppb,
(2) ACE-950 ppb, (3) ACI-1826 ppb, (4) FLU-341 ppb, (5)
FEN-555 ppb, (6) ANT-186 ppb, (7) FLT-149 ppb, (8)
PIR-182 ppb, (9) B(a)A-333 ppb, (10) CRI-421 ppb, (11)
B(a)P-86.4 ppb, (12) B(b)F-107 ppb, (13) B(k)F-83.2 ppb,
(14) DBA-1049 ppb, (15) B(ghi)P-86.4 ppb y (16) In(cd)P-
86.4 ppb

con compuestos muy hidrofébicos como los HAP, es su
fuerte tendencia a escapar de la disolucion acuosa,
adsorbiéndose sobre la superficie de cualquier material
gue esté en contacto con ella. Pararecuperar |os analitos
adsorbidos, esnecesario incluir en el protocol o operacio-
nes de enjuagado del frasco de muestreo y de la mem-
branade filtracion con un disolvente organico, el cual se
agrega posteriormente a la muestra a analizar. El volu-
men de este disolvente debe ser |o més pequefio posible
para no afectar significativamente las operaciones
subsecuentes de extraccion y andlisis, ya que la reten-
cion de los analitos en las precolumnas de fase reversa
utilizadas parala EFS disminuye a medida que aumenta
€l contenido de disolvente organico en lamuestra acuo-
sa. En el caso delosHAP estudiados el problemaradica
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TABLAIII. LINEALIDAD Y EXACTITUD MULTINIVEL DEL METODO
(CANTIDAD RECUPERADA VS CANTIDAD ANALIZADA

TEORICAMENTE)*

Compuesto n Ordenada(ng) Pendiente Intervalo (ppb)
AF 5 08 + 18 092 + 007 0.161 - 2412
ACE 5 -1.3 + 37 1.08 + 0.09 0.190 - 4.744
ACI 5 -15 + 58 109 + 0.14 0.183 - 4.565
FLU 5 -02 + 08 1.04 + 0.10 0.034 - 0.853
FEN 5 00 + 0.6 1.00 + 0.05 0.056 - 1.387
ANT 5 -01 + 02 099 + 0.02 0.019 - 0.928
FLT 5 -02 + 05 1.05 + 0.07 0.015 - 0.747
PIR 5 -04 + 26 105 + 0.16 0.054 - 1.813
B(a)A 8 -02 + 03 1.06 + 0.02 0.033 - 1.664
CRI 8 -01 + 05 1.02 + 0.03 0.042 - 2107
B(a)P 8 -0.1 + 0.2 101 + 004 0.009 - 0432
B(b)F 8 -0.1 £+ 01 1.00 + 0.03 0.011 - 0.533
B(k)F 8 -01 + 01 102 + 004 0.008 - 0.416
DBA 8 -05 + 32 093 + 0.07 0.105 - 5.248
B(ghi)P 8 -02 + 0.2 094 + 004 0.009 - 0.864
I(cd)P 8 -04 £ 07 0.88 + 0.04 0.041 - 2.048

* Coeficientes de correlacion (r) superiores a0.995; interval os de confianzade la
ordenadaal origeny lapendiente paraun nivel designificion ¢=0.05

en que, si se utiliza un cantidad muy pequefia de disol-
vente organico paraenjuagar el material, |oscompuestos
mas voluminosos no alcanzan a desorberse completa-
mente, comprometiendo laexactitud y precision del mé-
todo; por el contrario, si la muestra contiene una mayor
proporcion de disolvente orgénico, entonces es necesa
rio reducir drasticamente el volumen de carga en la
precolumna para evitar lafuga de los analitos mas lige-
ros, lo que compromete lasensibilidad del método. Ante
esta disyuntiva, se opto por dividir alos 16 HAP en dos
grupos. €l delosHAP ligeros, que pudieron recuperarse
convenientemente usando sdlo 5 ml de acetonitrilo para
el enjuague, y el de los HAP pesados, que requirieron
hasta 25 ml de este disolvente para desorberse de los
recipientesy filtrosy permanecer en lafase liquida.

Algunos compuestos como FEN, ANT, FLT y PIR,
que fueron clasificadosy tratadoscomo HAP ligeros, de
hecho son compuestos frontera pues se comprobd que
también se recuperan aceptablemente si se tratan segun
€l procedimiento para HAP pesados.

Para optimizar las condiciones de EFS se prepararon
muestras de agua grado reactivo con un contenido de
5% 0 25% de acetonitrilo y sefortificaron con unamez-
claesténdar de HAP. Usando el montajedelafiguraly
el procedimiento descrito en la parte experimenta para
las operaciones en linea, se cargaron en la precolumna
volUmenes crecientes de las muestras (10, 25y 50 ml) y
para cada volumen se determind la recuperacion de los
analitos. Las concentraciones de HAP en las muestras
fortificadas fueron gjustadas de modo que, paralosdife-
rentes volUmenes ensayados, la cantidad teéricamente
cargada de cada soluto en la precolumna fuera constan-
te. Las ecuaciones utilizadas para calcular €l porcentagje

de recuperacion (% R) fueron:

Qn = (Anx QJ /A D
%R =(Q,x100)/Q )

donde para cada HAP, A _es el areadel pico del soluto
en el cromatograma de la muestra analizada, A, es €

area del pico del mismo soluto en e cromatograma del

estandar inyectado, Q,, eslacantidad recuperadade soluto
en lamuestra analizada, Q, eslacantidad de soluto ted-
ricamente cargada en la precolumna (concentracion del

soluto en ladisolucién de cargax volumen cargado) y Q
es la cantidad de soluto inyectada (concentracion del

soluto en el estandar x volumen del rizo del inyector). En
los experimentoscon 10y 25 ml de muestracargados, se
recuperaron totalmente los HAP ligeros (en la muestra
con 5 % de acetonitrilo) y los HAP pesados (en lamues-
tracon 25 % de acetonitrilo). Por €l contrario, con 50 ml

de carga, larecuperacion delos solutos, en particular los
primeros de cada grupo, disminuy6 dréasticamente. Asi,

enlamuestracon 5 % de acetonitrilo, larecuperacién de
NAF fue de 63 % y en la muestra con 25 % del mismo
disolvente, larecuperacion de B(a)A fue de 60 %. Por lo
tanto, se concluyé que un volumen de cargade 25 ml era
el més apropiado para una recuperacion Optimay una
buenasensibilidad del método.

Certificacion del método analitico

Los resultados de la evaluacion del método desarro-
[lado seresumen enlastablasllil, 1V y V. El estudio de
linealidad y exactitud multinivel del método serealizd con
muestras de agua grado reactivo fortificadas con los 16
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TABLAIV. PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO (n=4)
A CONCENTRACIONES DE HAP CERCANAS A
LOSLIMITES DE DETECCION

Compuesto  Concentracion R* Cv*

(ppt) (%) (%)
AF 161 129 3
ACE 190 101 5
ACI 183 % 10
FLU 34.1 99 6
FEN 55.5 100 5
ANT 37.1 94 10
FLT 149 85 3
PIR 36.3 77 3
B(aA 333 100 19
CRI 421 92 19
B(a)P 8.64 107 4
B(b)F 10.7 84 6
B(k)F 8.32 77 7
DBA 105 72 10
B(ghi) 8.64 94 9
I(cd)P 111 82 12

* R = recuperacion promedio, CV = coeficiente de variacion

HAP avarios niveles de concentracion; para cada nivel

se determind la cantidad recuperada de los solutos y se
relaciono con la cantidad tedricamente analizada. En la
tabla 111 se reportan las ordenadas a origen y las pen-
dientes de las rectas de regresion obtenidas por €l méto-
do de minimos cuadrados, junto con sus intervalos de
confianzarespectivos; también seindican losintervalos
de concentracion estudiados para cada soluto, los cuales
se encuentran comprendidos entrelas partes por trillony
las partes por billén. Dado que los coeficientes de corre-
lacion (r) calculados fueron superiores a 0.995 para to-

TABLAV. LIMITES DE CUANTIFICACION (LCM) Y DE DE-
TECCION DEL METODO (LDM) PARA CADA HAP.
COMPARACION CON LOS LDM DEL METODO

EPA 610

Compuesto LCM LDM LDM (EPA 610)
(ppt) (ppt) (ppt)

AF 65 29 1800

ACE 103 47 1800

ACI 165 75 2300

FLU 22 10 210

FEN 26 12 640

ANT 35 16 660

FLT 3 2 210

PIR 11 5 270

B(a)A 62 28 13

CRI 73 33 150

B(a)P 3 2 23

B(b)F 5 2 18

B(K)F 5 2 17

DBA 74 34 30

B(ghi)P 7 3 76

I(cd)P 4 18 43

doslos HAPy las ordenadas al origen de las rectas de
regresion fueron estadisticamenteigual esacero, se puede
considerar que el método no presenta errores sistemati-
cosy eslinea en el interval o estudiado de concentracio-
nes. Por otra parte, las pendientes, que representan la
fraccién de soluto recuperado, se situaron entre 0.88 y
1.09, mostrando que la exactitud del método es muy sa-
tisfactoria dados os bajos niveles de concentracion de
losHAP en las muestras analizadas. Con €l fin de cono-
cer las capacidades de este método en condiciones limi-
te, serealizo un estudio adicional de precisiony exactitud
con muestras fortificadas a concentraciones cercanas a
los limites de deteccion. Latabla |V muestraque, aes-
tosnivelesde ultratrazas, laprecision del método medida
por el coeficiente de variacion es< 19 % mientrasquela
exactitud, evaluada por el porcentgje de recuperacion,
se encuentra entre 72 % y 129 %. Es interesante men-
cionar que laNPS (National Pesticide Survey de EUA)
y la EPA establecen como valor aceptable una recupe-
racion entre 70 %y 130 %, con un coeficiente de varia-
¢ion méaximo de 30 %, paramuestras ambientalesfortifi-
cadas a niveles de ppb (Barcel6 1993). En este trabajo
se obtuvo esa recuperacién para concentraciones a ni-
veles de ppt, es decir mil veces menores.

Los limites de deteccion del método (LDM) se esti-
maron a partir de los resultados reportados en la tabla
IV, utilizando lasiguiente ecuacion:

LDM = t;,; Oggg X DE ©)

donde, DE es la desviacion estandar de las determina-
ciones expresada en unidades de concentracion y t.,,
Ogoq €S €l valor dela“t” de Student para un nivel de
confianzadel 99 %Yy (n-1) gradosdelibertad, siendo n el
numero deréplicas. El limite de cuantificacion del méto-
do (LCM) se definié como la concentraci én correspon-
dienteadiez vecesladesviacion estandar. En latablaV
sereportanlosvaloresde LDM y LCM paralos16 HAP
y se comparan con los limites de deteccion reportados
en el método 610 de la EPA (USEPA 1984). Como pue-
de observarse, el método propuesto en este trabajo per-
mite alcanzar limites de deteccion paralos HAP ligeros
considerablemente menores que los del método oficial.
Para los HAP pesados se obtienen también limites de
deteccion menores que los del método EPA, con excep-
cion del B(a)A y e DBA, aunque en este caso las dife-
rencias entre los valores dados por anbos métodos son
menos notorias. Otra caracteristica interesante de com-
parar es el volumen de muestrarequerido parael analisis
de los 16 HAP; el método EPA esta disefiado para tra-
bajar con un litro de muestra mientras que en el método
propuesto solo se necesitan 150 ml (2 frascos con 75 ml
de la muestra cada uno). Lo anterior se traduce en me-
nores costos y mayor facilidad para el transporte de
muestras, 10 que representa una gran ventgja cuando las
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muestras son colectadas en sitios remotos o de dificil
acceso.

Aplicacion del método

El método se aplico para un estudio de estabilidad de
los HAP en medio acuoso y para la determinacién de
HAP en una muestra de agua de rio.

La estabilidad de los HAP en solucion se determing
en dos medios diferentes, agua grado reactivo y agua
potable. Dos muestras de 75 ml de cadatipo de agua se
fortificaron con una mezcla estandar de HAP alas con-
centracionesindicadas en latabla V1, luego sefiltraron
y prepararon de acuerdo con el procedimiento indicado
en la parte experimental (operaciones fuera de linea).
Las muestras con €l acetonitrilo afiadido se dejaron ex-
puestas alaluz y alatemperatura ambiente por 24 ho-
ras. Transcurrido estetiempo se continué con el procedi-
miento de extraccion y andlisis en linea para evaluar y
comparar la estabilidad de los compuestos en los dos ti-
pos de agua. Los resultados obtenidos, descritos en la
tabla VI, muestran que la mayoria de los HAP perma-
necieron estables por 24 horas en el aguagrado reactivo,
alaque se habiaadicionado acetonitrilo (practicacomun
para la preservacion de muestras) en las proporciones
establecidas en e método; Uinicamente se observaron a-
gunas pérdidas estadisticamente significativas paraANT,
B(K)F, B(ghi)P e I(cd)P. Por el contrario, en el agua po-
tabletodoslosHAP, con excepcion de FLU (HAPIligero

TABLAVI. ESTABILIDAD DE HAP EN AGUA GRADO
REACTIVO Y AGUA POTABLE FORTIFICADAS*.
RECUPERACION DESPUES DE 24 h A TEMPERA-
TURA AMBIENTE

Compuesto  Concentracion** Aguareactivo  Aguapotable

(ppt) R (%) R (%)
AF 322 95 62
ACE 379 106 n.d.x**
ACI 365 102 nd.
FLU 68.2 114 102
FEN 111 94 55
ANT 74.2 73 21
FLT 59.7 107 55
PIR 725 91 n.d.
B(a)A 133 115 31
CRI* 168 - -
B(a)P 346 99 109
B(b)F 26 94 74
B(k)F 333 82 nd.
DBA 420 % 68
B(ghi)P 346 66 26
I(cd)P 164 60 45

* Muestras con acetonitrilo al 5 % v/v (HAPligeros: de NAF aPIR)
6 a 25 % viv (HAP pesados. de B(a)A al(cd)P)
** Concentracion alaque fueron fortificadas |as muestras
*** n.d.= no detectado (degradaciontotal). * CRI no fue determinado
en este estudio

analizado en lamuestra con 5 % de acetonitrilo) y B(a)P
(HAP pesado analizado en la muestra con 25 % de
acetonitrilo), se degradaron notablemente eincluso agu-
nos de ell os desaparecieron total mente. Es evidente que
en este caso € cloro residual presente en el medio con-
trarrestd en buena medida el efecto protector del
acetonitrilo. Por lo tanto, se podria esperar que en au-
senciade disolvente organico todoslosHAP, con laposi-
ble excepcion del fluoreno, serian compl etamente degra-
dadospor € cloro. Deagui seconcluyequelapotabilizacion
del agua por cloracion es un método eficaz para€eliminar
los HAP de este medio, alin a niveles de concentracion
del orden delas ppt.

El método desarrollado se aplico también parael ana-
lisis de una muestra de agua superficia proveniente de
unazonaexpuestaalacontaminacion por HAP. Lamues-
trafue colectada en el Rio Seco, a nivel delaciudad de
Paraiso en la zona petrolera de Tabasco, y conservada
de acuerdo con las normas establ ecidas para este tipo de
muestras (USEPA 1984). L os cromatogramas obtenidos
del andlisis de la muestra blanco y la misma muestra
fortificada con una mezcla estandar de HAP alas con-
centraciones usadas en el estudio precedente (ver Tabla
V1) sepresentan en lasfiguras 3 a6. Lasfiguras3y 4
corresponden a los cromatogramas UV de la muestra
preparada para HAP ligeros y HAP pesados, respecti-
vamente. Aunquelos cromatogramas delamuestrablanco
presentan algunos pequefios picos que sobresalen del
ruido de fondo y que eluyen en la misma zona que los
HAP, lacomparacion cuidadosa con |os cromatogramas
de la muestra fortificada en las dos figuras lleva a la
conclusién de que ninguno delos HAP que dan respues-
taen UV esta inequivocamente presente en la muestra
colectada del agua de rio. En todo caso, s estuvieran
presentes, sus concentraciones serian muy inferiores a
lasindicadas en latabla VI paraestos HAP. Cabe men-
cionar que enlamuestrafortificada preparadaparaHAP
ligeros se acanzan a distinguir los HAP pesados B(a)A
y CRI, los cuales solo se recuperan parcialmente en este
andlisis. De la misma manera, en la muestra fortificada
preparada para HAP pesados se alcanza a distinguir €l
pico de FLU, HAP ligero que slo se recupera parcial-
mente en este andlisis, y |os picos de los solutos frontera
FEN y PIR, cuyarecuperacion es satisfactoria por cual-
quierade los dos métodos de preparacion de lamuestra.
Lasfiguras5y 6 corresponden alos cromatogramas de
fluorescencia de la muestra preparada paraHAP ligeros
y HAP pesados, respectivamente. Esimportante indicar
gue ninguno de los HAP gue dan sefial en fluorescencia
eluye antes de los 25 min; por lo tanto, en los
cromatogramas de lamuestrablanco los Unicos picos de
interés son los dos que se observan al final del conjunto
de sefiales ya que sus tiempos de retencion concuerdan
exactamente con los del antraceno y el fluoranteno. Es-
tos dos HAP son compuestos fronteray el hecho de que
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Fig. 3. Cromatogramas UV obtenidosdel andlisisde unamuestrade
agua de Rio Seco, Tab., tratada por €l procedimiento para
HAP ligeros. (A) muestra blanco y (B) muestra fortificada
con los HAP alas concentraciones mencionadas en latabla
V1. Identidad de picos en la muestra fortificada como en la
figura 2

Sus picos estén claramente presentes en lamuestrablanco
preparada para HAP ligeros y en la de HAP pesados
comprueba su identidad. Ademés, ANT y FLT préactica
mente no dan sefial en UV a262 nm, por lo tanto, e que
no se observen picos en lazonadonde el uyen estos com-
puestos (entre FEN y PIR) en los cromatogramas de
UV (Figs. 3y 4) es una confirmacion adicional de su
identidad. Por otraparte, lasfiguras5y 6 también com-
prueban que ninguno de los otros HA P que dan respues-
ta en fluorescencia esta presente en la muestra colecta-
dadel aguaderio.

La determinacién de ANT y FLT en la muestra de
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Fig. 4. Cromatogramas UV obtenidos del andlisisde unamuestrade agi
Rio Seco, Tab., tratada por el procedimiento para HAP pesados
muestrablancoy (B) muestrafortificadaconlosHAP alas conce
ciones mencionadas en latabla V1. Identidad de picos en lamu
fortificadacomo enlafigura 2

aguade rio serealizo por € método de adiciones patrén
para evitar errores por efecto de matriz. Utilizando los
reportes de areas de pico de los cromatogramas de la
figura 5 se efectud el calculo por medio de lasiguiente
ecuacion:

Cb, = [Ab x Qad x (Vb + 25) ]/ [ (Af, —Ab) x
(Vf + 25) x Vb] 4

donde, Cb, eslaconcentracion del soluto deinterés (ANT
0 FLT) enlamuestra blanco (agua de rio), Ab. es el &rea
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Fig. 5. Cromatogramasdefluorescenciaobtenidosdel andlisisdeuna
muestra de agua de Rio Seco, Tab., tratada por €l procedi-
miento para HAP ligeros. (A) muestra blanco y (B) muestra
fortificadaconlosHAPalas concentracionesreportadasenla
tablaVI. Lospicoscon (*) en el blanco fueron identificados
comoANT y FLT. Identidad de picos en lamuestrafortifica-
dacomo enlafigura2

del pico del soluto en lamuestrablanco, Af, esel areadel

pico del soluto en lamuestrafortificada, Qad, eslacanti-
dad de soluto que se adiciond en la muestra fortificada
(concentracion del soluto en €l estandar x alicuotaadicio-
nada), Vb es e volumen delamuestrablanco (75 ml), Vf
esel volumen delamuestrafortificada (75 ml) y €l nime-
ro 25 corresponde a los ml de aguat+acetonitrilo que se
afadieron ala muestra durante su preparacion.

El contenido de los HAP presentes en la muestra de
aguade Rio Seco fue € siguiente (valor promedio de dos
determinaciones en lamismamuestra):

Antraceno 29 ppt
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Fig. 6. Cromatogramasde fluorescenciaobtenidosdel andisisdeuna
muestra de agua de Rio Seco, Tab., tratada por el procedi-
miento paraHAP pesados. (A) muestrablancoy (B) muestra
fortificadacon losHAP alas concentracionesreportadasen la
tablaVI. Lospicoscon (*) en el blanco fueron identificados
comoANT y FLT. Identidad de picos en lamuestrafortifica-
dacomo enlafigura2
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Estos valores son mucho mas bajos que los que esta-
blecen las normas europeas (mencionadas en la Intro-
duccion) paraaguas superficiales. Asi, medianteestegjem-
plo, se demuestra que el método desarrollado permite
determinar concentraciones de HAP notablemente infe-
riores a los limites maximos establecidos en las méas
estrictas normas reguladoras de calidad del agua. Por
ello, se propone este método como unaherramienta dtil y
confiable parael monitoreo ambiental.
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CONCLUSIONES

Sedesarroll6y certificd un método analitico parade-
terminar con buenaprecision y exactitud los 16 HAP de
la lista de contaminantes prioritarios de la EPA a muy
bajos niveles de concentracion en muestras de agua. El
método esta basado en el acoplamiento enlineadelaEFS
conlacromatografiadeliquidos, lo que permitesimplificar
|lapreparacion de muestrareduciendo a minimo su mani-
pulacién. Con respecto alosmétodos oficialesbasadosen
laextraccion liquido-liquido, € método propuesto presenta
variasventajas. serequiere un menor volumen de muestra
parael andlisis, sereduceel consumo dedisolventesorga
nicos durante la etapa de preparacion de muestra, es un
proceso més limpio, seguro y econdmico y, ademas, es
automatizable. Comparado con métodos similares (basa:
dosenlaEFSenlinea) previamentereportados, € presen-
temétodo provee | os procedimientos necesarios paraevi-
tar pérdidas de analitos desde | as primeras etapas del pro-
ceso de preparacion de muestra, con menos problemas
operativosy un montaje experimental muy simple, por lo
que resultamas sencillo y robusto y conduce a resultados
mas confiables. La efectividad del método se demostro
mediante su aplicacion a seguimientoy determinacion de
estos contaminantes en aguas superficiales y tratadas.
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